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Résumé

Avec environ 19,3 millions de nouveaux cas et pres de 10,0 millions de déces survenus en 2020, le cancer
est I’'une des causes majeures de mortalité dans le monde. Le nombre de nouveaux cas ne devrait pas cesser
d’augmenter : 47 % de nouveaux cas (28,4 millions) attendus d’ici 2040 [1]. La recherche dans le développement
de nouveaux outils de diagnostic et de nouveaux traitements est donc primordiale pour affronter cette maladie.
Dans ce contexte, ’Institut Lumiére Matiére (ILM, Lyon, France) a développé une nanoparticule : AGuIX®
(Activation et Guidage de I’Irradiation X). D’un diamétre hydrodynamique de 5 nm, elle est constituée d’un cceeur
de polysiloxanne et présente a sa surface des complexes de gadolinium. Ces complexes permettent un usage
d’AGuIX® comme agent de contraste en Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM) et améliore Iefficacité de
la radiothérapie (effet radiosenibilisant). Cette nanoparticule est aujourd’hui exploitée par la société NH Theraguix
(NHT, Grenoble, France) afin de rejoindre 1’arsenal de lutte contre le cancer au travers de plusieurs essais cliniques
(métastases cérébrales NCT03818386/NCT02820454, glioblastome NCT04881032, cancer du col de 1'utérus
NCT03308604, cancer du poumon NCT04789486).

Cette thése se focalise premiérement sur la caractérisation compléte de la nanoparticule AGuIX®. La
détermination des caractéristiques physico-chimiques est essentielle pour comprendre et évaluer le devenir
d’AGulIX® dans I’organisme et répondre précisément aux questions du régulateur tel que 1’Agence Nationale de
Sureté du Médicament et des produits de santé (ANSM) en France, ou Food and Drug Administration (FDA) aux
USA. Dans un second temps, la these traite du développement de nouvelles nanoparticules issues d’AGuIX®
présentant de nouveaux effets thérapeutiques. Pour cela, on a cherché : 1) a générer des groupes complexant a la
surface de la nanoparticule afin de diminuer I’excés de Cu?* constaté dans les tissus tumoraux. Cette stratégie de
déplétion du cuivre ajoute des propriétés anti-tumorales a la nanoparticule en plus de son effet radiosensibilisant ;
2) a augmenter 1’effet radiosensibilisant de la nanoparticule en remplagant une partie des complexes de gadolinium

par des complexes de bismuth.



Abstract

With an estimated 19.3 million new cases and nearly 10.0 million deaths in 2020, cancer is one of the
leading causes of death in the world. The number of new cases is expected to continue to rise with a 47% increase
in new cases (28.4 million cases) expected by 2040 [1]. Research in the development of new diagnostic tools and
new treatments is therefore essential to face this disease. In this context, the Institut Lumiere Matiere (ILM, Lyon,
France) has developed a nanoparticle called AGulX® (Activation et Guidage de I’Irradiation X). With a
hydrodynamic diameter of less than 5 nm, it consists of a polysiloxane core with gadolinium complexes on its
surface. These complexes can be used as contrast agents in Magnetic Resonance Imaging (MRI) and improve the
effectiveness of radiotherapy (radiosensitizing effect). The company NH Theraguix (NHT, Grenoble, France) to
lead this innovative nanoparticle now exploits this nanoparticle in the arsenal of fight against cancer through
several clinical trials (brain metastasis NCT03818386/NCT02820454, glioblastoma NCT04881032, cervical
cancer NCT03308604, lung cancer NCT04789486).

This thesis focuses first on the complete characterization of the AGuIX® nanoparticle. The determination
of the physico-chemical characteristics is essential to understand and evaluate the fate of AGuIX® in the body and
to answer precisely the questions of the regulator such as the Agence Nationale de Sureté du Médicament (ANSM)
in France, or Food and Drug Administration (FDA) in the USA. In a second step, the thesis deals with the
development of new nanoparticles from AGuIX® presenting new therapeutic effects. For this purpose, we have
tried: 1) to generate complexing groups on the surface of the nanoparticle in order to decrease the excess of Cu?*
found in tumor tissus. This copper depletion strategy adds anti-tumor properties to the nanoparticle in addition to
its radiosensitizing effect; 2) to increase the radiosensitizing effect of the nanoparticle by replacing part of the

gadolinium complexes with bismuth complexes.
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1  Introduction générale

Les nanoparticules sont de plus en plus présentes dans notre quotidien, elles jouent un rdle clé dans
I’innovation et le développement de la majorité des domaines scientifiques. Il faut prendre conscience que
d’origine humaine ou naturelle, la nanotechnologie est présente partout. Cependant, si elle échappe aux yeux du
grand public lorsqu’elle se cache dans nos smartphones, ordinateurs, panneaux solaires et autres, c’est tout a fait
différent lorsque celle-ci interagit avec notre organisme. Les nanos et micros particules peuvent étre source
d’inquiétude, comme on peut le voir a travers des sujets comme I’émission de « particules fines » dans
I’atmosphére de nos villes, ou les études portant sur le dioxyde de titane de nos crémes solaires ou notre

alimentation ... [2,3].

C’est pendant ces années de thése que le monde a fait le plus confiance aux nanoparticules dans le domaine
médical. En effet, avec plus de 4 milliards de doses injectées, les vaccins anti-COVID de Pfizer/BioNTech
(BNT162b2) et Moderna (mRNA-1273) ont joué un role majeur dans la stabilisation de cette crise sanitaire du
XXIe siécle. Pourtant, une grande partie du public ignore que I’ARNm injecté dans notre organisme est encapsulé
dans des nanoparticules lipidiques de diameétre de 70-100 nm [4]. En médecine, les nanoparticules présentent des
propriétés intéressantes permettant de pallier les limitations des médicaments classiques. Ces propriétés rendent

les nanoparticules en médecine incontournables déja aujourd’hui et encore plus demain.

La premiere partie de ce manuscrit est consacrée aux différentes interactions entre nanoparticules et
organisme ainsi que les parametres physicochimiques qui les influencent et finalement qui dictent la conception
de nos futurs médicaments. Apres avoir évoqué les différents types de nanoparticules, nous nous intéresserons a
celles impliquées dans la lutte contre le cancer, actuellement sur le marché ou en phase d’essai clinique. Une
attention particuliere sera portée sur AGulX®, une nanoparticule composée d’un ceeur de silice présentant des
complexes de gadolinium gréffés de facon covalente a la surface. La nanoparticule AGulX® est au centre du travail

de recherche de ce manuscrit.

La seconde partie sera dédiée a I’ensemble des techniques anciennes et nouvelles développées afin de
caractériser AGuIX®. Ces techniques permettent ainsi de connaitre les moindres spécificités de la nanoparticule,
un point primordial, qui intervient dans le procédé de validation de la nanoparticule et joue un rdle important dans

les négociations avec le régulateur.

Les troisiemes et quatriemes parties seront consacrées aux développements de nouvelles nanoparticules
dérivées d’AGuIX® permettant ’apport de nouvelles propriétés thérapeutiques, tel qu’un effet anti-angiogénique

ou I’augmentation du pouvoir radiosensibilisant de celle-ci.
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2 Nanoparticules et cancer :

2.1 Interactions des nanoparticules dans I’organisme

Malgré des découvertes constantes dans le domaine pharmaceutique, les formulations médicamenteuses
actuelles pourraient encore étre plus efficaces si elles pouvaient atteindre les zones cibles (tumeurs, sites
inflamatoires, ...) de maniére plus significative. La capacité des médicaments moléculaires a diffuser librement
dans I’organisme peut entrainer de forts effets secondaires, qui limitent la dose injectable au patient. Dans ce
contexte, les nanoparticules, de par leurs caractéristiques physiques spécifiques (taille, forme, charge, ...),
présentent des biodistributions et des pharmacocinétiques tres différentes de celles observées pour des
médicaments moléculaires classiques [5]. Dans cette partie, nous souhaitons mettre en avant les différents
mécanismes physiologiques qui interviennent dans la prise en charge des nanoparticules chez 1’individu sain mais
aussi dans le cas d’un individu atteint de cancer. Nous verrons ainsi comment la compréhension de ces mécanismes

joue un rdle majeur dans la conception de nouveaux médicaments plus efficaces.

2.1.1 Corps sain et nanoparticules

Dans un organisme sain il existe deux principaux mécanismes d’élimination des nanoparticules du
systéme vasculaire : I’¢limination par le systéme phagocytaire mononucléé (MPS) et I’élimination par le systéme

glomérulaire des reins [6].

2.1.1.1  Le systeme phagocytaire mononucléé (MPS)

Le systeme phagocytaire mononucléé est composé des phagocitaires du foie, de la rate ainsi que des
ganglions lymphatiques. Le procédé de séquestration des nanoparticules commence par 1’opsonisation, c’est-a-
dire I’interaction de celles-ci avec les protéines plasmatiques directement aprés leur administration. Cette
interaction résulte en la formation d’une couronne protéique qui favorise ensuite le processus d’endocytose tel que
la phagocytose comme présenté en Figure 1. Cette couronne protéique modifie les propriétés physicochimiques
de la nanoparticule lui apportant ainsi un statut biologique spécifique. Ce statut biologique est spécifique de par
I’interaction unique entre les protéines de la couronne et les récepteurs des cellules du MPS. C’est donc les
protéines absorbées a la surface de la nanoparticule qui vont déterminer son devenir dans 1’organisme comme

illustré en Figure 2.
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Q nanoparticle 7f i immunoglobulins }/ receptor

Figure 1. Représentation schématique du processus d’opsonisation initié par l'adsorption d'immunoglobulines ou
, . p , N . icul . .
d'autres protéines du complément (opsonines) a la surface de la nanoparticule. Les particules opsonisées sont ensuite

identifiées par des récepteurs sur les cellules phagocytaires et internalisées. Figure issue de Behzadi et al[6]

Figure 2. Devenir des nanoparticules dans ’organisme. Apreés injection, une couche protéique recouvre la surface de la
nanoparticule lui attribuant une identité biologique, c’est I’opsonisation. Cette opsonisation va ensuite entrainer le

phénomeéne d’endocytose par le MPS. Figure issue de Walkey et al [7]

Il existe une forte dépendance de ce mécanisme liée a la taille de la nanoparticule. Ainsi, les
nanoparticules les plus larges seront principalement prises en charge par les cellules phagocytaires du MPS [8].
Dans le cadre d’interactions avec la biologie on entend par « taille » de la nanoparticule son diametre moyen. Sur

le plan phisico-chimique, on peut caractériser la taille par le diametre hydrodynamique (Du) qui correspond au
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diametre de la spheére théorique qui aurait le méme coefficient de diffusion (D) que la nanoparticule considérée.

Pour une nanoparticule chargée, la sphere considérée contient la particule entourée de sa couche de solvatation
[9].

Si ce processus de ‘prise en charge’ physiologique met en lumiére les premieres inquiétudes concernant
I’accumulation des nanoparticules dans 1’organisme, il donne aussi la possibilité de cibler certains organes du MPS

comme le foie ou la rate avec des nanoparticules de diametre supérieur a 20 nm (voir Figure 6) [10].

De plus, la compréhension de ces mécanismes permet d’élaborer des stratégies permettant a la
nanoparticule d’échapper a I’opsonisation. Ainsi, si I’on greffe a la surface de certaines nanoparticules des chaines
polymériques tel que le PEG (Polyéthyléne glycol), celles-ci interagissent avec les molécules d’eau environnantes
pour créer une couche d’hydratation autour de la nanoparticule. Cette couche agit comme un écran limitant la
formation de la couronne protéique menant a 1’élimination de la nanoparticule par le syst¢éme immunitaire. Cette
couche hydratée rend donc la nanoparticule « furtive » aux MPS. Grace a ce procédé, on augmente le temps de
circulation dans I’organisme apres une injection intravasculaire. Un exemple significatif du succes de ce procédé
d’évasion de I’opsonisation est la PEGylation de nanoparticules lyposomales contenant I’agent de chimiothérapie
Doxorubicine. Le procédé a ainsi permis d’augmenter le temps de résidence plasmatique de quelques minutes,
pour le composé seul, a plusieurs heures pour le composé sous forme de nanoparticule PEGylée [5]. On retrouve
une représentation schématique de ce type de nanoparticule en Figure 3. De maniere générale, les nanoparticules
contenant uniquement les principes actifs sont dites de premicre génération et les nanoparticules PEGylées sont

dites de deuxieme génération[5-8,10-15].

Principe actif

\ Bicouche lipidique

1¢ére génération

2¢éme génération

Figure 3. Représentation structurelle de nanoparticule/nanovecteur lyposomale de premiére et deuxiéme génération.

Image de F. Caillaud/Sagascience/Photothéque CNRS.

2.1.1.2  Systéeme d’élimination rénal

Les reins sont le deuxieme systeme majeur d’élimination des nanoparticules dans 1’organisme. Cette
capacité de filtration vient principalement de I’architecture de ’organe. L’unité principale de filtration est le

néphron, celui-ci contient des glomérules ou prend place la filtration glomérulaire permettant 1’extraction de
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composés de la circulation sanguine. Une fois filtrés, ces composés sont éliminés par excrétion urinaire. Le
processus de filtration au niveau de la membrane glomérulaire est complexe. La taille de la nanoparticule est un
parametre majeur. Si la taille de la nanoparticule est inférieure au seuil de filtration glomérulaire (6 nm) alors la
nanoparticule sera trés facilement éliminée. En revanche, les nanoparticules d’un plus gros diametre
hydrodynamique seront soit retenues par la membrane glomérulaire, soit renvoyées dans la circulation sanguine
ou elles seront prises en charge par le MPS en vue de leur élimination. Un bilan de I’'impact de la taille des

particules au niveau de la membrane glomérulaire est présenté en Figure 4.
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Figure 4. Influence de la taille d’une nanoparticule sur le devenir de la filtration au niveau de la membrane glomérulaire.

Issue de Du et al [16]. GBM = glomerular basement membrane.

L’accumulation de nanoparticules au sein de I’organisme, est une question majeure de toxicité a long
terme. La bonne compréhension des parametres qui influencent 1’élimination des nanoparticules par filtration
glomérulaire est donc un point crucial dans la conception de nouveaux médicaments nanoparticulaires. Dans un
souci de simplification, seulement les aspects de taille ont été évoqués. Cependant, d’autres caractéristiques
physicochimiques jouent un réle majeur dans le devenir d’une nanoparticule dans un corps sain tels que sa charge,
sa géométrie, sa chimie de surface pour ne citer que les principaux [16]. Leurs impacts spécifiques sur la

biodistribution sont développés dans la partie suivante.

2.1.1.3  Influence des paramétres physicochimiques et bilan

Pour le devenir des nanoparticules dans I’organisme tous les paramétres physicochimiques entrent en jeu.
Ainsi, la taille, 1a géométrie et la charge de surface sont souvent considérées comme les parametres principaux qui

régissent la biodistrubution.

Les nanoparticules de diametres hydrodynamiques inférieurs a 6 nm seront rapidement éliminées par les

reins. En revanche, les nanoparticules de taille supérieure seront prises en charge par les organes du MPS. A
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mesure que la taille augmente, de plus en plus de nanoparticules sont piégées dans le foie et la rate. Les particules

de diametre supérieur a2 150 nm se retrouve aussi dans les capillaires des poumons [10].

La géométrie nanoparticulaire impactera principalement le comportement de la nanoparticule dans la
circulation sanguine et donc influe sur la biodistribution. Les nanoparticules sphériques présentent un temps de
circulation plus important que les particules sous forme de batonnets ou de disques. En effet, une fois en contact
avec les cellules endothéliales, la petite taille et la petite surface des nanoparticules sphériques conventionnelles
réduisent le nombre de points de liaison et de contact par rapport aux nanoparticules discoides (ou non-sphériques)
plus grandes ce qui peut affecter la circulation dans le sang et I'accumulation dans les tissus comme schématisé en
Figure 5.[10,17,18]. Au niveau de I’élimination rénale, des études ont suggéré que la géométrie en batonnet est

filtrée plus rapidement que la géométrie sphérique, a coefficient de diffusion équivalent [19].

(b)

99090000 0,000 320

5 Colfealayer O 5 o°o°,'-_§

Figure 5. Illustration de I’impact de géomeétrie. (a) Différence du nombre de points de contact avec les cellules
endothéliales entre particules sphériques (1) et discoides (2) qui impacte la circulation dans le sang. Issue de Blanco et al
[10], (b) Interaction cellule/particule : Q est défini comme l'angle entre la moyenne des angles tangentiels (T) de 0° a n/2
et la normale de la membrane au site de fixation (N). Lorsque 2 < 45°, les particules sont internalisées avec succes (1,2) ;

lorsque 2 > 45°, les cellules peuvent se répandre sur la particule, mais l'internalisation est inhibée (3). Issue de Duan et

al. [20]

La charge de surface des nanoparticules a largement été identifiée comme un parametre crucial
influencant la circulation et la biodistribution. Néanmoins, les résultats des recherches restent difficiles a
généraliser et seules des grandes tendances ont pu étre identifiées [20,21]. La charge de surface des nanoparticules
est caractérisée par le potentiel zéta [21]. Le potentiel zéta correspond au potentiel électrocinétique d'une
dispersion colloidale de nanoparticules. Il peut étre expérimentalement mesuré par mesure de mobilité
électrophorétique ou par électrophorese laser Doppler (ELS). Etant donné que la membrane plasmique cellulaire
est généralement globalement chargée négativement les nanoparticules cationiques sont plus susceptibles d'étre
attirées électrostatiquement par la membrane ce qui entraine une accumulation accrue a l'intérieur des cellules.
Pour les mé&mes raisons, les nanoparticules chargées négativement présentent une faible absorption, contribuant

ainsi a l'allongement du temps de circulation sanguine. Dl a la charge négative de la membrane glomérulaire des
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reins, les particules chargées positivement seront donc éliminées plus rapidement que les nanoparticules chargées
négativement [16,22]. Enfin, les nanoparticules neutres ou faiblement chargées ont un potentiel prometteur en tant

que systtme de délivrance a circulation intermédiaire, avec une biocompatibilité et une biofonctionnalité

souhaitables [10,20,21].

Un rapide bilan de la biodistribution des nanoparticules dans 1’organisme, dépendant de ces trois

parametres principaux est présenté en Figure 6 [10,16,20] .
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Figure 6. Influence de la taille (a), de la forme (b), et de la charge (c) des nanoparticules sur leur élimination. Figure

issue de Branco et al. [10]

La biodistribution d’une nanoparticule est une question multifactorielle. Elle dépend de plusieurs
parametres physicochimiques de la nanoparticule et/mais aussi des parametres extérieurs tels que le mode
d’exposition ou I’état de santé de I’individu. Une défaillance rénale ou hépatique modifiera crucialement la prise
en charge des nanoparticules. Dans la partie suivante, nous nous intéresserons a l’interaction entre tumeur et

nanoparticules.

2.1.2 Tumeur et nanoparticules

Le cancer est I’une des principales causes de mortalité dans les pays développés en 2022. Cette maladie
se traduit par la prolifération anormale de cellules cancéreuses menant a la formation d’une masse que I’on appelle
tumeur. Cette tumeur se développe localement a partir des premiéres cellules cancéreuse. Mais ces cellules peuvent
aussi migrer vers d’autres parties du corps grice aux vaisseaux sanguins et lymphatiques : on parle alors de
métastases et de tumeurs métastatiques. C’est un processus long et complexe résultant de 1’accumulation
progressive de mutations génétiques dans les cellules qui va rompre 1’équilibre naturel existant entre la
prolifération des cellules et leur mort (apoptose). Les cellules cancéreuses se caractérisent par une insensibilité a
I’apoptose, une capacité de reproduction illimitée et une invasion des tissus voisins ou plus lointains entrainant
alors le dysfonctionnement de ces derniers. Elles nécessitent généralement un apport en oxygene menant a une
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importante angiogenese, c’est-a-dire la création de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux déja
existants [23]. L’architecture intrinséque de ces tumeurs méne a des interactions particuliéres avec les
nanoparticules. De plus, la présence de marqueurs biologiques spécifiques a la surface des cellules tumorales ouvre
la voie a de nouveaux moyens d’influencer la biodistribution des nanoparticules afin de cibler activement la

tumeur.

2.1.2.1  Effet EPR et ciblage passif

Dans le cas d’un tissu sain, les petites molécules se propagent par diffusion a travers les petits interstices
de la paroi endothéliale. Le bon fonctionnement du drainage lymphatique dans le milieu extracellulaire évite
I’accumulation de pathogénes. Dans le cas des tumeurs, la croissance rapide et anarchique meéne a une angiogenése
rapide et incomplete [23,24]. Les parois endothéliales présentent alors des pores relativement larges pouvant aller
de 100 nm a 3 um de diametre rendant le réseau vasculaire tumoral perméable, comme on peut le voir en exemple

sur un tissu de foie en Figure 7 [25].

Figure 7 Image MEB d’un nodule tumoral métastatique (zone entourée identifiée par T) dans le foie, le tissu hépatique

normal est indiqué par N. Figure issues de Fang et al. [25]

De plus, dans I’environnement extra-tumoral le drainage lymphatique est défectueux ou inexistant
limitant ainsi 1’élimination des nanparticules par cette voie [26]. Les nanoparticules peuvent donc pénétrer dans
les tissus tumoraux et s’y accumuler, contrairement aux tissus sains. Cet effet connu sous le nom d’effet
EPR (Enhanced Pemeability and Retention) donne donc lieu a un ciblage dit ‘passif” de la tumeur car il dépend
uniquement des propriétés intrinseéques de celle-ci (voir schéma Figure 8). Il a initialement été mis en évidence
dans les années 80 par Matsumura et Maeda [27]. Ce phénomene est donc extrémement intéressant, car on peut,
par ’'usage de nanoparticules, cibler les tumeurs améliorant ainsi la délivrance de principes actifs tout en limitant

les effets secondaires. Dans le cadre d’établissement d’un diagnostic par imagerie, I’effet EPR permet également
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un meilleur contraste des tissus tumoraux par rapport aux tissus sains, en augmentant le ratio Signal/Bruit au niveau

des tumeurs [22,24,25,28-30].
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Figure 8. Schéma explicatif de ’effet EPR. Figure issue adapté de de Tillement et al. [31] (gauche) et Bozzuto et al. [32]
(droite)

La modification de parametres tels que la taille, la charge ou la géométrie permet d’optimiser
I’accumulation intratumorale par effet EPR [26,28] en diminuant I’action du MPS et augmentant le temps de
circulation dans 1’organisme par exemple. Jouer sur I’hydrophylie de la surface peut aussi avoir un role important,
comme évoqué dans le chapitre précedent. La réduction de 1’activité du MPS par I’usage de PEG entraine un plus
long temps de circulation qui favorise donc 1’effet EPR. Il existe aussi certaines stratégies d’amplification de cet
effet par la modification du flux sanguin ou encore I’augmentation de la perméabilité vasculaire des tumeurs
[22,24]. Cependant, les organes du MPS et les reins séquestrent et éliminent 99% de la dose de nanoparticule
administrée [28]. Au-dela de la compétition avec ces 2 systemes, 1’accumulation au sein de la tumeur est limitée
par une pression interstitielle élevée, causée par un drainage lymphatique faible, des vaisseaux sanguins
compressés dus a la forte densité cellulaire de I’environnement tumoral. La vascularation inomogéne des tumeurs

est aussi un frein a la répartition uniforme des nanoparticules au sein de la tumeur [24].

2.1.2.2  Ciblage actif

Afin de compléter et renforcer le ciblage passif, on peut greffer a la surface des nanoparticules des ligands
ciblant spécifiquement des marqueurs tumoraux [33,34]. On parle alors de nanoparticules fonctionnalisées et de
ciblage actif. Ces ligands peuvent étre de différentes natures : anticorps, fragments d’anticorps (nanobodies),
peptides ou petites molécules oragniques telles que des acides aminés [35]. Le choix du ligand utilisé doit étre
réalisé avec soin car celui-ci peut éventuellement étre reconnu par le syst¢tme immunitaire entrainant alors

I’¢limination de la nanoparticule avant qu’elle n’est atteint sa cible [34].

Le ciblage actif ne semble pas augmenter I’accumulation dans les tumeurs. L’accumulation intratumoral
est principalement dominé par I’effet EPR [35]. En revanche, le ciblage actif permet une meilleure internalisation

des nanoparticules et une répartition plus homogéne dans la tumeur [35,36]. Deux stratégies sont étudiées pour le
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ciblage actif. Dans un premier cas, on cherche a cibler directement les cellules cancéreuses en visant les récepteurs
surexprimés en surface. Dans le deuxiéme cas, on veut cibler les cellules endothéliales des néovaisseaux des
tumeurs. Cela permet éventuellement, d’inhiber I’angiogénése, donc de limiter 1’apport en oxygéne et nutriments
détruisant les cellules cancéreuses. Dans cet esprit, beaucoup de travaux se focalisent, par exemple, sur le greffage
du peptide Arg-Gly-Asp (RGD) et ses dérivés. En effet, ce peptide cible I’intégrine avf3, un marqueur
membranaire qui est surexprimé dans une large variété de cancers ainsi que chez les cellules endothéliales issues

de I’angiogenése tumorale. De plus, il est tres largement absent des tissus sains [37].

2.2 Les nanoparticules en clinique : Cas particulier des NPs inorganiques
et AGuIX®

La connaissance des différentes interactions nanoparticules-milieu vivant est essentielle afin de pouvoir
expliquer et optimiser un effet compétitif comparé aux médicaments moléculaires aujourd’hui présents dans
I’arsenal thérapeutique. Les nanoparticules peuvent étre de types tres divers. Dans cette partie, nous évoquerons
ces différents types. Nous dresserons par ailleurs un état des lieux des nanoparticules en clinique. Une attention
particuliere sera apportée aux nanoparticules inorganiques impliquées dans le traitement du cancer et plus

spécifiquement au candidat médicament AGuIX®, base des travaux de cette theése.

2.2.1 Les différents types de nanoparticules

2.2.1.1  Nanoparticules organiques

La catégorie la plus représentée est celle des nanoparticules organiques qui regroupe plusieurs types de

nanoparticules qui différent par leur composition.

La famille la plus importante est celle des liposomes. Les nanoparticules liposomales sont fabriquées
a partir de phospholipides, lipides et cholestérol. Due a leur nature amphiphile, les phospholipides s’auto-
assemblent dans I’eau pour former des structures sphériques. La partie hydrophile (la « téte ») se retrouve en
contact avec le milieu interne et externe et la partie hydrophobe est responsable de la formation de la double couche
lipidique formant la structure sphérique du liposome (voir Figure 9). Les liposomes peuvent présenter une ou
plusieurs doubles couches lipidiques. Ces nanoparticules peuvent transporter des principes actifs hydrosolubles
dans leurs espaces internes ou entre deux doubles couches. Elles peuvent aussi transporter des principes actifs
liposolubles au sein des couches lipidiques. Ces nanoparticules peuvent présenter a leur surface des chaines PEG
connus pour stabiliser la nanoparticule, augmenter le temps de circulation sanguin en réduisant I’action du MPS.
Par exemple, on trouve sur le marché des nanomédicaments tels que DaunoXome® (Dy =45 nm, Galen) [38] ou
Mycet® (Dy = 150 nm, Teva UK) [39] qui sont des nanomédicaments liposomales non PEGylés utilisés dans le
traitement du cancer. Le Doxil® est quant a lui une formulation liposomale PEGylée de doxorubicne (Dy = 100
nm, Janssen), c’est aussi le premier nanomédicament a avoir été approuvé par la Food and Drug Administration

(FDA) [40].

Egalement composées de macromolécules amphiphiles, les micelles sont auto-assemblées de maniere a

présenter leur partie hydrosoluble a I’extérieur et a former un cceur de partie hydrophobe. Les différentes structures
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de liposomes et micelles sont présentées en Figure 9. De par cette architecture, les micelles ne peuvent contenir

que des principes actifs hydrophobes. Cette structure est moins utilisée mais fait I’objet d’études cliniques [41].
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Figure 9. Une représentation de l'organisation stérique d'un liposome (a gauche) et d'une micelle (a droite). Issue de

Bitounis et al. [42]

Les nanoparticules polymériques se regroupent en deux familles: les copolymeéres a blocs (ou
polymersomes) et les polymeres simples. Les nanoparticules a base de copolymeres a blocs ont une morphologie
tres proche de celle des micelles. Ce sont des polymeres amphiphiles composés au minimum de deux types de
polymeres reliés entre eux par des liaisons covalentes. La partie hydrophile est généralement composée de PEG et
la partie hydrophobe peut étre composée de polymeres biocompatibles tels que de ’acide polylactique, 1’acide
poly-lactique-co-glycolique (PLGA), le polystyréne ou la polycaprolactone [43]. Par rapport aux liposomes, les
copolymres a blocs amphiphiles présentent une plus grande stabilité, une meilleure résistance mécanique et une
perméabilité réduite limitant la perte de principe actif [44]. On compte trés peu de ces formulations approuvées
par les autorités de santé, cependant 1’Eligard® (Tolmar) est utilisé dans le traitement du cancer de la prostate
contenant du PLGA [45]. Les nanoparticules polymériques simples sont des sphéres solides composées d’un
unique polymere biocompatible et biodégradable tel que les polymeres précédemment évoqués mais aussi le
chitosane, 1’alginate ou encore la gélatine. Les principes actifs sont greffés a ces polymeres de fagon covalente ou

adsorbés a la surface par interactions non-covalentes.

Les dendrimeres représentent une classe de polymeres caractérisés par un cceur, atome ou groupe
d’atomes, et de multiples branches qui se terminent par différents groupes fonctionnels. Les branches s’étendent
de facon radiale a partir du cceur formant ainsi une géométrie plus ou moins sphérique. La synthese des

dendrimeres peut étre contr6lée avec une grande précision et offre un trés bonne monodispersité. Selon la nature
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du polymere, divers principes actifs, hydrophiles ou hydrophobes, peuvent étre chargés dans le dendrimere. Ce
type de particule est largement développé en recherche [46,47] mais il n’existe pas de médicament approuvé

utilisant les dendrimeres [45,46].

La quasi-totalité des nanoparticules se présente comme des nano-vecteurs de médicaments déja existants.

C’est la formulation nanométrique qui va apporter une nouvelle biodistribution et pharmacocinétique.

2.2.1.2 Nanoparticules Inorganiques

Cette classe de nanoparticules regroupe les composés inorganiques ou hybrides organique-inorganique,
c’est la deuxieme famille la plus développée mais peu de ces nanoparticules ont regu une Autorisation de Mise sur

le Marché (AMM).

L’une des catégories qui regroupe le plus de travaux concerne les nanoparticules d’or. En effet, les
nanoparticules d’or présentent des propriétés optiques et électroniques intéressantes, ainsi qu’une faible toxicité.
On les retrouve dans diverses applications thérapeutiques comme la vectorisation de principe actif [48],
I’hyperthermie optique [49] ou encore comme radiosensibilisant [50]. On les retrouve aussi comme moyen de
détecter certains marqueurs biologiques [51]. De plus, la chimie de 1’or est trés versatile, elle offre un trés bon
contrdle de la taille, de la monodispersité ou encore de la géométrie[52]. La trés bonne interaction S-Au offre
aussi des possibilités de fonctionnalisation par une partie organique comme un anticorps ou un peptide permettant
leur usage dans I’immunothérapie ou le ciblage actif [52]. On retrouve certaines nanoparticules a base d’or en

cours d’essai clinique tels que : Auroshell, CYT-6091 et NU-129 (voir Section 2.2.3).

On retrouve aussi dans cette catégorie les nanoparticules a base de silice, trés étudiées dans le domaine
la recherche. La chimie de la silice a travers la chimie sol-gel offre la possibilité de synthétiser des nanoparticules
sphériques de porosité et de taille ajustable présentant une trés bonne dispersion. Les nanoparticules poreuses
peuvent étre chargées avec un principe actif qui sera relargué dans le milieu cible. On peut aussi encapsuler les
agents de contraste au sein de la matrice de silice pour apporter des propriétés pour I’imagerie. Les nanoparticules
de silice sont aussi tres facilement fonctionnalisables grace a 1’apport de fonctions chimiques de surface pouvant
réagir avec des molécules d’intérét. De plus, la silice est un matériau biocompatible facilement éliminable par

I’organisme[53,54].

Malgré le grand développement de ces deux familles de nanoparticules inorganiques, aucun de leurs
produits n’a actuellement regu d’AMM. En revanche certains d’entre eux font I’objet de recherches cliniques
avancées tel que le produit AGuIX®. Ces candidats médicaments seront plus largement développés dans la Section

2.2.2.

La derniére catégorie de nanoparticules inorganiques est celle des oxydes métalliques. Choisis pour
leurs propriétés spécifiques, on trouve certaines nanoparticules dérivées d’oxydes métalliques sur le marché. Les
nanoparticules d’oxydes de fer super paramagnétiques (SPION) sont utilisées comme agent de contraste IRM. On
peut aussi retrouver aussi retrouver les SPIONs recouvertes de silice comme le Gastromark® (Dy= 300 nm, AMAG
Pharmaceuticals) ou fonctionnalisées avec du Dextran comme le Feridex® (Duy = 150 nm, Feridex) [55]. Les
nanoparticules d’oxyde d’hafnium NBTXR3® (Nanobiotix) et d’oxyde de fer NanoTherm® (Magforce) ont regu

des autorisations (marquage CE) dans le cadre de traitement du cancer par, respectivement, radio-sensibilisation
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et hyperthermie magnétique. Leurs caractéristiques seront spécifiées dans le chapitre suivant. Un point particulier

est apporté sur ces nanoparticules en Section 2.2.3.2 et 2.2.3.5.

La silice et I’or sont les deux matériaux les plus utilisés pour recouvrir divers coeurs inorganiques car leur
chimie offre une fonctionnalisation facile. Ils permettent, par exemple, I’ajout de PEG ou de molécules actives.

On parle alors de nanoparticules coeur-coquille (core-shell) [56].

Un bilan des différents types de nanoparticules utilisées dans le domaine de la nanomédecine est présenté

en Figure 10.
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Figure 10. Principaux types de nanoparticules inorganique, organique et protéique. Issue de Martinelli et al. [57].

2.2.2 Etat des lieux des nanoparticules en clinique

La large varitété de types et de propritétés qu’offrent les nanoparticules explique I’engouement de la
recherche pour les appliquer au domaine médical. Cet engouement se concrétise notamment par la constante
augmentation du nombre de publications liant les termes « nanoparticles » et « medical » comme 1’indique la

Figure 11.
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Figure 11. Nombre de publications annuel regroupant les termes « nanoparticles » et « medical ». Données élaborées a

partir de Poutil de recherche de Web of Science 09/2022.

Cependant, cet intérét croissant peine a se concrétiser en applications réelles, trés peu de travaux menent
a des essais cliniques. Ainsi, en 2021, on dénombre 47 nanoparticules commercialisées (ou ayant été
commercialisées par le passé) et 103 nanoparticules en cours d’essais cliniques tous domaines confondus [41].
Les domaines d’application sont divers mais le traitement du cancer regroupe a lui seul plus de 60 % de la totalité
des nanoparticules (commercialisé et en cours d’évaluation clinique) (Figure 12). La surpondération des
nanoparticules dans ce domaine s’explique par leurs propriétés qui en font des produits trés intéressants dans le
combat contre cette maladie. En effet, comme evoqué en Section 2.1.2, les nanoaprticules peuvent s’accumuler
dans les tumeurs par effet EPR, elles peuvent donc délivrer un principe actif directement au niveau des tissus
cancéreux ou encore réagir a des stimulis externes (rayon X, champs magnétique, ...) pour détruire les cellules

environnantes (sensibilisation, hyperthermie magétique, ...).

On dénombre aujourd’hui 15 nanomédicaments approuvés dans la lutte contre le cancer. Il est intéressant
de noter que méme si 94% des candidats médicaments valident leur phase I seulement 14% aboutissent a une

phase 3 positive. De fait, ’efficacité des nanomédicaments est souvent remise en question [36].
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Figure 12. Répartition du nombre de nanoparticule en fonction de leur statut et de leur domaine d’application

[41,45,50,57,58] .

En se focalisant sur I’imagerie et le traitement du cancer, on note une trés forte représentation des
nanoparticules organiques regroupant principalement les liposomes (Figure 13). Cette forte présence s’explique
par la bonne maitrise des différentes méthodes d’encapsulation (nanoprécipitaion, émulsification, microémulsion
[59]) et la tres bonne biocompatibilité des matrices utilisées qui sont facilement éliminées. La vectorisation de
principe actif (ex : Doxorubicine®) grice a la formulation lyposomale et I’effet EPR améliore la balance bénéfice
risque d’un traitement de chimiothérapie. Cependant la plupart de ces produits utilisent 1’aspect nanométrique
uniquement dans un but de vectorisation de médicaments déja utilisés depuis plusieurs décennies (Doxorubicine®,
Curcumin®, Paclitaxel®, ...). Ainsi, le premier nanomédicament cliniquement approuvé est le Doxil®. C’est une
formulation liposomale PEGylée de 1’agent intercalant de I’ADN utilisé en chimiothérapie, la Doxorucicine
découverte en 1980. L avantage réside donc ici plus dans la « formulation » nanométrique qui permet la libération

de dose concentrée dans des zones plus ciblées améliorant ainsi le ration bénéfice/risque du médicamet. EN effet,

a prinicpe actif équivalent plutdt que dans le développement de nouveaux types de traitements.
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Figure 13. Répartition du nombre de nanoparticule dans le traitement et I’imagerie du cancer en fonction de leur statut et

de leur type [41,45,50,57,58].

2.2.3 Cas particulier des nanoparticules inorganiques a but thérapeutique

Concernant les nanoparticules inorganiques, on retrouve un large panel de types de nanoparticules

approuvées ou actuellement en phase clinique. Ces nanoparticules sont répertoriées dans le Tableau 1.
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Tableau 1. Présentation des différentes nanoparticules inorganiques approuvées ou en phase d’essai clinique

Nom Société Type de nanoparticule  Coating Dn Application Statut Ref
Lumiren (USA) / AMAG SPION Poly[N-(2- 300-400 Imagerie IRM Retiré du marché en 2014 (USA) / 2010 (EU) [55,57,60,61]
GastroMARK (Eu) pharceutical / aminoethyl)-3- nm (1,2,19)
Guerbet S.A. aminopropyl]siloxane
AuroShell / AuroLase Nanospectra Core-Shell : SiOx-Au PEG 5 kDa 360 nm (4)  Thérapie En clinique [41,50,62,63]
Nanoscience g;?:ttig:?ermal NCTO00848042 / Completed / Cancer téte et cou
NCTO01679470 / Terminated / Cancer du poumon
NCT02680535 / Completed / Cancer de la prostate
NCTO04240639 / Recruting / Cancer de la prostate
Feridex (USA) / Emdorem Berlex SPION Dextran 10 kDa 120-180 Imagerie IRM Retiré du marché en 2012 (USA) / 2008 (EU) [55,57,60,61]
(EV) Laboratories / nm (2)
Guerbet S.A.
NBTXR3 / Hensify Nanobiotix HfOz cristallites Agent biocompatible 50 nm (7) Thérapie Marquage CE pour le traitement des sarcomes mous [36,41,63-66]

avec des
groupements
phosphate

(Radioenhancer)

localement avancés (2019)
En Clinique

Ph I/ NCT01433068 / Completed / Sarcome des tissus
mous

Ph I/ NCT01946867 / Recruiting / Cancer téte et cou
Ph I-11/ NCT02465593 / Recruiting / Cancer du rectum

Ph II-111 / NCT02379845 / Completed / Sarcome des tissus
mous

Ph I-11/ NCT02721056 / Terminated / Cancer du foie
Ph I-11 / NCT02901483 / Recruiting / Cancer téte et cou

Ph I-1l / NCT02805894 / Terminated / Cancer de la
prostate

Ph 1/ NCT03589339 / Recruiting / Cancers metastatiques
Ph I/ NCT04484909 / Recruiting / Cancer du pancréas
Ph1/NCT04615013 / Recruiting / Cancer de I'esophage
Ph I/ NCT04505267 / Recruiting / Cancer du poumon

Ph I-11 / NCT05039632 / Not yet recruiting / Cancers
metastatiques

Ph Il / NCT04834349 / Recruiting / Cancer téte et cou
Ph Il / NCT04862455 / Recruiting / Cancer téte et cou
Ph 111/ NCT04892173 / Recruiting / Cancer téte et cou
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Nom Société Type de nanoparticule  Coating Dn Application Statut Ref
Aurimune / CYT-6091 Cytimmune GNP PEG-SH et TNFa 27-34 nm Thérapie Pas de nouvel essai clinique depuis 2012 [48,50,63,67,68]
sciences (10,11) (Immunothérapie)  py, |, NCT00356980 / Completed / Tumeur solide
avancée
Early Ph 1/ NCT00436410 / Completed / Cancer primaire
et metastatique
Développement de nouveau candidat sur la base CYT-
6091
NU-129 Northwestern GNP PEG-SH et 19-34 nm Thérapie Pas d'essai clinique en cours [41,50,63,69,70]
marqueurs du géne (13) (Immunothérapie) "
Bcl2L12 (GBM) Early Ph 1/ NCT03020017 / Completed / Glioblastome
Combidex (USA) / Sinerem AMAG SPION Dextran 10 kDa 30 nm (1,2) Imagerie IRM Jamais approuvé en EU (sauf Pays-Bas) et retiré du [55,60]
(EV) pharceutical / marché aux USA (2007)
Guerbet S.A. Fait I'objet de recherche clinique
NCT03817307 / Recruiting / Imagerie
Ph 11l / NCT04261777 / Recruiting / Imagerie
NanoTherm MagForce SPION Aminosilane breveté 20 nm Thérapie Marquage CE pour le traitement du GBM (2010) [36,57,61,71]
(Hype,rtthermle Nouvel essai clinique pour le traitement du cancer de la
magnétique) prostate
NCTO05010759 / Recruiting / Cancer de la prostate
Cornell dott SiOx contenant un - PEG 0,5 kDa, <10 nm Imagerie de En clinique [41,72]
fluorophore (Cy 5.5) ?R,GD.Y’ radiomarqué  (17) fluorescence et NCT01266096 / Active / Mélanome et cancer du cerveau
a I'Indium 124 PET B
- PEG 0,5 kDa, Ph I/ NCT04167969 / Recruiting / Cancer de la prostate
PSMA, radiomarqué Ph | /NCT03465618 / Recruiting / Cancer du cerveau
au Cuivre 64 Ph I-Il / NCT02106598 / Recruiting / Mélanome téte et cou
- PEG 0,5 kDa,
cRGDY, radiomarqué
au Zirconium 89
- PEG 0.5 kDa,
cRGDY
AGuIX® Nh Theraguix SiOx présentant des <10 nm Thérapie En clinique [41,66,73]

chélates de
gadolinium

(18)

(Radioenhancer)

Ph I/ NCT02820454 / Completed / Métastases cérébrales
Ph I/ NCT03308604 / Recruiting / Cancer gynécologique
Ph I/ NCT03818386 / Recruiting / Métastases cérébrales
Ph I-1l / NCT04881032 / Recruiting / Glioblastome

Ph I-Il / NCT04789486 / Recruitin / Cancer du poumon et
du pancréas

Ph I/ NCT04899908 / Recruiting / Cancer du cerveau

Ph Il / NCT04784221 / Not yet recruiting / Cancer
récurrent / Radiation par protons
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Nom Société Type de nanoparticule  Coating Dn Application Statut Ref
Magnablate n.d. (19) ?hérapie Pas d’essai clinique en cours [41,61,63]
ﬁ:‘ypﬁ,ﬁher’“‘e Early Ph | / NCT0233447 / Completed / Cancer de la
agnétique) prostate
Carbon nanoparticles (YE Nanoparticule de n.d. Imagerie NCT03550001 / Not yet recruiting [41]
Yingjiang) carbone Fluorescence
Carbon nanoparticles (The Nanoparticule de n.d. Imagerie NCT04482803 / Recruiting [41]
First Affiliated Hospital with carbone Fluorescence
Nanjing Medical University)
Carbon nanoparticles (LI Nanoparticule de n.d. Imagerie Ph II-111 / NCT04759820 [41]

XIN-XIANG)

carbone

Fluorescence
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Certaines nanoparticules comme les SPIONS ou les nanoparticules de carbone sont évaluées en clinique

principalement dans le cadre du diagnostic.

2.2.3.1 AuroShell®

La société Nanospectra Bioscience (USA) développe la nanoparticule AuroShell® (ou thérapie
AuroLase®), une particule core-shell présentant un cceur de silice SiOx de 120 nm de diamétre recouvert d’une
couche d’or de 15 nm d’épaisseur. Pour augmenter le temps de circulation de la particule et favoriser
I’accumulation intra-tumorale, une couche de PEG 5 kDa est greffée a la surface. Le diametre hydrodynamique
du produit final est de 360 nm [62]. Grace a la couche d’or, la nanoparticule AuroShell® présente des propriétés
d’hyperthermie lorsque celle-ci est soumise a un rayonnement proche infra-rouge (NIR). Cette élévation de
température est due a un effet de Résonnance Plasmon de Surface (SPR) induit par ’absorption des rayons NIR
issus d’une source laser placée au niveau de la tumeur (Figure 14). La preuve de concept, faite sur un modele de
cancer de la prostate, a montré une augmentation de 35°C de la zone tumorale en présence d’ AuroShell® comparé
a 14°C sans la nanoparticule [74]. Aujourd’hui, I’efficacité de ce traitement est évaluée dans le traitement de
tumeurs de la prostate néoplasique (NCT04240639). La nanoparticule AuroShell® est injectée par voie
intraveineuse, ce mode est apprécié dans le milieu hospitalier pour sa facilitée de mise en place. Néanmoins, les
travaux précliniques de 1’équipe de S.C. Gad ef al. ont montré la présence de particules dans le foie de chiens un
an apres injection. Il faut noter que cette rétention n’a pas entrainé de toxicité observée. Cette séquestration dans
le foie est di a la taille importante de ces nanoparticules qui sont largement soumises a 1’action du MPS [62]
comme développé en Section 2.1.1. Une étude pilote menée sur 16 patients a apporté de bons résultats
préliminaires estimant que I’usage d’une telle thérapie dans le traitement du cancer de la prostate est faisable et
permettra de diminuer 1’usage de médicaments a forts effets secondaires [75]. Cependant, I’irradiation par NIR
limite le futur usage de ces nanoparticules a des cancers proches de la peau (1a ou I’atténuation du rayonnement

est faible) ou a des cancers ol une fibre optique pourra étre insérée, nécessitant une intervention.

Figure 14. Figure représentant le ’ablation d’une tumeur de cancer de la prostate utilisant les nanoparticules

AuroShell®. Adapté du site internet de Nanospectra Bioscience : https://nanospectra.com/technology/.
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2.2.3.2 NBTXR3®

La société Nanobiotix (France) est I'une des entreprises les plus avancées dans la lutte contre le cancer
par les nanoparticules. En effet, le candidat dispositif médicament NBTXR3® (Hensify/PEP503) a déja obtenu le
marquage CE en 2019 dans le cadre du traitement de certains sarcomes des tissus mous (STS). Le médicament
NBTXR3® est une nanoparticule sphérique d’oxyde d’hafnium (Z=72) de 50 nm de diametre hydrodynamique
recouverte d’un agent biocompatible présentant des groupements phosphate lui assurant une charge de surface
négative de 1’ordre de -50 mV [65] (Figure 15). Le numéro atomique élevé de I’hafnium permet de générer plus
de ROS dans I’environnement de la nanoparticule lorsque celle-ci est soumise aux rayonnements ionisants de la
radiothérapie entrainant 1’apoptose des cellules environnantes [76]. Il est intéressant de noter que ce produit est
injecté par voie intra-tumorale nécessitant une opération et limitant ainsi son usage aux tumeurs accessibles.
L’efficacité de cette nanoparticule fait actuellement 1’objet de 11 essais cliniques actifs (3 portant sur 1’action
unique de la nanoparticule et 8 autres sur 1’action de la nanoparticule couplée a une chimiothérapie ou une

immunothérapie). Son efficacité est principalement évaluée dans les cancers téte et cou, du foie et du pancréas.

50 nm

Figure 15. Représentation schématique de la nanoparticule NBTXR3® et de son mode d’action. Adapté du site internet de

Nanobiotix : https://www.nanobiotix.com/

2.23.3 CYT-6091°

La société Cytimmune Sciences (USA) développe une GNP visant & devenir une plateforme inorganique
pour la libération d’agents thérapeutiques. Le premier candidat médicament de cette société, le CYT-6091®
(Aurimune®), est une nanoparticule d’or présentant & sa surface des protéines TNF-a liées a la nanoparticule par
la formation de liaisons S-Au [48]. Les protéines TNF-a jouent un réle dans le mécanisme d’angiogenése ainsi
que dans I’activation de la réponse immunitaire [77]. L’ensemble nanoparticule/TNF-a présente un diametre
hydrodynamique de 34 nm et est ensuite recouvert de PEG via I’utilisation de PEG-SH pour augmenter la furtivité
de ’ensemble vis-a-vis du systeme immunitaire Les résultats de 1’essai clinique de phase I (NCT00356980) ont
démontré la capacité de CYT-6091% a cibler les différentes tumeurs. De plus, I'utilisation de CYT-6091® a permis
d’augmenter la dose maximale de TNF-a injectable par voie intraveineuse d’un facteur 3 [78]. Le 15 juin 2020,
Cytimmune et le NCI ont signé un accord pour le lancement d’un essai clinique de phase II qui n’a, a ce jour, pas

commencé. En attendant le début de nouveaux essais cliniques, la société Cytimmune développe plusieurs
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déclinaisons de sa particule CYT-6091®. On retrouve ainsi des produits dits de premiere génération ol le TNF-o,
est remplacé par d’autres agents d’immunothérapies tel que [IFNg (CYT-IFLg) ou IL-12 (CYT-IL-12) [63]. Les
produits de seconde génération offrent quant a eux la possibilité de délivrer de facon simultanée des agents de
chimiothérapie et d’immunothérapie (Figure 16) La particule CYT-21625 conjugue ainsi sur la méme
nanoparticule des TNF-a et I’anticancéreux Paclitaxel [79]. Comme les nanoparticules organiques, les produits
CYT s’inscrivent donc dans la thématique de vectorisation d’agents thérapeutiques déja existants plus que dans le

développement de nanoparticules intrinseéquement thérapeutiques.
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Figure 16. Illustration schématique de I’organisation des produits CYT de premiére et seconde génération. Adapté du site

internet de Cytimmune Sciences : https://www.cytimmune.com/tech.

2.2.34 NU-0129°

Dans le méme domaine, I’université de Northwestern (USA) a développé une nanoparticule d’or de 13
nm de diamétre recouverte d’ARN interférant (RNAi, ou Small Nucleic Acid = SNA) qui neutralise I’expression
du géne Bcl2L12 surexprimé chez les patients atteints de glioblastome (GBM), un cancer du cerveau tres agressif.
En effet, ce géne Bcl2L12 inhibent I’expression de la protéine p53 impliquée dans la régulation du cycle cellulaire,
notamment via le mécanisme d’apoptose, rendant le développement des cellules cancéreuses incontrolé participant
ainsi a ’agressivité du GBM[80] participant ainsi a 1’agressivit¢é du GBM. L’ensemble, nanoparticule et RNAI,
nommé NU-0129®, présente un diametre hydrodynamique de 34 nm [69] (Figure 17). Les résultats de I’essai
clinique de phase O portant sur 8 patients ont récemment été publiés. Ces résultats ont mis en avant la capacité de
NU-0129® i traverser la barriere hématoencéphalique. De plus, grice & PARN interférant, activité du géne
BcI2L12 a significativement diminué dans les tumeurs ayant internalisé la nanoparticule apres injection
intraveineuse [70]. La diminution de I’activité de ce géne méne au rétablissenement du mécanisme d’apotose chez

les cellules cancereuse limitant le développement tumoral.
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13 nm Au-NP

Figure 17. Représentation schématique de la nanoparticule NU-0129®. Adapté du travail de Jensen et al [69].

2.2.3.5 NanoTherm®

La société MagForce (Allemagne) est la premiere société a avoir obtenu le marquage CE pour une
nanoparticule inorganique a but thérapeutique dans le cadre de la lutte contre le cancer. En effet, son produit
Nanotherm® a été approuvé en 2010 pour le traitement du Glioblastome par hyperthermie magnétique [57].
Nanotherm® est une nanoparticule d’oxyde de fer recouverte d’une couche brevetée de dérivé d’aminosilane,
I’ensemble mesurant 20 nm de diametre (voir Figure 18) [71]. Grace a ses propriétés magnétiques, la nanoparticule
génere un échauffement local lorsqu’elle est soumise a un champ magnétique sinusoidal intense comparable a
celui que I’on retrouve dans les machines IRM. Ce phénoméne est appelé hyperthermie magnétique. Les deux
principaux mécanismes impliqués dans la production de chaleur sont le phénoméne d’hystérésis et le phénoméne
de relaxation [81]. Le produit Nanotherm® est donc injecté par voie intra-tumorale et son usage thérapeutique
nécessite ’usage d’un appareil spécifique : le NanoActivator®. L’intervention nécessaire a I’introduction des
nanoparticules ainsi que le prix d’un tel équipement peuvent étre des freins a la démocratisation de ce type de
traitement innovant. Malgré ces difficultés la société a débuté en Novembre 2021 un nouvel essai clinique de phase

2B sur I’ablation par hyperthermie magnétique de tumeurs de cancers de la prostate (NCT05010759).
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Oxyde de fer

Figure 18. Illustration schématique de la nanoparticule NanoTherm®. Adapté du site : https://www.magforce.com/homel/.

2.2.3.6 C-dot® (Cornell-dot)

La société Elucida Oncology (USA), en partenariat avec l'université de Cornell, développe la
nanoparticule C’-dot. Anciennement nommée C-dot®, les deux nanoparticules sont trés proches du point de vue
des caractéristiques physico-chimiques. La principale différence vient du changement de la voie de synthese opéré
en 2015, milieu alcoolique pour C-dot et milieu aqueux pour C’-dot [82]. La nanoparticule C’-dot est une
nanoparticule de silice encapsulant le fluorophore Cy5.5 ou Cy5. Cette nanoparticule est ensuite recouverte de
PEG ainsi que de PEG fonctionnalisés avec un marqueur peptidique de D’intégrine avPs (protéine
transmembranaire liée a la neo-vascularistion tumorale [72]), le cRGDY. L’ensemble présente un diameétre
hydrodynamique inférieur a 10 nm (Figure 19) [83]. Comme indiqué en Section 2.1., une telle taille offre de tres
bonnes propriétés d’élimination de I’organisme par voie rénale car la taille est inférieure au seuil de filtration des
reins [16]. La société Elucida adapte ensuite la fonctionnalisation de sa plateforme C’-dot selon le cadre
thérapeutique. Aujourd’hui, la nanoparticule C’-dot est principalement évaluée en clinique dans des applications
d’imagerie médicale multimodale. Dans sa version initiale cRGDY-PEG-CyS5.5-C’-dot, la nanoparticule est
utilisée afin d’assister la localisation des ganglions sentinelles pendant une biopsie chez des patients atteints de
mélanome (NCT02106598). Ceci est rendu possible grace au fluorophore enfermé dans le cceur de silice. Les
résultats ont démontré que ’'usage de ces nanoparticules, méme apres injection en faible quantité par voie
intraveineuse, a permis d’améliorer les conditions de biopsie en facilitant 1’identification des tissus cancéreux [84].
Deux autres versions de la nanoparticule sont radiomarquées respectivement a 1’241 (NCT01266096) et au ¥Zr
(NCTO02106598) permettant ainsi une détection par imagerie PET, en plus de la détection par fluorescence. Les
résultats de 1’essai NCT01266096 ont démontré un bon ciblage des tumeurs sans effets secondaires grace aux
nanoparticules [85]. Il est intéressant de noter que 1’imagerie de fluorescence est principalement utilisée dans le
cadre interventionnel. C’est dans ce cadre-1a, en complément de I’imagerie PET, que les nanoparticules C’-dot
présentent une multi-modalité d’imagerie [86]. Dans I’essai clinique NCT04167969, on retrouve une
nanoparticule C’-dot ot le marqueur cRGDY est remplacé par un peptide anti-PSMA (Prostate Specific Membrane
Antigen). Un radiomarquage au **Cu est aussi effectué. Cette nanoparticule **Cu-NOTA-PSMAi-PEG-Cy5.5-C’-
dot est évaluée dans le cadre de I’imagerie de tumeur de cancer de la prostate (imagerie PET) post-interventionnelle

35


https://www.magforce.com/home/

(imagerie de fluorescence). Bien que les produits d’Elucida que 1’on retrouve en clinique se présentent comme des
outils d’imagerie, la société développe aussi des nanoparticules visant a apporter un aspect thérapeutique grace a

la délivrance de médicament dans la zone tumorale [87,88].

C’'Dot Molecular Rendering

Silica Core

Polyethylene Glycol (PEG) Shell

7 nm

Near-Infrared Fluorescent Dyes

Cancer Targeting Moieties, Payloads
& Other Functional Ligands

Figure 19. Représentation schématique de ’architecture des particules C’Dot. Adapté du site :

https://www.elucidaoncology.com/our-science.

2.2.4 AGuIX®: Un candidat médicament

2.2.4.1 Description et mode d’action

AGuiX® (Activation et Guidage de I’Irradiation X) est une nanoparticule hybride ultrafine a base de
polysiloxane et de gadolinium. Elle est développée depuis plus de dix ans par I’'ILM a I’Université Claude Bernard
Lyon 1 [89] et exploitée depuis 2015 par la société NH Theragix afin d’apporter cette nanoparticule innovante sur

le marché.

2.24.1.1 Caractéristiques chimiques et biocompatibilités

AGuIX® est une nanoparticule inorganique avec un ceeur de silice présentant des groupements chélateurs
DOTAGA (2-(4,7,10-tris(carboxymethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1-yl) pentanedioic acid) greffés a sa
surface de facon covalente par formation d’une liaison amide. Le DOTAGA est un ligand macrocyclique dérivée
du DOTA (acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique) qui offre, apres greffage, huit sites
coordinations libres pour la chélation d’ions Gd**. Le complexe DOTAGA(Gd)" présente une trés grande stabilité
(log K = 24,7) et une cinétique de dissociation lente [90]. Ces groupements sont chélatés a plus de 98% par des
ions Gd**. Le taux massique de gadolinium dans le produit AGuIX® est de ’ordre de 12 %. Les groupements

DOTAGA restants sont libres et peuvent chélater d’autres éléments d’intéréts tels que des radio éléments [91].
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De par son procédé de synthése faisant intervenir de ’APTES (3-Aminopropyl)triethoxysilane), AGuIX®
posseéde aussi a sa surface des groupements NH» qui peuvent étre utilis€s comme point de greffage a des fins de

fonctionnalisation avec des biomolécules par exemple (anticorps, peptides, ...) [92].

v Polysiloxane
Sio,

(a) (b)

Figure 20. Représentation schématique (a) de la structure d’AGulX® et (b) de sa surface.

La matrice polysiloxane du corps d’AGulX® est un matériau trés largement considéré comme
biocompatible. De plus, cette matrice est soumise a dégradation, les sous-produits issus de cette dégradation sont

de petits fragments TEOSx-APTES,-DOTAGA(Gd), venant de I’hydrolyse du cceur de la nanoparticule [93].

Du point de vue de ses caractéristique physiques, AGuIX® présente un diametre hydrodynamique de 5 +
2 nm, une charge de surface proche de la neutralité a pH physiologique [94] et un aspect sphérique. Ainsi, comme
évoqué dans la Section 2.1., AGuIX® cible les tumeurs par effet EPR et est principalement éliminé par voie rénale
comme en attestent les conclusions de ’essai clinique « NANO RAD I ». Les résultats menés sur 15 patients
atteints de métastases cérébrales (354 au total) de cancers primaires divers ont démontré une demi-vie plasmatique
du produit de 1,3h en moyenne, ainsi que la capacité d’ AGuIX® a cibler les tumeurs. Il est intéressant de noter ici
que cet essai démontre la capacité d’AGulX® a traverser la barriere hémato-encéphalique et 2 étre concentré dans

la tumeur par effet EPR [95].
2.24.2 Mode d’action

2.24.2.1 Agentde contraste IRM

Le gadolinium est un élément de la famille des lanthanides avec un numéro atomique élevé (Z=64). Son
nombre de coordination varie entre 8 et 10. Il est usuellement rencontré sous le degré d’oxydation +I1I [90]. Sous
sa forme ionisée, le gadolinium présente une structure électronique avec 7 électrons non appariés, ce qui fait de

lui I’ion métallique paramagnétique avec le spin le plus élevé [96]. Grace a ses propriétés, le gadolinium est utilisé
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en clinique en tant qu’agent de contraste positif pour I’imagerie a résonance magnétique (IRM). Vendu sous forme
complexé par des ligands afin d’éviter la toxicité induite par I’ion libre, les agents de contraste basés sur du
gadolinium (GBCA) sont les produits de contraste IRM les plus utilisés en clinique. On distingue 2 familles de
GBCA dépendantes de la nature du ligand. Les ligands linéaires (Magnevist®, Omniscan®, ...) sont de moins en
moins utilisés car suspectés de relarguer du gadolinium libre dans ’organisme [97]. La famille des ligands
cycliques et macrocyclique (Dotarem®, Gadovist®, ...) est toujours utilisée en clinique car trés stable vis-a-vis de
la séquestration du Gd**. Sous forme ionique, le Gd** est considéré comme toxique car il est a I’origine de fibroses
systémiques néphrogéniques (NSF) [98]. De plus, plusieurs travaux ont mis en évidence la déposition de
gadolinium dans le cerveau et sa périphérie a la suite de 1’injection d’agents de contraste [98-100]. Cependant, la
grande stabilité du complexe DOTAGA(Gd) limite trés fortement le risque de relargage de Gd3* in vivo. 1l existe
déja sur le marché des agents de contraste & base de gadolinium complexé (Dotarem®, Gadovist®, ...). Aussi, de
nombreuses études réalisées sur des rats, souris et singes ont démontré la bonne tolérance d’AGuIX® méme injecté
jusqu’a 500 mg/kg [101-103]. Les conclusions de 1’essai clinique de phase I « NANO RAD I » en escalade de
dose, ont démontré la bonne tolérance d’ AGulX® pour chacun des 15 patients traités par des doses allant de 15
mg.kg! 2 100 mg.kg! [95]. Le DOTAREM® est un des agents de contraste IRM les plus utilisés, le complexe
associé€ a ce médicament est le DOTA(Gd) qui est trés proche du DOTAGA(Gd) greffé a la surface d’AGuIX®.
De la méme maniére que le DOTAREM® présente des propriétés magnétiques intéressantes pour 1’imagerie,

AGuIX® posséde aussi des caractéristiques d’agent de contraste positif pour I’IRM comme indiqué en Figure 21.

2h post AGulX

injection 3D view

Pre-injection

Patient 13
100 mg/kg

Figure 21. Mise en évidence des propriétés d’agents de contratse d’AGulX®. Image IRM du patient 13 de
Dessai « NanoRad I ». Adapté de Verry et al. [95].

AGuIX® a démonté des propriétés de persistance intratumorale permettant ainsi d’imager les tumeurs
jusqu’a 8 jours apres I’injection de la nanoparticule. Cette rétention permet d’imager plusieurs fois avec une seule
injection. De maniére intéressante, la durée du signal n’excede pas 2 heures apres injection dans les zones saines
du cerveau [95] mettant en évidence les caractéristiques de rétentions des nanoparticles par les tissus tumoraux

(effet EPR).
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2.2.4.2.2 Mode d’action : Radiosensibilisation

La radiothérapie est un traitement local des tumeurs. Elle consiste en 1’irradiation ciblée des tumeurs par
des rayons ionisants. Cette irradiation entraine la mort des cellules cibles par divers mécanismes dont les 2

principaux sont :

e  Action directe : cassures directes d’un seul et/ou des 2 bras de I’ADN qui entrainent 1’apoptose

e Action indirecte : augmentation locale du stress oxydant par la génération de ROS interagissant

avec ’ADN
M Radiation
Direct 'action IndirectI action
v
l Free radicals
\DNAdamage ‘ ;

DNAdamage

| }

Double strand Single strand
breaks break

Figure 22. Mode d’action de Uirradiation par 2 mécanismes majeurs : (1) Induction d’une ionisation directement sur le

bras d’ADN (2) Génération de ROS qui entrainent des dommages cellulaires.

En effet, la radiolyse de 1’eau (60% du poids d’un adulte, 80% de la composition d’une cellule) produit
une grande variété d’especes, des plus oxydantes (OH, H20;, O2) au plus réductrices (‘H, ‘€%, ‘072). Ces especes
chimiques tres réactives, communément appelées Reactive Oxygen Species (ROS), entrainent des dommages au

niveau biologique et contribuent a hauteur de 60% des dommages dus a la radiothérapie par rayon X [104].

Il existe plusieurs types d’irradiations possédant chacune leurs spécificités (rayon X, rayon v, électrons,
neutrons particules chargées). En clinique, c’est I’irradiation par rayon X qui est la plus répandue. La dose regue
par les patients se mesure en Gray (1 Gy = 1 J/Kg) et dépend de nombreux parametres tels que le type de cancer,
la taille et emplacement de la tumeur. En moyenne, la dose regue oscille entre 45 et 80 Gy. Cette irradiation est
fractionnée au cours de plusieurs séances. La plupart des séances de radiothérapie sont réalisées avec des

irradiateurs 6 MV qui permettent la production de rayons X de haute énergie pénétrant profondément sous la peau.

L’interaction des rayons X avec la matiére dépend de 1’énergie incidente (E) et du numero atomique (Z)

de I’élément rencontré.
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Pour de faibles energes (E < 100ke V), I’effet photoélectrique est prépondérent. Il consiste en 1’absorption
d’un photon X par un atome, entrainant 1’expulsion d’un électron (photoélectron) situé dans les couches
¢électroniques internes de ’atome. La lacune de la couche électronique est ensuite comblée par un électron
d’énergie plus élevée. Finalement, cette energie est libérée sous forme de photons et/ou d’autres électrons appelés
électrons Auger. Ces électrons libérés dans 1’environnement de 1’intéraction générent ainsi des ROS (voir Figure

X). L effet photoélectrique dépend du matériau et varie en Z* ou Z°.

Pour des énergies moyennes (100keV a quelques LeV), I’effet Compton apparait. I consiste en la
collision d‘un photon incident avec un électron des couches externes. Seule une partie de I’énergie est transmise a
1“électron, le reste est libéré par la diffusion d’un photon d’énergie inférieure (voir Figure X). Le photon diffusé

va a son tour, et selon son énergie entrainer un effet photoélectrique ou Compton.
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Figure 23. Schéma illustrant (haut) I’éffet photoélectrique et (bas) I’éffet Compton. Figure adaptée de Butterworth et al.
[76].

A travers ces 2 phénoméne, on comprend ici I’intérét d’utiliser des matériaux avec un haut numéro
atomique. Des études théoriques [105-107] et expérimentales [108-110] ont démontré que la production de ROS
pouvait étre grandement augmentée dans 1’environnement de nanoparticules composées d’éléments au numéro
atomique Z élevé. L’émission d’électrons suite a I’interaction avec les nanoparticules entraine la génération de
ROS localement et conduit a la mort des cellules proches de la nanoparticule. Cet effet est connu comme effet
radiosensibilisant (radiosensitizing effect). La quantité de ROS produite dépend principalement de 1’énergie du
rayonnement incident et du numéro atomique Z rencontré. Plus Z est important plus la quantité de ROS générée
est élevée [108]. Ainsi, comme indiqué Figure 24.b., on remarque bien que 1’augmentation locale de la dose
relative délivrée et d’autant plus forte le Z est grand. Les éléments les plus étudiés pour la radiosensibilisation sont
I’or (Z=79) [50,111], I’hatnium (Z=72) exploité a travers la société Nanobiotix sous forme d’oxyde (Voir Section
2.2.3.2) et le gadolinium (Z = 64) avec NH Theraguix et la nanoparticule AGuIX®. Le bismuth est un élément

intéressant dans le processus de radiosensibilisation car il est I’élément stable le plus lourd.
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Figure 24. (a) La simulation de la dose locale déposée apreés Uirradiation des nanoparticules a 2 Gy fait apparaitre des
nano-spots de haute énergie. Figure issue de Lux et al .[103] (b) Augmentation relative de la dose d’irradiation délivré par
unité de masse en fonction de ’energie incidante et du numéro atomique Z. Les éléments lourds augmentent de facon

significative la dose relative et cela méme pour des faibles énergies. Figure adaptée de McMahon et al [105].

Pour résumer le principe de thérapie avec la nanoparticule AGuIX® est le suivant : (i) aprés injection
intraveineuse, la nanoparticule s’accumule dans la tumeur (<1% de la dose injectée [112]) ou est filtrée par les
reins, (ii) un examen IRM permet ensuite de localiser la tumeur grace aux propriétés de contraste du gadolinium
lié a la particule, (iii) cette tumeur est ensuite la cible des rayons de la radiothérapie, qui en interagissant avec
AGuIX® génere une grande quantité de ROS qui va entrainer la mort des cellules tumorales environnantes.
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2.24.3  Synthese

La synthése d’AGuIX® comporte des étapes de type « bottom-up » puis « top-down » et est détaillée dans

la Figure 25 [113,114].
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Figure 25. Schéma de la syntéese de AGulX® [115], comme décrite par Mignot et al. [113].

Aprés I’obtention de coeurs d’oxyde de gadolinium [116], on les encapsule dans une couche de
polysiloxane. Cette couche est obtenue grice a la chimie « sol-gel » de la silice [117]. Le mélange de silanols
APTES et TEOS initialement introduits va subir des étapes d”hydrolyse-condensation qui vont mener & I’obtention
de la couche de polysiloxane. Le TEOS a été choisi pour réticuler et densifier le réseau de silice. L’APTES a été
choisi pour ses groupements amine, il apporte ainsi a la couche de silice des groupes chimiques réactifs qui
pourront €tre utilisés comme pour des greffages ultérieurs [92,118-121]. L’étape suivante consiste en le greffage
de DOTAGA a la surface du réseau de silice. Le greffage se fait par I’ajout de DOTAGA-Anhydride. Le
groupement anhydride réagit avec les amines de I’APTES pour former une liaison amide permettant de greffer de
facon covalente le DOTAGA a la couche de silice. Ces groupements DOTAGA sont capables de former des
complexes tres stables avec les lanthanides comme le gadolinium. Finalement, les nanoparticules sont transférées
dans I’eau, on observe alors la dissolution du cceur d’oxyde de gadolinium ce qui libére les ions Gd** qui sont
captés par les DOTAGA en surface. La disparition de I’oxyde au cceur de la nanoparticule provoque
I’effondrement de la structure de silice menant ainsi & des nanoparticules ultrafines : le produit AGuIX®. La
solution est ensuite purifiée, filtrée a 0,2um puis enfin lyophilisée. Le produit final se présente sous la forme d’une

poudre marron comme présenté en Figure 26.
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Figure 26. Présentation d’un flacon d’AGuIX®.

2.2.4.4  Perspectives et développement

AGuIX® fait I’objet de plusieurs essais cliniques détaillés dans la Figure 27. Un premier essai de phase
1 portant sur le traitement de métastases cérébrales par irradiation globale du cerveau a été conclu avec succes
(NANORAD 1). Ainsi, quinze patients avec 354 métastases ont été inclus. Aucun effet toxique limitant la dose
n'a été observé jusqu'a des injections de 100 mg/kg. La demi-vie d'élimination plasmatique d'AGulIX® était
similaire pour tous les groupes (moyenne 1,3 h; plage de 0,8 a 3 heures). Un ciblage efficace des métastases
(amélioration de I'TRM T1, sélectivité tumorale) et la persistance de I'amélioration du contraste AGuIX® ont été
observés dans les métastases. La concentration d'AGuIX® dans les métastases aprés administration était
proportionnelle a la dose injectée. Il est important de noter que treize des quatorze patients évaluables ont eu un
bénéfice clinique du traitement, avec soit une stabilisation soit une réduction du volume tumoral. L'analyse IRM
a montré une corrélation significative entre le contraste et la réponse tumorale, favorisant ainsi un effet
radiosensibilisant [95]. AGulX® cible donc spécifiquement les métastases cérébrales et est retenue dans les
tumeurs jusqu'a 1 semaine. Ces résultats encourageant ont mené au démarrage d’une étude de phase 2 afin
d’évaluer définitivement l'efficacité de la nanoparticule (NANORAD 2). La société a démarré un autre essai
clinique de phase 2 aux Etats-Unis (NANOBRAIMETS). La nanoparticule AGuIX® est également utilisée pour
évaluer en clinique d’autres indications comme le cancer de 1'utérus (NANOCOL), du pancréas et du poumon

(NANOSMART) ou encore le glioblastome (NANO-GBM).

Si I’efficacité du médicament se vérifie au travers les essais cliniques, AGuIX® présente un fort potentiel
d’usage de par sa large gamme d’applications dii a son mode d’action, sa facilité d’injection par voie intraveineuse,
son élimination rénale et sa trés bonne tolérance. De plus, le développement de nouvelles machines médicales

comme les MRI-LINAC offrant la possibilité d’imagerie IRM couplée a une source de radiothérapie rend 1‘usage
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d’AGulIX® encore plus pertinent [122]. AGuIX® est ainsi a I’étude dans 5 essais cliniques comme indiqués en

Figure 27.
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Figure 27. Pipline de dévellopment de la société NhTheraguix pour le candicat médicament AGulX®. Issue du site de
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NhTheraguix : https://nhtheraguix.com/pipeline/.

2.3  Objectifs de these

Cette these présente deux intéréts distincts. Premierement, une grande partie de la theése se focalise sur
I’analyse de la nanoparticule AGulX®. Le but étant de développer des nouvelles méthodes d’analyse et de les
coupler aux caractérisations de routine d’ AGulX® afin de réaliser un bilan des caractéristiques physico-chimiques
de la nanoparticule le plus complet possible. Deuxiemement, cette theése vise le développement d’une seconde
génération d’ AGulX® proposant des thérapies plus performantes en oncologie. Plusieurs projets ont été menés en
parallele au contact de différents partenaires frangais ou internationaux principalement impliqués dans 1’évaluation

des propriétés biologiques des nouvelles particules utilisées (voir Figure 28).

Ce manuscrit se compose de 3 chapitres traitant d’une majeure partie des résultats obtenus pendant la thése.
Les résultats biologiques obtenus par les partenaires sont présentés brievement a la fin des chapitres concernés.

Les publications issues de la thése sont insérées au sein méme des chapitres.
En résumé :

e  Chapitre 3 : Le but est de réunir une grande variété de caractérisations d’AGulX® pour déterminer ses
propriétés physico-chimiques. La détermination de la taille, la charge, la géométrie tout comme le
comportement de la nanoparticule, son processus de fragmentation et leur nature chimique, font partie de

ce chapitre. L’ensemble des réponses apportées seront compilées afin de pouvoir extraire une
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représentation 3D de la particule. Une partie de ce travail est réalisé avec 1’aide de nos partenaires de

I’Institut des Sciences Analytiques (ISA, Lyon, France) dans le cadre du projet ANALYTAGUIX.

Chapitre 4 : Le premier projet sur la seconde génération d’AGuIX® consiste en 1’apport de nouvelles
propriétés anti-tumorales. Apres avoir mis en avant la relation entre exces de cuivre et cancer, il vient a
I’idée que les groupements DOTAGA complexant initialement le Gd pourraient aussi étre utilisés pour
induire une déplétion du cuivre au niveau tumoral et les effets anti-tumoraux liés. Ce projet vise donc a
mettre en place un procédé de relargage du gadolinium afin d’obtenir une particule AGuIX® pouvant
capter le cuivre intratumoral. Aprés une caractérisation totale, ’activité biologique de ce nouveau produit
a fait I’objet d’études in vitro et in vivo menées par nos partenaires de I’Institut Physique des 2 Infinis

(IP2I, Lyon, France).

Chapitre 5: Le second projet sur la seconde génération d’AGulX® consiste a améliorer 1’effet
radiosensibilisant des nanoparticules, c’est-a-dire leur capacité a améliorer la radiothérapie. Pour se faire,
nous avons poussé 1’étape de relargage du gadolinium (voir Chapitre 4) générant ainsi une forte quantité
de DOTAGA libres capables de complexer du bismuth. Le bismuth est un élément & haut Z permetant
d’augmenter D’effet radiosensibilisant. Aprés une caractérisation structurale et physico-chimique
compléte, I’activité biologique de ce nouveau produit a fait I’objet d’études in vitro et in vivo menées par

nos partenaires de Harvard Medical School (Boston, USA).
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3  Caractérisation de la nanoparticule AGuIX®

Comme évoqué dans le chapitre 2, connaitre les caractéristiques structurales et physico-chimiques d’une
nanoparticule est primordial pour évaluer son devenir au sein de I’organisme. De plus, une caractérisation
approfondie s’appuyant sur différentes techniques de mesure est essentielle pour convaincre les autorités sanitaires
lors du complexe processus de validation du médicament. Ainsi, dans ce chapitre, nous nous efforcerons de
rappeler les méthodes historiquement utilisées pour caractériser AGuIX® et évoquerons les résultats de nouvelles
techniques apportant confirmations et/ou nouvelles informations sur les caractéristiques du produit AGulX®. Pour
ce faire nous avons analysé un échantillon d’AGuIX® par un panel de méthodes analytiques. Grice 2 ces
informations complémentaires, nous tenterons de fournir la structure 3D la plus représentative possible de la

nanoparticule.

3.1 Détermination de taille

3.1.1 Dynamic Light Scattering (DLS)

La taille des nanoparticules peut étre évaluée par diffusion dynamique de la lumiere (DLS, Dynamic Light
Scattering), une technique tres utilisée dans 1’analyse de suspensions colloidales et reconnue par 1’Organisation de
Coopération et de Dévelopement Economique (OCDE) dans le cadre de son travail d’harmonisation des techniques
de caractérisations des nanomatériaux [123]. Cette méthode d’analyse d’ensemble, indirecte et non destructive
basée principalement sur le phénomeéne de diffusion de Rayleigh fournit le diametre hydrodynamique des
particules en présupposant que ce sont des spheres. Les particules en mouvement Brownien dans le milieu vont,
en passant devant le faisceau laser, moduler dans le temps I’intensité de la lumiére diffusée a un angle donné. Cette
modulation dans le temps est reliée a la taille des particules par 1’intermédiaire de la fonction d’autocorrélation de
I’intensité temporelle. De cette fonction d’autocorrélation de 1’intensité diffusée, on peut remonter au rayon
hydrodynamique des nanoparticules en solution [124]. La détermination du rayon hydrodynamique d’une
particule via la DLS se fait par la détermination du coefficient de diffusion D de I’échantillon. Ce coefficient D
est obtenu par I’intermédiaire du temps de relaxation 7 de la fonction d’autocorrélation comme exposé dans

I’Equation 1.
Equation 1 : 1/t = 2Dq?

o testle temps de relaxation

e D estle coefficient de diffusion

e g estle vecteur de diffusion (q=4p sin(0)/A o 20 est I’angle de diffusion et A
la longueur d’onde incidente)

Une fois le coefficient D déterminé le rayon hydrodynamique est obtenu via la relation de Stokes-

Einstein (Equation 2).
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Equation 2 : Ry = p—rs

®  RH est le rayon hydrodynamique de I’espéce analysée
e kB est la constante de Boltzmann

e 7y estla viscosité du fluide

Les différentes valeurs évaluées par la DLS lors de I’analyse d’ AGulX® sont présentées dans le Tableau

2 et la répartition volumique en Figure 29.
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Figure 29. Répartition volumique du diamétre hydrodynamique d’AGulX®

Tableau 2. Résultats de la mesure DLS de AGulX®

Produit 2Ru=Dy (nm)  Z-Average (nm) PDI

AGuIx® 5,6+2,0 7,5 0,204

La DLS permet de mesurer le diametre hydrodynamique proche de 5,6 + 2,0 nm. Cette valeur est la
«mode » (ou maximum) de la distribution. Le Z-Average est une mesure utilisée en DLS censée représenter le
diametre de la population gaussienne monodisperse la plus proche de 1’échantillon mesuré : ici 7,5 nm. Cette
valeur a tendance a étre supérieure a la mesure de la nanoparticule car les plus grosses particules diffusent plus de
lumiere. Néanmoins on retrouve un trés bon accord entre le diametre moyen et le z-average ce qui renforce le

caractére monodisperse d’AGulX®. Le PDI (PolyDispersity Index), est un nombre sans dimension indiquant la
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largeur de la distribution de taille de I’échantillon. Ainsi, des valeurs inférieures a 0,05 sont rarement observées
ailleurs que dans des échantillons hautement monodisperses. En revanche, des valeurs supérieures a 0,7 sont
caractéristiques d‘échantillons avec une distribution trés large et non adaptée a la technique de DLS. Les calculs

de ce parametre sont définis dans les documents standards ISO 13321 :1996 E et ISO 22412:2008.

3.1.2 Taylor Dispersion Analysis (TDA)

Lors de cette theése, un travail en collaboration avec I’Institut des Sciences Analytiques (ISA, Agnes
Hagege, Lucie Labied) a été mené pour développer une nouvelle méthode d’analyse des nanoparticules dans le
cadre du projet ANR ANALYTAGUIX. Cette nouvelle méthode est basée sur le phénomene de dispersion de
Taylor. Ce phénomene physique, couplé a une détection par [ICP-MS permet de déterminer avec précision la taille

de nanoparticules contenant des métaux.

La dispersion de Taylor est un phénomene qui a d’abord été décrit par Sir Geoffrey Taylor en 1953, sur
la dispersion subie par une molécule soumise a un flux laminaire dans un tube, lorsque la diffusion le long du tube
est négligeable. Son principe est schématisé en Figure 30. Un flux laminaire dans un tube de section circulaire a
un profil de vitesse parabolique (représenté par les fleches bleues). La vitesse du fluide est maximale au centre du
tube, et quasi-nulle aux parois. Lorsqu’un échantillon est injecté, les especes au centre du tube sont alors plus

rapides que les especes proches des parois, et un gradient de concentration s’établit (en orange).

i=0
i =g

Figure 30. Principe de I’analyse par dispersion de Taylor [115].

Dans ces conditions, seule la diffusion radiale a lieu. Les especes situées au centre du capillaire diffusent
vers les parois et voient alors leur vitesse diminuer. De méme, les especes se situant aux parois diffusent vers le
centre et accélerent. Ces phénomenes de diffusion entrainent une oscillation de la vitesse des espéces en solution
autour de la vitesse moyenne. Le signal détecté en sortie du capillaire peut alors étre assimilé a un pic gaussien et
est appelé un Taylorgramme. Une représentation schématique est donnée en Figure 31. Les petites molécules
diffusent rapidement, ce qui mene a un faible écart autour de la vitesse moyenne. Le Taylorgramme déterminé est
alors représenté par un pic fin. En revanche, pour un analyte plus gros, tel qu’une protéine ou une nanoparticule,

la diffusion est plus lente et le pic observé sera large.
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Figure 31. Forme schématique d’un taylorgramme selon la taille de ’espéce detectée [115].

Dans des conditions optimales, cette méthode permet de remonter au coefficient de diffusion D d’une
espece spécifique par le biais de ’Equation 3.

RZto

Equation 3 : D = =

®  Rc est le rayon du tube
o 10 est le temps de résidence moyen du pic

e o la variance temporelle du pic

De la méme maniere que lors de la mesure DLS, la détermination du coefficient de diffusion D permet
I’obtention du rayon hydrodynamique Ry par I’équation de Stokes-Einstein (Equation 2). Le développement de
cette méthode d’analyse est trés intéressante dans 1’étude de nanoparticules en milieu complexe, étude difficile a
mener avec la DLS qui est limitée par sa faible résolution di aux modalités de la mesure [124]. L ajout du mode
de détection ICP-MS lié a la dispersion de Taylor permet, grice au suivi du gadolinium, de se focaliser sur la

nanoparticule et les potentiels produits issus de son interaction avec un milieu biologique complexe.

Dans le travail de L. Labied et al : «Taylor Dispersion Analysis Coupled to Inductively Coupled Plasma-
Mass Spectrometry for Ultrasmall Nanoparticle Size Measurement: From Drug Product to Biological Media
Studies » de 2021 [125] la méthode TDA a été appliquée a la nanoparticule AGuIX® afin de déterminer son Ry
dans une solution de Tris NaCl a différents pH ainsi que dans des milieux plus complexes tel que : Fluide Cérébro
Spinal (CSF), urine synthétique, Tris NaCl avec Albumine Humaine (HSA) ou encore dans du sérum humain. Les
résultats de la mesure du Ry d’AGulX® a pH 7,4 sont présentés dans le Tableau 3 ainsi que le Taylorgramme

d’AGuIX® en Figure 32.
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Tableau 3. Détermination du Ry d’AGuIX® par TDA-ICP/MS a pH 7,4. Issue de L. Labied et al [125]

Produit R, (nm) Du (nm)
AGuIx® 2,3+0,2 4,6+0,4
15000 _ ——c
— Fit
oo 10000
To]
©
Q
%)
o
O 5000
0

4 6 8 10 12
Time (min)

Figure 32. Taylogramme d’AGuIX® avec détection par ICP-MS (Gd 158, noir). Fit Gaussien monomodale (rouge) issue
de la déconvolution du signal renseignant sur le rayon hydrodynamique d’AGulIX® a 0,5 g/L dans une solution de Tris

NaCl 150 mM ph 74.

Les résultats de la mesure TDA indiquent un diamétre hydrodynamique d’ AGuIX® de 4,6 + 0,4 nm. Il est
intéressant de noter que cette valeur est inféricure a celle obtenue par DLS qui est de 5,6 + 0,8 nm. L’obtention
d’une valeur plus grande en DLS peut s’expliquer par le fait que les particules plus grosses de la distribution
diffusent plus la lumiere, déplagant ainsi la valeur caractéristique de la distribution vers les plus grandes tailles.

Les deux valeurs restent néanmoins trés proches et cohérentes entre elles.

3.1.3 Diffusion des rayons X aux petits angles (Small Angle X-ray Scattering
SAXS)

La diffusion des rayons X aux petits angles ou Small Angle X-ray Scattering (SAXS) est une technique
qui permet de mesurer le rayon de giration (R;) des nanoparticules. Mathématiquement, R, représente la distance
quadratique moyenne de chaque élément de la structure au centre de masse (Equation 4). R, est similaire a la taille

physique mesurée par microscopie électronique, cependant la petite taille d’AGulX® et la faible densité de sa
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matrice de silice rendent la mesure par microscopie électronique difficile. La mesure SAXS est une bonne
alternative permettant de confirmer des résultats obtenus par d’autres méthodes de mesure de la taille telle la DLS

[123].

Equation 4 : R, = 'i

e m;estla masse de |’élement i

e r;estla distance de ’élément i au centre de masse

Si nous supposons que les nanoparticules sont des spheres homogenes, alors le diametre hydrodynamique

Dy peut étre facilement calculé a partir de R, (Equation 5).

5
- . = /_ 2
Equation 5 : Dy = 2. 3" R;

o Dy est le diametre hydrodynamique

e R, estle rayon de giration

La Figure 33 explicite le lien entre R, et Ry afin de mieux comprendre le rapport entre ces 2 mesures.

Figure 33. Schéma illustrant le lien entre Rg et Ru [126].
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Cette technique de mesure peut étre utilisée dans une large gamme de concentration contrairement a la
DLS qui nécessite généralement des échantillons dilués afin d’éviter une trop forte absorption ou une trop forte

viscosité de 1’échantillon.

Le principe de la mesure par SAXS consiste en I’irradiation d’un échantillon par un faisceau de rayons X
monochromatique de vecteur d’onde ko = 2n/A avec A la longueur d’onde du rayonnement X. Les atomes de 1’objet
interagissent avec le rayonnement incident donnant lieu a un rayonnement secondaire diffusé. Les ondes
lumineuses diffusées interférent les unes avec les autres pour créer des motifs d’interférence sur un détecteur.
Chaque motif représente le vecteur d'onde de diffusion résultant k;. L’intensité diffusée est en général exprimée
expérimentatlement et théoriquement en fonction du vecteur de diffusion g avec q = ki — ko (voir Figure 34.a.).
L'intensité de diffusion I varie (décroit) en fonction du vecteur de diffusion q comme on peut 1’observer sur les

résultats de la mesure SAXS d’ AGuIX® en Figure 34.c.
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Figure 34. (a) Représenation schématique du principe de la mesure par SAXS. Issue de D. Svergun [127]. (b) Figure de
diffraction obtenu lors de ’analyse d’AGuIX® (c) Intensité diffusé I d’une échantillon d’AGuIX® a 100g/L en fonction
du vecteur de diffusion q.

L’intensité diffusée est dépendante de paramétres structuraux tels que la taille, la géométrie ou encore la
distance entre particules. Il existe différents modeles mathématiques pour exploiter cette fonction de diffusion I(q).
La plus utilisée est 1'approximation de Guinier. En effet, lorsque que gRg</ alors I(q) peut s’exprimer sous la

forme d’une fonction exponentielle dépendante du rayon de giration R, (Equation 7).
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242
Equation 7 Loi de Guinier : 1(q) =1(0).exp (— R’%

e g est la norme du vecteur de diffusion (A)

e R, estle rayon de giration (A)

En représentant Ln(I) =f(q?) la droite obtenue a une pente directement reliée a R, (voir Equation 8).
. . . 2 R
Equation 8 Loi de Guinier : Ln(I (q )) = Ln(I (0)) -4

e g est la norme du vecteur de diffusion (A)

e R, estle rayon de giration (A)

L’analyse de la fonction de diffusion I(q) issue de AGuIX® a 100 g/L dans I’eau est présentée en Figure

35. Les résultats de R, et Dy qui en découlent sont présentés dans le Tableau 4.

(a) (b)
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Figure 35. (a) Determination du rayon de giration Rg de AGulX® par application de la loi de Guinier. Le fit linéaire
proposé présente un R? de 0,999. (b) Comparaison entre les données expérimentales et la loi de Guinier obtenue pour Rg

=17,94 A.
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Tableau 4. Résultats de ’analyse des données SAXS d’AGuIX®

Produit R, (nm) D}y saxs (NmM)

AGuIx® 1,8+0,1 4,6+0,3

D’aprés les résultats de la SAXS, AGuIX® présente un rayon de giration R, égal a4 1,8 + 0,1 nm et une
distribution quasi monodisperse des tailles de particules. Un tel rayon de giration serait associé¢ a un diametre
hydrodynamique Dy égal a 4,6 nm dans ’hypothése d’une particule sphérique. Ce résultat est en accord avec les
diametres déterminés par les méthodes de DLS (Section 3.1.1.) et TDA (Section 3.1.2.) comme indiqué dans le

bilan en tableau 5.

Tableau 5. Récapitulatif des différents diamétres hydrodynamique obtenus avec les méthodes DLS, TDA et SAXS

Produit Dy ps (nm) Dy 1ps (nm) Dy saxs (nm)

AGuIX® 5,6+2,0 4,6 +0,4 46+0,3

3.2 Masse, charge, géométrie et propriétés magnétiques d’AGulIX®

3.2.1 Détermination de la masse par SEC-MALLS

Pour étudier la masse molaire d’une nanoparticule, l1'une des techniques les plus utilisées est la
chromatographie liquide haute performance utilisant une colonne SEC couplée a un détecteur de diffusion de
lumiere laser multi-angle (MALLS). En effet, il existe de nombreuses nanoparticules polymériques (voir Section
2.2.1) dont la détermination de leur masse molaire est un parametre majeur. Le systtme MALLS mesure la lumiere

diffusée par 1'échantillon a une gamme d'angles (dans ce cas, 18 angles différents), il en extrapole le poids

moléculaire a partir de la théorie de la diffusion de la lumiere de Rayleigh-Debye-Gans [128]:
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. K'c _ 1
Equation 9 ROD -~ MuP®) +2.45.¢c

e R estle rapport de Rayleigh, un coefficient expérimental dépendant de
l'intensité de la lumiere diffusée a angle 0 et la concentration ue soluté c
o M, estla masse molaire moyenne en poids du soluté
o A estle second coefficientde Viriel
an
e K" estune constante K* = M
NgA*
e  Nyestle nombre d'Avogadro

o ngestlindice de réfraction du solvant, A est la longueur d'onde du laser

ac L o , . S oA . N
o — estl'incrément d’indice de réfraction,calculé grdce a une diffractométre

on
différentiel (DRI)
o P(0) est une fonction qui décrit la dépendance angulaire de la lumiére

diffusée et elle est liée au rayon de giration R,

Le développement de P(0) a I’ordre 1 nous donne :

16m2n3.R3 . 6
Equation 10 PO)=1-— Tog. sin? (E)

En déterminant R(8) par extrapolation grace a la mesure de I’intensité diffusée a 18 angles différents on
est alors capable de déterminer la masse molaire pondérée My, du soluté injecté et le rayon de giration. Les résultats
de la mesure effectuée a I’Institut d’Ingénierie des Matériaux Polymeéres (IMP, Lyon, France) sont respectivement

présentés le Tableau 6.

Tableau 6. Résultats des massesd’AGuIX® obtenues par mesure SEC-MALLS

Produit Muw (g/mol) Mn (g/mol) Mw/Mn

AGuIx® 20270 £152 15600 + 201 1,299 £ 0,019

La masse moléculaire moyenne en nombre M, est la masse moléculaire moyenne statistique de toutes les
particules de I'échantillon, pondérée par leur nombre. La masse moléculaire moyenne en poids My, prend en compte
le poids moléculaire d'une particule pour déterminer les contributions & la moyenne. Les particules AGuIX®
présentent donc une masse moléculaire moyenne en nombre M, = 15 600 £ 201 g/mol et une masse moléculaire
moyenne en poids M, =20 270 + 152 g/mol d’aprés la mesure par SEC-MALLS. Le ratio My/M,, est appelé indice
de polydispersité, Plus l'indice de polydispersité est élevé, plus la distribution du poids moléculaire est large. Une
suspension monodisperse ol toutes les particules sont de masse égale (comme une protéine) a un Mw/Mn = 1. Les

polymeres synthétiques les mieux contrdlés (utilisés pour les calibrations) ont un Mw/Mn de 1,02 a 1,10. De plus,
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les polymeres issus de réactions en chaine donnent des valeurs Mw/Mn comprises entre 1,5 et 20 [129]. Avec une

valeur d’indice de polydispersité de 1,299 + 0,019, AGuIX® est une suspension avec une trés faible dispersité.

3.2.2 Détermination de la charge par Zétamétrie

Le potentiel zéta est une propriété physique qui est présentée par toute particule en suspension. Les
particules dispersées dans un milieu aqueux acquierent une charge de surface, principalement par ionisation des
groupes de surface ou par adsorption d'especes chargées. Ces charges de surface modifient la distribution des ions
environnants. Cette distribution donne lieu a deux régions, une région intérieure (couche de Stern) ou les ions sont
fortement liés a la particule et une région extérieure (diffuse) ou ils sont moins associés. Dans la couche diffuse,
il existe une limite théorique a l'intérieur de laquelle les ions et les particules forment un ensemble stable. Ainsi,
lorsqu'une particule se déplace (par exemple, en raison du mouvement Brownien), les ions situés a l'intérieur de la
limite se déplacent comme faisant partie de la particule. Le potentiel zéta est le potentiel de la frontiere au-dela de

laquelle les ions ne sont pas affectés par le mouvement de la particule comme indiqué en Figure 36.

Electrical double
layer

Slipping plane

Particle with negative
surface charge

Stern layer

~100 7T

Diffusle layer

Surface potential
Stern potential

mv Zeta potential

0 T T T T
Distance from particle surface

Figure 36. Représentation schématique du potentiel zéta [130]

Le potentiel zéta est donc lié a la charge des nanoparticules. Il permet d’évaluer leurs interactions, la
stabilité des suspensions ou de vérifier le bon déroulement d’une fonctionnalisation de surface. En effet, lors d’une
fonctionnalisation de surface, le changement de groupes chimiques peut se traduire par un changement

d’ionisation. Le principe de la mesure repose sur 1’application d’un champ é€lectrique a des particules en solution.
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Sous I’effet du champ électrique, les particules vont se mettre en mouvement. Celui-ci est étudié¢ grace a la
diffusion de la lumiere. En effet, la fréquence de la lumiere diffusée dépend de la vitesse des particules (effet
Doppler). La détermination de la vitesse (mobilité électrophorétique) permet ensuite de calculer le potentiel zéta
des particules [130]. La mesure peut étre effectuée a différents pH car I’acidité du milieu influe directement sur
I’état de charge des espéces en surface et donc sur la charge globale de I’objet. Le pH au point iso-électrique est
le pH pour lequel la particule posseéde une charge globale de surface nulle. Les résultats obtenus a partir d’un

échantillon d’ AGuIX® sont présentés en Figure 37.
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Figure 37. Valeur du potentiel zéta d’AGuIX® (10 g/L) a différents pH dans une solution de NaCl a 5SmM. Le point iso-
électrique est atteint a pH = 7,8

AGuIX® est donc chargée positivement a pH acide et négativement a pH basique >8. Cette évolution est
cohérente avec la composition d’AGuIX®. Ainsi, & pH acide, les groupements amine résiduels (n’ayant pas réagi
avec le DOTAGA anhydride) et les groupements silanols sont protonés, ce qui confére une charge globale positive.
Ils semblent en effet étre largement majoritaires par rapport aux complexes DOTAGA(Gd) qui ont une charge
permanente négative (-1). En augmentant le pH, les groupes amine deviennent neutres faisant ainsi diminuer la
charge globale jusqu’a devenir neutre puis négative di a la présence de complexes de gadolinium. Le point iso-
électrique d’AGuIX® est mesurée a pH = 7,8. Au pH physiologique de 7,4 AGuIX® présente une charge légérement

positive.

3.2.3 Détermination de la géométrie pas SAXS

L’analyse des données de mesure par SAXS nous renseigne également sur la géométrie de la particule

analysée. Premic¢rement, I’intensité diffusée est isotrope. Comme attendu, 1’échantillon ne présente pas de direction
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privilégiée. Cette symétrie autour de 1’axe central permet le calcul d’une intensité moyenne azimuthale, comme

on I’observe en Figure 38.

L’intensité a petites valeurs de q peut étre analysée par la loi de Guinier. De plus, dans le cas ou le vecteur
de diffusion ¢ est suffisamment grand devant la plus grande dimension structurale caractéristique de 1’objet on se
trouve alors dans le régime dit de Porod, qui dépend des caractéristiques de surface de la particule. Dans ce régime,

I(q) peut s’exprimer sous la forme suivante :

2.
Equation 10 Loide Porod: I(q) = qTZ. Cc?%.S

o g estla norme du vecteur de diffusion (A)
o C la constante de Porod, intégrant le facteur de contraste, c’est a dire la
différence de densité électronique entre la particule et le milieu

o Sest ! aire totale des interfaces particule/milieu dans le volume irradié

Dans le cas d’une suspension colloidale d’objets sphériques, le terme C2.S est indépendant de g, il apparait
alors que dans le domaine de Porod la valeur de Ln(I(q)) décroit linéairement en fonction de Ln(q) avec une pente

de valeur -4. L’analyse de I’intensité diffusée par AGuIX® est présentée en Figure 38.
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Figure 38. Analyse du comportement de Uintensité 1(q) diffusé par AGulX® dans le domaine de Porod.

L’analyse de I’échantillon d’ AGuIX® indique que dans le domaine de Porod I’intensité de Ln(1(q)) décroit

de fagon linéaire (R?2 = 0,9991) avec une pente de -4,09. Comme indiqué précédemment, cette valeur est

59



caractéristique d’une suspension colloidale d’objets sphériques avec une interface ‘nette’ entre ’intérieur et

I’extérieur de la particule.

De plus, le ratio Ry/Ry entre le rayon hydrodynamique Ry par DLS (ou TDA) et du rayon de giration R,
par mesure SAXS permet de déterminer la structure d’un objet (Figure 33). Ainsi, un ratio de 0,775 est la signature
d’une sphére homogéne. Dans le cas d’AGuIX®, R, = 1,8 nm et Ry-tpa = 2,3 nm (Ry-pLs = 2.8 nm), soit un ratio
Re/Ru-pa = 0,778 (Re/RupLs = 0,639). AGuIX® semble donc présenter une structure sphérique ‘pleine’ avec une
densité électronique constante en premiére approximation. A titre d’indication, un ratio de 1 est synonyme d’une

structure de coquille sphérique et un ration supérieur a 1 est la signature s’une structure cylindrique, étendue [131].

3.2.4 Détermination des propriétés magnétiques par relaxométrie

Les IRM cliniques mesurent la relaxation des protons de 1'eau. Plus précisément, au cours d'un examen
IRM, un champ magnétique statique est appliqué pour aligner les spins des noyaux de protons de I'eau dans la
direction du champ appliqué. Ensuite, une impulsion de radiofréquence (RF) est introduite pour exciter les spins
perpendiculairement a la direction du champ appliqué. Lorsque 1’impulsion RF est terminée, les spins excités des
protons de 1'eau retournent a 1'état d'équilibre dans la direction du champ. Au cours de ce processus, deux processus
indépendants mais simultanés ont lieu : la relaxation longitudinale T (spin-lattice) et la relaxation transversale T
(spin-spin). La relaxation T mesure le temps nécessaire pour que les spins reviennent dans la direction du champ
statique, tandis que la relaxation T, indique le temps nécessaire pour que les moments de spin dans la direction
perpendiculaire se déphasent jusqu'a zéro. Un agent de contraste IRM raccourcit normalement a la fois les
processus T et T», mais l'un des processus est plus affecté que 1’autre. Si un agent de contraste affecte
principalement le processus Ti, il est appelé agent de contraste Ti. En revanche, si 1'agent de contraste influence
plus significativement le processus Tb, il est appelé agent de contraste T». Les valeurs T| dépendent de la vitesse a
laquelle I'énergie du spin est dissipée dans 1'environnement. L'eau directement liée a I'agent de contraste et le taux
d'échange d'eau avec l'environnement sont donc essentiels. En revanche, les valeurs T> mesurent la vitesse a
laquelle les moments de spin se déphasent, ce qui est fortement influencé par les propriétés magnétiques des agents
de contraste. En général, deux parametres sont principalement utilisés pour évaluer les comportements d'un agent
de contraste : la relaxivité longitudinale (ri) et la relaxivité transversale (r2). Il est possible de déterminer les

relaxativités a partir de la formule suivante :

) 1 1
Equation 8 : — = — +71,.[Gd®"]
Ti,solution i,0
o 1 estla relaxivité exprimée en s”'.mM-!
o [Gd’*] est la concentration en gadolinium exprimé en mM
o Tisouion €St le temps de relaxation mesuré avec particules et exprimé en s

o Tioestle temps de relaxation mesuré sans particules et exprimé en s

Les résultats de la mesure des temps de relaxation d’une solution d”AGuIX® a 100 g/L sont présentés en

Figure 39 et Tableau 7.
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Figure 39. (a) Détermination du temps de relaxation T1 d’une solution d’AGulX® a 100 g/L (b) Détermination du temps
de relaxation T2 d’une solution d’AGulIX® a 100 g/L. Les mesures sont réalisés sur un Briiker Minispec MQ60 de 60
MHz, 1,4 T a 37°C.

Tableau 7. Résultats des mesures de relaxométrie d’une solution d’AGuIX® a 100 g/L (mesures effectuées a 37°C, 1,4T a

60 MHz).
Produit T1 (ms) 11 (s.mM-) T2 (ms) 12 (s.mM-) 12/11
AGuIx” 0,72 19,7 0,44 32,0 1,63

Le rapport de relaxivité (r/r1) est principalement utilisé pour évaluer les comportements d'un agent de
contraste positif (T;) ou négatif (T>). En général, les agents de contraste T ont un rapport r2/r; plus faible (compris
entre 1-2) tandis que les agents de contraste T, ont un rapport ro/r; plus important (supérieur a 10) [132]. AGuIX®

présentant un ratio r/r; de 1,63 est donc considéré comme un agent de contraste positif comme on le voit en

Section 2.2.4.2.

3.3 AGuIX® en solution : Une particule et des fragments

3.3.1 HPLC-UV : Pureté

La chromatographie en phase liquide ou High Performance Liquide Chromatography (HPLC) est une
technique de séparation des composés d’un mélange. Elle est tres largement répandue dans le domaine de 1’analyse
chimique. Cette technique est basée sur la différence d’interactions des composants d’un mélange avec une phase
mobile et une phase stationnaire. Ainsi, le temps de migration differe selon les composants présentant donc un
temps d’élution spécifique. La mise en place d’une méthode dépend de divers parametres dont les principaux sont :
le choix de la colonne chromatographique contenant la phase stationnaire adéquate, le choix de la phase mobile et

le détecteur utilisé en sortie de colonne.
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La technique HPLC mise en place pour I’analyse d’ AGulX® est une technique de séparation dite « phase
inverse » qui repose sur l’utilisation d’une colonne C4, c’est-a-dire contenant une phase stationnaire de silice
greffée avec de chaines linéaires de 4 carbones (-CsHo). Cette phase stationnaire est initialement congue pour
analyser et purifier des protéines intactes (M > 10 kDa) mais elle est aussi trés adaptée pour 1’analyse des
nanoparticules de petite taille [93]. Cette phase stationnaire apolaire nécessite donc une phase mobile polaire.
Dans le cas de I’analyse d’AGulX®, cette phase mobile est composée d’acétonitrile (ACN), d’eau et d’acide tri-
fluoro acétique (TFA). Les composés polaires sont élués en premier puis les composés apolaires sont ensuite élués
a I’aide d’un gradient d’ACN. Grace a un détecteur UV il est alors possible de mesurer les variations d’absorbance
4 295 nm des différents constituants d’un échantillon AGuIX®. Le chromatogramme issu de I’analyse d’ AGulX®

est présenté Figure 40.
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Figure 40. Chromatogramme HPLC-C4-UV (labs = 295 nm) obtenu a la suite d’une injecion de 10 uL d’une solution
d’AGuIX® a 100 g/L.

N

Grice a cette analyse, on remarque qu’une solution d’AGulX® n’est pas uniquement composée de
nanoparticules. En effet, on identifie clairement deux parties distinctes du chromatogramme. Une premiére partie
minoritaire allant de 2 a 5 minutes et une seconde majoritaire de 8 a 14 min. Cette premiére partie concerne les
« fragments » d’AGuIX® c’est-a-dire des petites especes issues de I’hydrolyse des liaisons Si-O-Si de la matrice
de silice de la nanoparticule. Ces fragments sont des especes moléculaires polaires (voir Section 3.3.2) qui
interagissent trés faiblement avec la phase C4. La seconde concerne la nanoparticule en elle-méme AGulX® de

par sa nature globalement apolaire. La surface de la nanoparticule présente des polarités locales mais I’ensemble
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est globalement apolaire. La nanoparticule nécessite donc un gradient de phase mobile (ACN) pour se défaire de

I’interaction avec la phase stationnaire.

Le rapport de I’aire des particules (Aire paricules) SUr I’aire totale (Aire towmie) nous renseigne sur la « pureté »
de I’échantillon soit la proportion de particules dans I’échantillon. Les résultats issus de I’injection d’AGuIX® sont

présentés dans le Tableau 8.

Tableau 8. Résulats de la mesure des aires et du calcul de la purteté d’AGuIX® a 100g/L

Pro dUit Ai]f'eParticules Ai]f'eTotale Pureté
(a.n) (a.u.) (%)
AGuIX” 77,2 79,8 96,7

A 100g/L, la pureté déterminée par HPLC-UV d’AGuIX® excéde 95%. Il est important de noter que
I’apparition de « fragments » dépend d’un équilibre Fragments < Particules qui est principalement impacté par la
concentration d’AGulX® en solution. En effet, 2 concentration élevée, I’équilibre se retrouve en faveur des
particules. Ce comportement est typique des nanoparticules de silice en milieu aqueux [133]. En milieu dilué on
favorise ainsi la rupture des ponts Si-O-Si par hydrolyse. Les particules en milieu dilué seront donc sujettes a une
dégradation par hydrolyse jusqu’a atteindre la concentration d’équilibre en Si(OH)4 [134]. On peut ainsi conserver
des solutions d’AGuIX® concentrées pendant plusieurs mois. En revanche a faible concentration, 1’équilibre est
déplacé en faveur des fragments. Dans son travail de fonctionnalisation d’AGuIX®, V-L. Tran a ainsi exploité cet
équilibre pour ajouter/substituer de nouveaux chélates a la surface de la particule. En effet, les dérivés APTES-
DOTAGA et APTES-NODAGA peuvent former des liaisons siloxanes covalentes avec les groupes silanol libres
a la surface d’AGuIX® ou échanger avec les chélateurs silanisés déja existants a la surface des particules grice a
I’équilibre Fragmenst 2 Particules [135]. La dégradation de la nanoparticule en especes plus petites espéces en
milieu dilué a été mise en évidence par C. Truillet et al. [93] grace a I'usage d’un détecteur ESI-MS (ElectroSpray

lonization-Mass Spectrometry).

3.3.2 HPLC-ICP/MS : Suivi de Fragmentation

De la méme fagon que la dégradation d’AGulX® a pu étre suivi par ESI-MS [93], nous avons mis en place
une méthode afin de suivre la dégradation par ICP-MS (Inductive Coupled Plasmas-Mass Spectrometry). L’ESI-
MS permet de mesurer la masse des composés en solution. L’ICP-MS permet quant a lui de suivre des éléments
d’intéréts. Ce type de détecteur ICP-MS couplé a une séparation HPLC permet de remonter a la nature élémentaire
des différents composants d’une solution d’AGulX®. Les deux éléments caractéristiques d’AGulX® choisis pour

I’analyse sont respectivement Gd et Si.

L’utilisation d’un détecteur ICP-MS a entrainé un changement dans la méthode de séparation utilisée pour
cette analyse. En effet, afin d’obtenir une meilleure sensibilité en signal Si, il a ét¢ décidé de remplacer les colonnes

C4 classiquement utilisées par des colonnes polymeres car les colonnes C4 sont elles-mémes composées de silice,
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leur usage aurait donc entrainé un fort signal parasite non di a la silice d”’ AGuIX®. Nous avons donc travaillé sur
une méthode de séparation SEC (Size Exclusion Chromatography). Contrairement a la méthode phase inverse
utilisée en HPLC-UV, la méthode SEC sépare selon la taille des composés grice a une architecture spécifique de
la phase stationnaire polymérique. Les colonnes SEC imposent un temps de parcours plus faible pour les gros
composés plutdt que pour les petits. De plus, la séparation SEC se fait de fagon isocratique, point intéressant qui
permet d’éviter les effets de matrice pouvant intervenir dans la source plasma de I’ICP-MS lors du gradient de
phase utilisée en phase inverse [136]. Il est important de noter que la difficulté de la mise en place de cette méthode
réside surtout dans la mesure du signal de Si. En effet 1’isotope le plus abondant de la silice est I’isotope 28
(abondance 92%) qui présente 2 interférents majeurs : CO* et No*. De plus la silice est abondamment présente
dans I’environnement du laboratoire, il est difficile d’éviter les contaminations. Afin de résoudre les problemes
d’interférence massique, la mesure du Si est effectuée avec ajout d’un gaz de réaction (Dynamic Reaction Cell,
DRC), le dihydrogene H,. En effet, le H; introduit dans la chambre de réaction réagira avec CO™ et le N>*™ pour
former respectivement les especes COH* et NoH* de masse respective 29 évitant ainsi les interférences possibles

Si*. Le chromatogramme issu de I’injection d’ AGulIX® est présenté Figure 41.
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Figure 41. Chromatogramme HPLC-SEC-ICP/MS obtenu a la suite d’une injection de 3 uL d’AGuIX® dilué a 0,5 g/L
depuis 1 h 30. Detection ICP/MS : Gd 158 (noir) Si 28 (rouge)

De ce premier chromatogramme obtenu 1 h 30 apres dilution de 100 g/L a 0,5 g/L, on peut identifier les
particules dans le premier pic (Tr = 8,85 min). En effet, en SEC le produit élué le plus t6t correspond au composé
de plus grande taille. De plus, on retrouve la signature élémentaire de la nanoparticule composée de silicium et de
gadolinium. Pour observer la fragmentation d’ AGuIX®, I’injection a été répétée a différents temps : 2 h 30, 3 h et

4 h apres dilution. Les chromatogrammes correspondants sont compilés en Figure 42.
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Figure 42. Evolution des chromatogrammes d’AGuIX® a 0,5 g/L a (a) 1 h 30, (b) 2 h 30, (c) 3 h et (d) 4 h. Transfert de

signal des nanoparticules vers les fragments indiquant une fragmentation du produit AGulX® a 0,5 g/L. Detection ICP-

MS : Gd 158 (noir) et Si 28 (rouge).

11 est intéressant de noter que la fragmentation d’AGulX® semble mener a I’apparition de trois produits

distincts notés F1 (Tr = 10,53 min), F2 (Tr = 10,95 min) et F3 (Tr = 11,60 min) comme présenté en Figure 43.
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Figure 43. Chromatogramme AGuIX® a 0,5 g/L aprés 4h de dilution. Identification des pics de fragments F1, F2 et F3.
Detction ICP/MS : Gd 158 (noir) et Si 28 (rouge).

Ces trois produits contiennent tous du silicium. En revanche, seul le fragment F1 posséde une signature
en gadolinium. Le produit F1 est donc un produit contenant du gadolinium complexé par du DOTAGA, lui-méme
attaché a un résidu contenant du silicium. Cette description correspond parfaitement a 1’espéce APTES-
DOTAGA(GA) représentée dans le Tableau 9. F2 et F3 pourraient correspondre 2 APTES et TEOS. Pour répondre
a cette question il a été préparé les standards des especes suivante : APTES, TEOS, APTES-DOTAGA(GA),
APTES-DOTAGA. Chaque standard est préparé dans 1’eau afin de s’assurer que les espéces APTES et TEOS
soient sous forme hydrolysée [137]. Les représentations des standards synthétisés sont présentées dans le Tableau
9, il est important de noter que les termes TEOS et APTES font référence aux dérivés hydrolysés de ces alkoxydes

de silicium.

Tableau 9. Représentation des standards synthétisés pour I’analyse HPLC-SEC-ICP/MS

APTES-DOTAGA APTES-DOTAGA(Gd)
oH oH o oH
Si—OH si—oH
00 /—/_ OH 0 0 /—/_ OH
N NH N NH

/_/\k ad

OH (o}

TEOS APTES

OH
OH

/
HO—S{—OH S\ _OoH
U /J ‘oH
OH

HyN

66



Les résultats des diverses identifications en silicium et en gadolinium sont respectivement présentées en

Figure 44 et 45.
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Figure 44. Comparaison entre le chromatogramme en de AGuIX® a 0,5 g/L apreés 4 h de dilution et (a) une référence
APTES (b) une référence TEOS (c) une référence APTES-DOTAGA(Gd) (d) une référence APTES-DOTAGA. Détection
ICP/MS : Si 28

Le suivi de D’identification en silicium nous renseigne sur la nature des fragments. Ainsi, la
correspondance entre les temps de rétention du produit F2 et de la référence APTES permet d’identifier F2 comme
correspondant au signal de I’APTES (rouge). De méme, F3 et TEOS (violet) présente le méme temps de rétention.
Le standard APTES-DOTAGA(Gd) (bleu), présente deux pics : le premier possédant le méme temps de rétention
que F1 et le second ayant un temps de rétention identique a F2. Ce résultat n’est pas surprenant car pour favoriser
la réaction entre APTES et DOTAGA-Anhydride, la référence APTES-DOTAGA(Gd) a été préparée avec un
exces d’APTES. On retrouve donc bien de I’APTES au niveau du pic F2 a Tr =10,95 min. Le nouveau pic qui
apparait dans cette référence est le produit APTES-DOTAGA(Gd) attendu. La correspondance entre ce pic et le
pic F1 nous permet d’identifier F1 comme étant le produit APTES-DOTAGA(GA). 1l est intéressant de noter que
la référence APTES-DOTAGA (cyan) préparée sans gadolinium présente bien le pic correspondant a APTES,

67



néanmoins on remarque un décalage du premier pic. L’espéce APTES-DOTAGA non complexée présente un
temps de rétention Tr = 10,12 min alors que la méme espece APTES-DOTAGA(Gd) complexée présente un temps
de rétention Tr = 10,53 min. Ce résultat est assez inattendu lors d’une séparation par taille et est un signe d’une
interaction particuliere entre la phase stationnaire et le DOTAGA. De maniére intéressante, cette différence de

temps de rétention entre espece complexée ou non renseigne sur I’absence de DOTAGA libre dans le produit

AGuIX®.
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Figure 45. Comparaison entre le chromatogramme de AGulX® a 0,5 g/L aprés 4 h de dilution et une référence APTES-
DOTAGA(GA). Détection ICP/MS : Gd 158.

Le suivi de I’identification en gadolinium nous renseigne aussi sur la nature des fragments. On remarque
en Figure 45 une correspondance entre le pic de F1 et le pic de la référence APTES-DOTAGA(Gd) (bleu). Ceci
est une preuve supplémentaire de la nature de ce fragment comme étant I’espéce APTES-DOTAGA(Gd). Le signal

Gd présent en fin du chromatogramme du standard APTES-DOTAGA(GA) est dii au gadolinium libre introduit en

exces lors de la préparation d’échantillons.

Cette étude nous permet de conclure sur la nature des fragments issus de la dégradation d’ AGuIX®. Ainsi,
il semblerait que AGuIX® tende a se dégrader en ses molécules constitutives par dissolution de sa matrice
polysiloxane en milieu dilué : TEOS, APTES et APTES-DOTAGA(Gd). La nature de ses fragments a aussi fait

I’objet d’analyses par électrophorese capillaire couplé & un ICP-MS qui ont confirmé les résultats de 1’analyse

HPLC-ICP/MS [138].

L’utilisation de cette méthode HPLC-ICP/MS pourrait nous renseigner sur la composition d’AGuIX® en
ses molécules constitutives apres dégradation totale. Cette expérience nous permettra donc de remonter a la

composition d’ AGuIX® et les ratios moléculaires au sein de la nanoparticule (voire Section 3.5.4).

Si cette expérience nous renseigne sur le déroulement de la dégradation et son équilibre final, elle apporte

peu de réponses sur la nature réelle des fragments a 1’équilibre et les états intermédiaires. Ainsi, il est important
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de noter que la dégradation d’AGuIX® passe par des états intermédiaires que 1’on peut identifier grace a d’autres

techniques d’analyses comme I’ESI-MS.

3.3.3 Identification des fragments par HPLC-ESI/MS

Dans le but de comprendre la nature des fragments qui composent le début du chromatogramme HPLC-
UV &’ AGulX® (voir Figure 40) nous avons travaillé avec Lucie Labied sur la séparation et 1’identification de ces
espéces par l’utilisation d’un HPLC-ESI-MS. Ce travail a donné lieu a une publication dans le journal

Nanomaterials.
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Abstract: During recent decades, ultrasmall inorganic nanoparticles have attracted considerable
interest due to their favorable biodistribution, pharmacokinetics and theranostic properties. In
particular, AGulX nanoparticles made of polysiloxane and gadolinium chelates were successfully
translated to the clinics. In an aqueous medium, these nanoparticles are in dynamic equilibrium with
polysiloxane fragments due to the hydrolysis of Si-O-Si bonds. Thanks to high-performance liquid
chromatography coupled with electrospray ionization mass spectrometry, all these fragments were
separated and identified.

Keywords: ultrasmall nanoparticles; theranostic; polysiloxane; hyphenated high-performance liquid
chromatography; inductively coupled plasma mass spectrometry

1. Introduction

Due to their capacity to integrate different functionalities, nanoparticles have attracted
considerable interest for biomedical applications, in particular for theranostic ones (a combi-
nation of diagnostic and therapeutic), a concept introduced by Funkhouser in 1998 [1,2]. In
oncology, nanoparticles are of particular interest since they can be passively accumulated in
tumors after intravenous administration through the enhanced permeability and retention
(EPR) effect [3]. However, despite intense preclinical research [4,5] and important funding
during the last few decades, only a limited number of nanoparticles have reached clinical
trials and even less to the market [6,7]. Several explanations can be given to explain this
gap: (i) difficulty to scale-up the production and lack of process robustness; (ii) lack of de-
tailed product physicochemical characterization to convince regulatory offices on these new
types of pharmaceutical products; (iii) unexpected toxicity; (iv) detrimental discrepancies
between promising preclinical results and clinical ones; or (v) long, uncertain, and expen-
sive clinical development leading to a high risk of failure before commercialization [8-10].
Nanoparticle-based pharmaceuticals are complex products for which regulatory guidelines
are still not properly defined. Nanomedicines require the implementation and the develop-
ment of new and specific analytical techniques and methods that have many hurdles in the
regulatory pathway up to their approval.

Among nanoparticles, ultrasmall inorganic nanoparticles (with a hydrodynamic di-
ameter of <10 nm) were specifically developed thanks to their unique advantages [11,12].
Indeed, they can combine the benefits of including metals displaying interesting properties
(such as magnetic properties for magnetic resonance imaging or high Z for radiosensitiza-
tion) and fast renal elimination avoiding long-term retention of metals in the body, often
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associated with toxicity. In addition, even if their resident time in the blood circulation is
lesser than for larger nanoparticles, better tumoral penetration can be achieved [3]. Due
to these interesting features, two ultrasmall nanoparticles were accepted in clinical trials
during the last decade: (i) Cornell dots made of silica core embedding an optical imag-
ing agent and displaying PEG functions, 12*I agent and cRGD [13], and (ii) AGuIX made
of a polysiloxane (silica derivative) matrix onto which macrocyclic gadolinium chelates
(DOTAGA(GA)) are covalently grafted (See Figure 1A,B) [14]. A phase 1b clinical trial
on the treatment of brain metastases by whole-brain radiation therapy using AGulX as a
radiosensitizer (NanoRad) was recently completed demonstrating the very good safety
profile of the product, as well as first hints at efficacy [15,16]. Based on these encouraging
results, AGulX is now in phase 2 clinical trials for this indication and for others, such as
lung and pancreatic cancers.
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Figure 1. (A) Elemental analysis of AGulX (B) Schematic representation of AGuIX NPs (gadolinium
atoms in green are chelated in DOTAGA ligands grafted to polysiloxane matrix). (C) LC-ICP/MS
chromatogram of AGulIX (5 uL, 10 g/L) recorded at Gd 152 channel (red). LC-UV chromatogram of
AGuIX (5 uL, 10 g/L) recorded at A = 295 nm (black).

Due to their high surface-to-volume ratio, ultrasmall silica-based nanoparticles are
more susceptible to be biodegraded [17]. The degradation mechanism can be described
by a dissolution of the silica-based matrix through the hydrolysis of Si-O-Si bonds over
time and yielding (poly)silicic acid and silanols molecules that are finally fragments of
the product. This kind of biodegradation has already been shown on AGulX nanopar-
ticles using high liquid performance chromatography (HPLC) coupled to electrospray
ionization mass spectrometry (ESI-MS) [18] or Taylor dispersion analysis (TDA) coupled
to inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) but these methods were not
capable of providing clear identification for all molecular fragments in equilibrium [19].
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In these studies, assessment of biodegradability was mainly performed by monitoring the
size of the nanoparticle over time and molecular fragments were proposed after almost
complete hydrolysis of the polysiloxane matrix. Due to hydrolysis reactions, polysiloxane
nanoparticles are always in equilibrium with molecular fragments in an aqueous medium.
The aim of this paper is to clearly identify the exact nature of these fragments for the AGulX
nanoparticles at a relevant concentration for in vivo applications.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Acetonitrile (CH3CN, ACN, >99.9%) was purchased from Sigma Aldrich (Saint-
Quentin-Fallavier, France). Trifluoroacetic acid (TFA) and Formic acid (AF) at LC/MS
grade purity were purchased from Fischer Scientific (Waltham, MA, USA). The starting
USNPs AGulX (gadolinium-chelated polysiloxane nanoparticles) were provided by NH
TherAguix (Meylan, France) as lyophilized powder and reconstituted in ultrapure water.
Only Milli-Q water (p > 18 M()-cm) was used for the aqueous solution preparation.

2.2. Instrumentation

HPLC-UV/Vis system: A Shimadzu Prominence series UFLC system with a CBM-20A
controller bus module, an LC-20 AD liquid chromatograph, a CTO-20A column oven and
an SPD-20A UV-visible detector. UV-visible absorption was measured at 295 nm.

HPLC-ICP/MS system: A Nexion 2000B (Perkin-Elmer, Villebon Sur Yvette, France),
coupled with a Flexar LC system (Perkin-Elmer). Gd signal was monitored at m/z 152.
Syngistix software version 2.3 was used to control the ICP-MS. The Gd signal was acquired
through Empower software version 7.3.

HPLC-ESI/MS system: The ESI/MS measurements were carried out on a triple
quadrupole spectrometer Xevo TQ-S (Waters, Milford, MA, USA), coupled with UHPLC
chain Acquity H-Class (Waters). The analyses were performed on positive mode (ESI+)
and detection SCAN mode set on 300-1500 uma range.

2.3. Elemental Analysis

The measure of gadolinium and silicium content in the AGulIX product was conducted
by the company Quality Assistance (Thuin, Belgium). The measurements were performed
through ICP-MS Agilent 7900 equipped with Masshunter software. The measure of carbon
and nitrogen content was conducted by the Isotope and Organic Laboratory of Institut des
Sciences Analytiques (ISA, Lyon, France) through device designed by the laboratory. For
the carbon analysis, total combustion of the AGulX at 1050 °C under a stream of oxygen is
performed. The carbon in the sample is transformed into carbon dioxide then quantified
by specific infrared CO, detectors. For the nitrogen, total combustion of AGuIX sample
at 1050 °C is performed under a stream of helium and oxygen. The nitrogen in AGulX is
transformed into various nitrogen oxides reduced to molecular nitrogen. Carbon dioxide
and water from combustion are trapped on ascarite and magnesium perchlorate. Nitrogen
is quantified by a thermal conductivity detector.

2.4. Separation of Both Nanoparticles and Fragments in a Single Run

The AGulX sample composition was studied through HPLC using conditions de-
scribed in C. Truillet et al. [16] The separation was performed using C4 reverse phase
column (]upiter®, 5 um, 300 A, 150 x 4.6 mm) at constant flow rate of 1 mL-min~!. The
gradient initial mobile phase was 95% solvent A—5% solvent B (A = H,O/ACN/TFA:
98.9/1/0.1v/v/v, B= ACN/H,O/TFA: 89.9/10/0.1 v/v/v) and was held for 5 min. After
this isocratic step, nanoparticles were eluted by a gradient developed from 5% to 90% of
solvent B in solvent A over 15 min. The concentration of solvent B was maintained over
5 min.
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The sample was analyzed using both UV-Vis detection and ICP-MS detection. For
the ICP-MS analysis, O, was added to the gas injection mixture in order to facilitate
complete combustion of the increasing amount of ACN in the plasma source. Moreover,
after the elution of the nanoparticle peak, the LC route was switched to the waste to avoid
excess ACN entering the ICP. Operating conditions used for this analysis by ICP-MS were:
nebulizer gas flow rate, 0.77 L/min; O, AMS Gas flow, 0.07 L.min; plasma gas flow rate,
15 L.min "~ ; auxiliary gas flow rate, 1.2 L.min~}; radiofrequency power, 1600 W for the
plasma. All other parameters were tuned to maximize the Gd signal at m/z = 152.

2.5. Fragment Separations and Identification by HPLC Coupled to Different Detectors

The fragment separation was achieved by HPLC using C4 reverse phase column
(]upiter®, 5 um, 300 A, 150 x 2 mm). The measurements were performed on isocratic mode
using the following phase composition HyO/ACN/AF (98.9%/1%/0.1%) at 0.2 mL-min—!
flow rate. After each nanoparticle injection, the column was flushed with H,O/ACN/AF
(19.9/80/0.1 v/v/v) solution for 10 min, to elute the nanoparticles. The fragments were
analyzed using the three different detectors. The operating condition used for the ICP-MS
system were: nebulizer gas flow rate, 0.84 L-min~}; plasma gas flow rate, 15 L-min~};
auxiliary gas flow rate, 1.2 L-min~'; radiofrequency power, 1600 W for the plasma. The
operating conditions used for the ESI/MS system were: capillary tension, 3.2 kV; source
temperature, 150 °C; desolvation temperature, 550 °C; N desolvation gas flow, 900 L-h7 1
N, nebulizing gas flow, 150 L-h~ 1.

The identification and the drawing of each fragment were assisted by the use of the Mar-
vinSketch software (ChemAxon, https:/ /www.chemaxon.com, accessed on 16 February 2022).

3. Results and Discussion
3.1. Synthesis and Purification of AGulIX Nanoparticles

The representative AGuIX® batch studied in this article was prepared through a five-
step process consisting of three chemical transformation steps, a purification step and
a lyophilization step: (i) formation of a gadolinium oxide core by addition of sodium
hydroxide on gadolinium chloride in diethylene glycol (DEG); (ii) growth of a polysiloxane
shell by addition of a mixture of TEOS (tetraethoxysilane) and APTES (aminopropyltri-
ethoxysilane); (iii) functionalization of the amino functions issued from APTES by DOTAGA
anhydride 22 ,2"”-(10-(2,6-dioxotetrahydro-2H-pyran-3-yl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-
1,4,7-triyl)triacetic acid); (iv) after precipitation in acetone and transfer to water, the nanopar-
ticles are purified through tangential flow filtration during which a top-down process occurs
consisting of dissolution of the gadolinium oxide cores due to chelation of gadolinium
by DOTAGA followed by fragmentation of polysiloxane shells, rearrangement of these
fragments and chelation of released gadolinium by DOTAGA (see Supporting Information
Figure S1) [20,21]. Tangential flow filtration using membranes of NMWCO of 5kDa aims
at removing small molecules comprising salts, residual solvents, any residual molecular
species and the smallest polysiloxane species. They are finally freeze-dried for easy han-
dling. After dispersion in water, the nanoparticles display a hydrodynamic diameter of
2.7 nm (see Supporting Information Figure S2), and almost all of the DOTAGA chelate a
gadolinium ion (~1-2% of free chelates) (see Supporting Information Figure S3).

3.2. Separating Nanoparticles from Fragments by HPLC Coupled to Different Detection Methods

Despite a high purification factor applied by tangential flow filtration, fragments
issued from the polysiloxane matrix are always detected by HPLC due to the equilibrium
between them and the nanoparticles after hydrolysis of the Si-O-5i bonds (see Figure 1C.).
Fragments are detected between 2 and 4 min and nanoparticles between 9 and 14 min on a
C4 reverse-phase column using both UV/VIS and ICP-MS detectors.

The HPLC conditions have further been modified to match with the ESI-MS detector
requirements. Consequently, the flow rate was lowered by reducing the reverse phase
column diameter from 4.6 mm to 2 mm, and TFA was replaced by AF in the HPLC phases
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to enhance the ESI-MS signal of the fragments. Those conditions were applied to study the
separation of the different fragments using three different types of detection (i.e., ICP/MS,
ESI/MS and UV). ESI/MS detection permits us to distinguish seven peaks while ICP/MS
and UV detection at 295 nm are limited to four or five peaks. This discrepancy led us to
consider that the two first peaks are associated with polysiloxane fragments that do not
contain either gadolinium (detected by ICP/MS) or DOTAGA (detected by UV detection at
295 nm) (Figure 2).
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Figure 2. (A) LC-ICP/MS chromatogram of AGulX’s fragments (3 uL, 1 g/L) recorded at Gd 152 channel
(B) LC-ESI/MS chromatogram of AGulX’s fragments (3 uL, 1 g/L) set on mass range 300-1500 uma.
(C) LC-UV chromatogram of AGulX’s fragments (10 uL, 1 g/L) recorded at A = 295 nm.
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3.3. Identification of the Different Species by ESI/MS

As previously performed by Hu et al. for carbon nanoparticles [22], the differ-
ent peaks separated by HPLC were fully studied by ESI/MS (see Figure 3) and the
identification of the fragments was proposed in Table 1 using notable gadolinium
isotopic patterns and water hydration to determine the charge states of the compounds.
As stated previously, thanks to ICP-MS and UV detections, the two first peaks are
fragments issued from polysiloxane without DOTAGA(Gd) sub-structures. For the first
HPLC peak, three co-eluted components were identified (see Supporting Information
Figure S4). For each, the mass is obtained involving a methanoate anion present in
the eluent. The m/z signal at 303.0 (z = 1) is related to a fragment corresponding to
two silicon atoms issued from APTES. A signal corresponding to an m/z of 423.0 is
associated with four silicon atoms coming from APTES for two of them and TEOS for
the two others. Interestingly, the signal at an m/z of 441.1 corresponds to the same
species with the hydrolysis of one Si-O-Si bond. For the less defined HPLC peak 2 (see
Supporting Information Figure S5) at a time of 2.19 min, larger polysiloxane fragments
are observed. The intense signal at an m/z of 301.52 corresponds to a fragment with
six silicon atoms including three issued from APTES and three issued from TEOS.
The signal at an m/z of 394.5 corresponds to the same entity with the addition of one
Si(OH); issued from TEOS. The signal at an m/z of 397.5 is obtained by the addition of
another Si(OH); and the hydrolysis of two Si-O-Si bonds. Higher retention is observed
for compounds containing DOTAGA(GA) entities that are present in HPLC peaks 3 to
7. For HPLC peak 3, only one main entity (see Supporting Information Figure S6) is
observed with different charge and hydrolysis states. The m/z signal of 391.4 (z = 3)
corresponds to a DOTAGA(Gd) coupled to an aminopropyl with six silicon atoms
issued from two APTES and four TEOS. Signals at an m/z of 397.4 and 403.6 are the
products resulting from one and two hydrolysis of the Si-O-Si bonds. The m/z of
586.5 and m/z of 595.5 are associated with an m/z of 391.4 and 397.4, respectively,
but for z = 2. The mass spectrum of HPLC peak 4 is relatively similar to that of HPLC
peak 3. It corresponds also to one main species with different charge and hydrolysis
states (see Supporting Information Figure S7). The signal at an m/z of 358.0 (z = 3) cor-
responds to DOTAGA(Gd) coupled to an aminopropyl with five silicon atoms issued
from two APTES and three TEOS. Hydrolysis of one or two Si-O-Si bonds leads to the
species at an m/z of 364.0 and 370.0, respectively. For the three species, another charge
state is also detected (z = 2) at an m/z of 536.5, 545.6 and 554.6 corresponding to the
precedent species either not hydrolyzed or with the hydrolysis of one or two Si-O-Si
bonds, respectively. For HPLC peak 5, a compound containing two DOTAGA(Gd)
species is observed at an m/z of 506.8 (see Figure 4). It contains also nine silicon atoms
issued from three APTES and six TEOS. The species at an m/z of 515.54 are related
to the precedent ones with the hydrolysis of two Si—-O-Si bonds. Interestingly other
detected species contain only one DOTAGA(Gd) molecule. This can be explained by
the cleaving hydrolysis of the Si-O-5i in the ESI-MS source leading to two species
detected at an m/z of 486.0 and 536.5. The first one is composed of one DOTAGA(Gd)
and four silicon atoms issued from three TEOS and one APTES. The hydrolysis of one
Si-O-Si bond leads to a species detected at an m/z = 495.0 for z = 2 and 330.4 for z = 3.
For the second one, a composition of one DOTAGA(Gd) and five silicon atoms issued
from three TEOS and two APTES is obtained. Hydrolysis of one Si-O-Si bond leads
to m/z of 545.6 for z = 2 and 364.0 for z = 3. For HPLC peak 6 also, the main species
corresponds to two DOTAGA(Gd) and twenty silicon atoms issued from nine APTES
and eleven TEOS (see Supporting Information Figure S8). As for HPLC peak 5, cleaving
hydrolysis of a Si-O-Si bond occurs in the ESI-MS source and leads to two different
species with different charge states. The first one corresponds to one DOTAGA(Gd)
associated with nine silicon atoms issued from four APTES and five TEOS and is ob-
served at an m/z of 367.3 for z = 4 and of 733.6 for z = 2. By hydrolysis or condensation,
the species at an m/z of 724.6, 742.6, 751.6 or 760.6 can be obtained (see Figure 5). The
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second one corresponds to one DOTAGA(Gd) associated with eleven silicon atoms
issued from five APTES and six TEOS and corresponds to masses of 425.5 (z = 4) and
850.1 (z = 2). Finally, HPLC peak 7 is attributed to DOTAGA(Gd) without polysiloxane
fragments (see Supporting Information Figure S9). This was verified by an LC-ESI-MS
analysis of a control sample of DOTAGA(Gd) (see Supporting Information Figure S10).
Altogether, these results show the biodegradability of the nanoparticle and its equilib-
rium with smaller fragments issued from the cleaving hydrolysis of Si-O-Si functions. It
has already been shown that a large part of these fragments is eliminated very rapidly, as
fragments under 8 kDa are mainly observed five minutes after intravenous administration
in rats, and their concentration decreases a lot after this timepoint [23]. One of the limita-
tions of the study is the use of an aqueous medium that cannot completely mimic the more
complex interactions that may arrive in a biological medium but a precedent biodegradation
study performed in phosphate buffer and serum has shown a very similar electrophoretic
profile for the molecular fragments in both media [19]. Moreover, AGulX presents very
limited interactions with proteins, such as human serum albumin [24], confirmed by their
very fast renal elimination [15,16]. Altogether, these results indicate that the fragments
identified in this study will certainly also be representative of the biological medium.
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Figure 3. MS spectra of each peak identified (1-7) in the LC-ESI/MS AGulIX’s fragments chro-
matogram. All identified m/z are pointed with a black arrow.
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Table 1. Proposed fragments formula for m/z observed in MS spectra of peak 1 to 7, with associated
retention time from 1.95 to 4.05 min.

Time (min) mlz Species Peak
303.0 CgHpoN» 055152 + CHO, ~
1.95 423.0 CeH2oN,09Si4%* + CHO, ™ 1
4411 CgHayN»010Sis %" + CHO, ™
301.5 CoH3,N3043Si63* + CHO,
2.19 340.5 CgH34N30,4Siz>* + CHO, ™ 2
397.5 CgHy4N30,;Sig3* + CHO, ™
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Table 1. Cont.

Time (min) mlz Species Peak

391.7 CogHs6GAN7Oy1Sig2* + Na*
397.7 CagHs8GAN7O2,Sig 2" + Na*

241 403.7 CagHgoGdN7O23Si6%" + Na* 3
587.1 CpsHs5GAN70,;Sig* + Na*
596.1 CasHs7,GAN7O9,Sig* + Na*
358.0 Ca5H49GdNgO4Si52* + Na*
364.0 Ca5H51GdNgO5;Si52* + Na*

5.5 370.0 Cp5H53GdNg02,Si52* + Na* i
536.5 Cp5HygGdNgO9Sis* + Na*
545.6 Cp5Hs0GdNgO,;Sis* + Na*
554.6 Cp5H5,GdNO2Sis* + Na*
330.4 CopHyyGdN504Sis 2" + Na*
364.0 Cy5H51GdNgO,;Si5?* + Na*
486.0 CyHy GdN5040Sis* + Na*
495.0 CpHy3GdN509Sis* + Nat

201 506.8 C47Hg7GdyN110585i9%+ +2 Na* 5
515.5 C47Ho1 GdyN11040Sig?t + 2 Na*
536.5 Cp5HygGdNgOSis™ + Na*
545.6 C5H50GdNgO,;Sis* + Na*
971.1 CpHyoGdN5019Siy + Na*
989.1 CpHypGdN50Siy + Nat
367.3 C31H7»GdNgO35Sig3* + Na*
394.2 Ce5H157GdaN17066Sin" + 2 Na*
4255 C34HgyGdNgO37Si113+ + Na*
724.6 C31HggGANgO9oSig* + Na*

3.65 733.6 Cz31H70GdNgO3Sig* + Na* 6
742.6 C31H7»GdNgO3;Sig* + Na*
751.6 C31Hy3GdNgO3,Sio* + Na*
760.6 C31HyGdNgO33Sig* + Na*
850.1 C34HgsGANgO3;Siy + + Na*
316.6 C19H3;GANOp2*

4.05 632.1 C19H30GdN4O10* 7
650.1 C19H30GdN,O 9" + H,O

4. Conclusions

Full identification of silanol molecular species issued from AGulX partial dissolution
in an aqueous medium was performed. These molecular species are fragments of the
ultrasmall AGulIX nanoparticle that are in dynamic equilibrium with the nanoparticles
at a given concentration. They display from one to two DOTAGA (Gd) entities. These
fragments are of no safety concern due to their silane composition and also their rapid
elimination through the kidneys [23]. The approach developed in this study can be applied
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to different ultrasmall nanoparticles that will certainly be mainly developed in the future
due to their interesting pharmacokinetic features.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
//www.mdpi.com/article/10.3390/nano12050738/s1, Figure S1: Synthesis route of AGulIX;
Figure S2: AGulX main characterizations; Figure S3: Quantification of uncomplexed DOTAGA;
Figure S4: Chemical structures of the fragments identified at HPLC peak 1; Figure S5: Chemical
structures of the fragments identified at HPLC peak 2; Figure S6: Chemical structures of the fragments
identified at HPLC peak 3; Figure S7: Chemical structures of the fragments identified at HPLC peak 4;
Figure S8: Chemical structures of the fragments identified at HPLC peak 6; Figure S9: Chemical
structures of the fragments identified at HPLC peak 7; Figure S10: MS spectra comparison of HPLC
peak 7 (Tr = 4.05 min) and DOTAGA(Gd) control sample
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Ce travail a mis évidence la présence de diverses sous-especes siliciées provenant toutes de la
nanoparticule. De plus, on a pu observer grace a cette méthode la présence du phénomeéne d’hydrolyse qui entraine
la dégradation des ponts Si-O-Si et I’apparition dans la solution des espéces moléculaires APTES, TEOS et APTE-

DOTAGA(Gd) comme évoqué dans la section précédente.
3.4 Composition élémentaire et moléculaire d’AGuIX®

Dans le cadre d’une caractérisation la plus exhaustive possible d’AGuIX® il est important de connaitre la
composition élémentaire I’ AGulX® en ses éléments caractéristiques tel que Si/Gd/N/C. L’analyse des teneurs et
des rapports élémentaires peut mener a une meilleure compréhension de la structure d’ AGuIX®. L’état ou la forme
de chaque élément et/ou molécules est tout aussi important. Ainsi la mesure de gadolinium libre dans 1’échantillon
permet de s’assurer de la sécurité du médicament car celui-ci est considéré comme potentiellement toxique
lorsqu’il est libre dans le milieu. De méme, 1’état complexé ou libre des DOTAGA de surface est aussi un
parametre important. Dans cette partie nous nous intéresserons a 1’analyse de tous ces paramétres pour en déduire

la composition unitaire moléculaire et élémentaire d’AGuIX®.

3.4.1 Gadolinium libre

Comme indiqué en introduction, la détermination de la quantité de gadolinium libre dans le produit
AGuIX® est une donnée critique qu’il est nécessaire d’évaluer précisément compte-tenu de son caractére
potentiellement toxique (voir Section 2.2.4.2.1). Pour ce faire, une séparation phase inverse via colonne C4 a été
développée afin de séparer le gadolinium libre du reste des composants du mélange. En sortie de ’'HPLC un
détecteur ICP-MS est utilis¢ afin de mesurer le gadolinium. L’injection de standards de gadolinium a différentes
concentrations permet premierement de s’assurer que le gadolinium libre est bien élué au début du
chromatogramme et deuxiémement permet 1’obtention d’une courbe de calibration qui permettra la quantification
du gadolinium libre résiduel d’ AGuIX®. Les différents chromatogrammes et la courbe de calibration qui résultent

de cette expérience sont présentés Figure 46.
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Figure 46. (a) Augmentation du signal Gd 156 en HPLC-ICP/MS apreés injection des standards composant la courbe de

calibration du gadolinium libre (b) Courbe de calibration du gadolinium libre avec un R? = 0,999.

Le gadolinium libre a donc un temps de rétention Tr = 2,18 min dans les conditions expérimentales. De
plus, la courbe de calibration obtenue présente un coefficient de corrélation R? = 0,999. On peut donc évaluer la

quantité de gadolinium libre résiduel dans AGuIX® grace a cette méthode. Le résultat de I’injection d’ AGuIX® est

présenté Figure 47.
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Figure 47. Signal Gd 156 du gadolinium libre contenu dans AGulX® a 5 g/L (rouge) encadré par les standards les plus

proches (vert et violet) (b) détermination de la quantité de gadolinium libre par usage de la courbe de calibration.

L’injection d’un échantillon d’ AGulX® a 5 g/L indique une concentration en gadolinium libre de 126 ppb
(= ng/Kg = ng/L). La concentration de gadolinium libre dans le produit AGulX® est donc de 25 ppm c’est & dire
25 mg de gadolinium libre par kilogramme de produit AGuIX®. D’aprés les résultats de ’analyse élémentaire

présentés en Section 3.4.3, la concentration massique de gadolinium dans AGuIX® estde 11,1 %, cela signifie que
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plus de 99,9% du gadolinium contenu dans AGulX® est complexé. A ce jour, les lignes directrices harmonisées
de la pharmacie (ICH Q3D) ne mentionnent pas textuellement de limite injectable pour cet élément [139].
Toutefois depuis les incidents issus de la pharmacovigilance sur les injections répétées de GBCAs, il est important
de montrer que cette teneur peut étre 1) précisément quantifiée et 2) contrdlée a un niveau relativement faible. Une
teneur de 25 ppm est considérée comme suffisamment faible dans le cadre d’un traitement d’un cancer avancé par
AGuIX®.

3.4.2 DOTAGA libre

La présence de DOTAGA libre dans le produit final est un parametre important dans le cadre de la
caractérisation d’AGulIX®. La présence de DOTAGA libre peut impacter certaines proprié€tés physico-chimiques
telles que la charge de surface. Pour répondre a cette question, nous avons développé une technique de titration
basée sur la complexation de ions Cu?*. En effet, le DOTAGA forme un complexe stable avec les ions Cu* (log
B =22,44) [140,141], ce complexe DOTAGA(Cu) absorbe de facon intense & 295 nm comparé au DOTAGA non
complexé. En jouant sur cette forte différence d’absorbance il est donc possible de déterminer le point d’équilibre
de la titration. Ce point correspond au moment ou le cuivre devient I’espéce en excés. L’ajout de cuivre
supplémentaire n’entrainant plus la formation de DOTAGA(Cu) une différence dans 1’évolution de 1’absorbance
pourra étre constatée. Les résultats du test de titration des DOTAGA présents dans le produit AGuIX® sont visibles

en Figure 48.
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Figure 48. (a) Augmentation de I’absorbance dii a I’ajout de cuivre dans un échantillon d’AGuIX® (b) determination du

point d’équilibre indiquant la quantité de DOTAGA libre dans AGuIX®

AGuIX® présente une quantité de DOTAGA libre de 6 nanomoles de DOTAGA libre par mg. Cette
quantité est trés faible comparée aux 706 nanomoles de DOTAGA(Gd) par mg d’AGuIX® ([Gd] = 11,1 w%). Les
DOTAGA libres représentent donc autour de 1 % de la quantité de DOTAGA totale. Cette quantité est exploitable

pour complexer certains éléments d’intéréts comme des radioéléments pour I’imagerie [142].
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3.4.3 Analyse élémentaire et formule unitaire

L’analyse élémentaire d’AGuIX® permet la détermination des rapports entre éléments au sein de la
nanoparticule. La connaissance de ces rapports ainsi que des espéces constitutives d” AGuIX® peut nous renseigner
de maniere précise sur sa structure. En effet, il est possible de déterminer a partir d’un systéme d’équations une
formule unitaire moléculaire (FU) d’AGuIX® de type FU = DOTAGA(Gd):APTES,TEOS,. La « Formule
Unitaire » représente ici 1’unité moléculaire qui se répete n-fois au sein de la nanoparticule. En plus des
connaissances sur la composition élémentaire d’ AGuIX® nous avons montré en Section 3.3.2. que la nanoparticule
est composée des molécules TEOS, APTES et APTES-DOTAGA(Gd). Un bilan de la structure et composition
atomique en Gd, N, Si et C est présenté dans le Tableau 10.

Tableau 10. Bilan des molécules constitutives d’AGulIX®, de leur massse respectives ainsi que de leurs compositions en

Gd, C, N, Si

Nombre Nombre Nombre Nombre

Product M (g/mol) de Gd deC deN de Si

APTES-DOTAGA(GA)

o

-~ \k
0{” G 7489 1 22 5 1
’ lN/—/ °

Q

TEOS
OH
HO—S{—oH 96,11 0 0 0 1
OH
APTES
OH
/
N 13721 0 3 1 1
OH

H,N

Pour déterminer la formule élémentaire, nous posons les hypotheses suivantes :
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e Tous les éléments quantifiés entrent dans la composition d’AGuIX® (pureté 100%).

e La quantité de APTES-DOTAGA libre est négligeable devant la quantité de APTES-DOTAGA(Gd)
(Section 3.4.2.)

n APTES DOTAGA7ytq = n APTES DOTAGA 4+ n APTES DOTAGA(Gd) = n APTES DOTAGA(Gd)

e La quantité de gadolinium libre est négligeable devant la quantité totale de gadolinium

(Section 3.4.1.)
n Gd = n APTES DOTAGA(Gd) = x

Equation x : x = n Gd

e Les azotes sont uniquement issus des APTES et APTES-DOTAGA(Gd)
nN =5.nAPTES DOTAGA(Gd) + n APTES
y =nAPTES + n APTES DOTAGA(GA)
y=nN—4.nAPTES DOTAGA(GA)
y=nN-4nGd
y=71nGd —4.nGd = 3,1.nGd = 3,1.x

Equationy:y =3,1.x

e  Lessiliciums sont uniquement issus des TEOS, APTES et APTES-DOTAGA(Gd)
nSi =nTEOS +n APTES +n APTES DOTAGA(GA)
z=nTEOS
z=nSi—nAPTES —n APTES DOTAGA(GA)
z=nSi—nN+4nGd
z=76n6Gd-71.nGd + 4.nGd = 45.nGd = 45.x

Equationz: z = 4,5.x

e Les carbones sont uniquement issus des APTES et APTES-DOTAGA(Gd)
nC = 3.n APTES + 22.n APTES DOTAGA(GA)
nC=3nN-15.n6Gd + 22.nGd = 21,3.nGd +7.nGd = 28,3.nGd = 28,3.x

Equation C: n C = 28,3.x
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Grice a ce jeu d’équations, il est donc facile d’obtenir la formule unitaire d’AGuIX®, FU =
DOTAGA(Gd)xAPTES,TEOS, a partir des résultats de I’analyse élémentaire en Gd, N et Si. Les résultats des
analyses élémentaires menées par les laboratoires d’analyses de I’ Institut des Sciences Analytiques sont présentées

dans le Tableau 11.

Tableau 11. Résultats de I’analyse élémentaire d’AGuIX® en Gd, C, N et Si

Gd C N Si
(Ww%) (w%) (w%) (W)

AGuIX® 11,1 22,0 7,02 15,08

Ratio molaire par

rapport a Gd 1 25,9 7.1 7.6

Ainsi, d’aprés cette analyse la formule unitaire d’AGulX® est du type FU =
DOTAGA(Gd)|APTES; ;TEOS45. Une formule unitaire de ce type possede une masse molaire maximale de
1487,88 g/mol dans son état de condensation minimum (minimum de pont Si-O-Si). Une représentation
schématique de ce type de formule unitaire est présentée en Figure 49. L’équation sur les carbones permet
d’évaluer la crédibilité de cette formule unitaire. On observe ainsi un ratio molaire C/Gd expérimental de 25,9
(Tableau 11) et théorique de 28,3 (Equation C). Cet écart de 9,3 % entre les valeurs théoriques et expérimentales
peut s’expliquer par les différentes hypotheses faites lors de cette analyse. On peut aussi supposer la présence de
quelques impuretés résiduelles (DEG par exemple). Néanmoins ces 2 valeurs restent proches et tendent a confirmer

la FU déterminé précédemment.

HoN

H,N

Figure 49. Schéma d’une formule unitaire d’AGuIX® DOTAGA(GA)1APTES;TEOSs, condensée avec 4 ponts Si-O-Si,
M = 1305,72 g/mol.
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3.4.4 Dégradation totale et Formule unitaire

Comme indiqué précédemment en Section 3.3.2., la dégradation totale de AGuIX® en ses molécules
constitutives APTES-DOTAGA(Gd), APTES et TEOS, tous respectivement hydrolysés (voir Tableau 12),

pourrait nous renseigner directement sur les rapports moléculaires impliqués au sein de la nanoparticule.

Tableau 12. Bilan des molécules constitutives d’AGulX® (voir Section 3.3.2)

APTES-DOTAGA(Gd) APTES TEOS
1 F2 F3
H /m-

-Gi—OH
H&oo /_/7 Now /OH OH
- Si—O0H /
ﬁ \ HO——Si—OH
(L<*" Gd¥ OH ‘\
° M OH
% 1 / & H,N
N
Uﬁ) ‘
[=]

&

Une formule unitaire de type FU = DOTAGA(Gd)xAPTES,TEOS; pourrait donc étre obtenue par une
simple quantification de ces molécules apres dégradation totale. Cette dégradation par dissolution de la matrice
polysiloxane peut étre suivie grice a la méthode HPLC-SEC-ICP-MS développée pour le suivi de la dégradation
d’AGuIX®. Ainsi, on observe une dégradation totale aprés une dilution a 0,5 g/L dans I’eau pendant 72 h comme

présenté en Figure 50.

(a) (b) 3
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2000000 119,5 g/L 2200000 0,;52?1& !
1800000 | 1h30 2000000 - :
1600000 -| 1800000 I
1
— 1400000 4 —. 1600000 4 X
@ ()
S 1200000 S 1200000 :
@ o i
.tll 1000000 T 1200000 :
0 @ 1000000 -| |
800000
800000 :
600000 -| 500000 1 !
400000 -| 200000 ] :
200000 - 200000 - 1
1
0 0. |
T T T T T T ]
6 7 8 9 10 11 12 13 8

Tr (min)

Figure 50. (@) Chromatogramme d’AGuIX® & 0,5 g/L aprés 1 h 30 de dilution (b) Chromatogramme d’AGuIX® a 0,5 g/L
apreés 72h de dilution. Les F1, F2 et F3 correspondent respectivement a APTES-DOTAGA(Gd), APTES et TEOS.
Détection ICP/MS : Si 28
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Le signal obtenu apreés dégradation totale peut étre décomposé en une somme de trois fonctions

gaussiennes dont chacune des aires est proportionnellement liée a la quantité de chaque espéce dans 1’échantillon.

Les résultats de la déconvolution sont présentés en Figure 51 et dans le Tableau 13.

(a)

(b)

F3 F3
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Figure 51. (a) Chromatogramme d’AGulX® a 0,5 g/L apreés 72h de dilution. Les F1, F2 et F3 correspondent
respectivement a APTES-DOTAGA(Gd), APTES et TEOS (b) résultats de la déconvolution en 3 pics gaussien de la zone

des fragments F1 (noir), F2 (violet) et F3 (bleu).

Ainsi, la déconvolution en trois fonctions gaussiennes converge vers une solution tres proche du signal

obtenu expérimentalement. Les aires respectives de ces gaussiennes sont présentées dans le Tableau 6. Il est

important de souligner que I’APTES est aussi présent dans le pic du produit APTES-DOTAGA(GdA).

Tableau 13. Mesure des aires issues de la déconvolution des pics de fragments et des ratios moléculaires associés

FU =DOTAGA(Gd)x APTESy TEOSz

Pic Aire Ratio
F1
213023 -1
APTES-DOTAGA(Gd) X
388485 yx=18
F3
Thos 956263 2=45
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Ainsi, d’apres I’analyse des aires, on obtient les ratios en espéces moléculaires qui donnent directement
acces a la formule unitaire suivante : FUgp c = DOTAGA(Gd),APTES, sTEOS, 5. Cette formule unitaire est tres
proche de celle obtenue dans la Section précédente grace a 1’analyse ¢élémentaire FUgiemenaire =

DOTAGA(Gd);APTES; ; TEOS,5s.

3.5 Conclusion

Dans ce chapitre nous avons montré le développement de plusieurs méthodes et approches analytiques
pour caractériser plus finement la composition et la structure d’AGuIX®. Cette caractérisation approfondie est
essentielle pour définir les attributs qualité critiques du produit maximisant son efficacité et sa sureté. C’est
également un prérequis dans I’optique de I’enregistrement du produit auprés des agences sanitaires en vue de sa
commercialisation. Ces méthodes et approches analytiques ont été appliquées sur un échantillon représentatif du

produit dont les résultats sont compilés dans le Tableau 14.

Tableau 14. Bilan récapitulatif des caractéristiques physico-chimique d’AGuIX®

Produit AGuIX®
DLS:5,6+2
D, (nm) TDA : 4,6 £ 0,4
SAXS : 4,6 +0,3
Mw (g/mol) SEC-MALLS : 20 270
IEP (pH) Zéta: 7,8
Géométrie SAXS : Sphérique
sy e 1 1 I = 19,7
Relaxométrie (s”.mM™) £ =32.0
PN HPLC-UV :
Pureté a 295 nm (%) s 95 %
ICP-AES :
Gd (W%) 1.1
Gd libre (ppm) HPLC-ICP/MS : 25
DOTAGA libre

(% DOTAGA totale) Titration Cu :< 1 %

ICP-AES :
DOTAGA(Gd); APTES;  TEOSs s
HPLC-ICP/MS :
DOTAGA(Gd); APTES,sTEOS,.5

FU

Nombre de FU par particule

(Nombre de Gd par particule) =15
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La détermination du poids de la nanoparticule ainsi que de sa formule unitaire nous permettent de
déterminer le nombre de répétition de FU qui constitue la nanoparticule. Ainsi, pour une masse de nanoparticule
M =20 270 g/mol et une masse de FU de I’ordre de 1 400 g/mol (FU condensé) on obtient une répétition de I’ordre
de 15 FU. AGulX® est donc une nanoparticule sphérique composée de 15 FU de type:
DOTAGA(Gd);APTES;  TEOS, 5. A partir de ces informations, une représentation 3D d’ AGuIX® a été générée a
I’aide du logiciel open-source AVOGADRO. Cette représentation est issue de I’ajout successif de FU. Le résultat
est présenté en Figure 52. La matrice du cceur est composée majoritairement de Si (Si: atomes orange). On
retrouve a la surface de la nanoparticule les groupements les groupement NH, des APTES (N : atomes bleu, H :

atomes blanc) et aussi les complexes DOTAGA(Gd) (Gd : atomes cyan).

Figure 52. Modélisation de la particule AGuIX® a partir des informations issues du chapitre 3. La nanoparticule est donc
constituée de 15 FU. La modélisation a été réalisée a ’aide du logiciel AVOGADRO. Le témoin noir mesure 1 nm de

longueur.

Il est cependant évident que cette liste de caractérisations n’est pas exhaustive. Beaucoup d’autres
expériences peuvent étre réalisées ou ont été réalisées par le passé afin d’apporter des nouvelles données ou d’en

conforter certaines au sujet d’AGuIX®. On peut citer ici la FTIR qui fait partie des analyses de routine dans la
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caractérisation d’AGuIX®. La Microscopie a Transmission Electronique (TEM) est une mesure compliquée de par
la faible dansité la nanoparticule mais pourrait &tre envisagée afin d’apporter de nouvelles informations sur la taille
et la géométrie [113]. Dans le méme domaine, la Microscopie a Force Atomique (AFM) pourrait étre envisagée
[143]. L’analyse thermogravimétrique (ATG) pourrait étre utilisée pour confirmer les teneurs en composé

organique et inorganique.

Les techniques développées dans ce chapitre ont été mises en avant aussi car elles ont été appliquées a la

caractérisation des particules dérivés d’ AGuIX® synthétisées dans les chapitres suivants.
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4  CuPRiX : Des propriétés anti-angiogéniques pour un dérivé

d’AGuIXx®

Le cuivre est un élément important présent dans une large variété de procédés métaboliques. Il est nécessaire
au bon déroulement du fonctionnement de 1’organisme en intervenant dans des mécanismes tels que : la respiration
mitochondriale, les mécanismes de défense anti-oxydants ou encore la bonne cohésion des matrices extra-
cellulaires [144]. De plus, il a ét¢ démontré que la dérégulation de I’homéostasie du cuivre est souvent liée a
I’apparition et au développement de certains cancers. Dans cette partie nous expliciterons, dans un premier temps,
les liens mis en évidence entre cuivre et cancer ainsi que les moyens d’action qu’offrent ce lien. Dans un deuxiéme
temps, nous montrerons comment modifier le produit AGuIX® pour permettre a la nanoparticule d’agir sur le
cuivre afin de lutter contre le cancer. Ces propriétés seront enfin évaluées au travers de test in vitro sur cellules
cancéreuses démontrant la capacité de cette nouvelle nanoparticule a limiter le développement de ces cellules. Ces

résultats seront présentés dans un article publié.

4.1 Le cuivre et sa régulation comme parametre important du

développement du cancer

4.1.1 Le role du cuivre

Le cuivre est connu pour jouer un rdle essentiel dans la cascade métastatique au sein des cellules tumorales
et du microenvironnement tumoral. En effet, il intervient et régule aussi les phénomenes de migration et d’invasion
au sein de la tumeur [145]. Il est aussi un composant essentiel de diverses métalloenzymes, notamment la SOD1,
la protéine d'adhésion vasculairel, la métalloprotéinase matricielle (MMP-9) et la LOX, dont il a ét¢ démontré
qu'elles font partie intégrante du processus métastatique [146]. Le cuivre joue également un role important dans
l'angiogenése dans I’expression de facteurs pro-angiogéniques comme les facteurs de croissance endothélial
vasculaire (VEGF) ou I'angiogénine [147]. L’omniprésence du cuivre dans ces mécanismes liés au développement
des tumeurs fait des cellules tumorales d’importantes consommatrices de cet élément. Différents essais cliniques
ont ainsi démontré une augmentation significative du taux de cuivre dans le sérum de patients atteints de cancer
comparé a des patients sains comme on peut le voir en Figure 53. De méme, le taux de cuivre dans les tissus

tumoraux comparé au taux dans les tissus sains est plus élevé (Figure 54).
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Figure 53. Comparaison des taux de cuivre sérique chez les patients sains et les patiens atteints de cancer spécifiques (p <

0,001). Résultats issus de Shanbhag et al. [148].
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Figure 54. Comparaison des taux de cuivre dans des tissus sains et des tissus tumoraux (p < 0,001). Les mesures ont été

éffectuées sur des tissus sains et tumoraux issus du méme patient. Résultats issus de Shanbhag et al. [148].

Certaines études ont mis en évidence I’impact du cuivre sur le développement de tissus tumoraux. Ainsi,

en comparant deux populations de souris RIP1-Tag?2 transgéniques, I’une recevant de I’eau traditionnelle et I’autre

une eau contenant 20 uM de cuivre, I’équipe de S. Ishida a montré que la population recevant du cuivre développait

des tumeurs plus importantes en volumes comme on peut le voir dans la Figure 55 [149] .
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Figure 55. Illustration de la croissance tumorale sous supplémentation de cuivre. Des souris RIP1 — Tag2 ont été
soumises a (a) l'eau ordinaire, ou (b) 20 uM de cuivre dans de l'eau potable, a partir du moment du sevrage (quatre
semaines d'dge). Les tumeurs disséquées de souris dgées de 15 semaines sont dissociées et affichées a coté du pancréas
(tissu blanchdtre), ou la rate (tissu oblong rouge foncé) est affichée dans le coin supérieur droit. (c) Quantification du

volume tumorale dans ces deux populations. Résultats moyennés et SEM p < 0.05 (n =15) [150].

Agir sur des mécanismes aussi importants que 1’angiogenése tumorale ou le processus métastatique
pourrait ralentir le développement d’un cancer. La détermination du réle central du cuivre dans ces mécanismes a
poussé les chercheurs a évaluer I’impact de stratégies dites de « déplétion du cuivre » chez les patients atteints de
cancer. Ces stratégies visent a diminuer la quantité de cuivre présente dans I’organisme afin de priver les cellules
tumorales de I’apport nécessaire a leur développement. Cette diminution peut étre atteinte par une alimentation
spécifique couplée a I’administration de chélateurs de cuivre tels que la D-penicilamine (DPA, Cuprimine®, (S)-
2-amino-3-mercapto-3methylbutanoic acid, log K =1,9 [151] ), Ia trientine (TETA, Syprine®, triethylenetetramine
dihydrochloride, log K = 2,3 [152]) ou encore le tetrathiomolybdate (TTM) [153] (voir Figure 56). Ces molécules
font historiquement partie de I’arsenal thérapeutique pour soigner la maladie de Wilson. Cette maladie génétique
provoque une modification de la protéine ATP7B intervenant dans le transport du cuivre intra et extra cellulaire
[154]. Cette modification de la proréine entraine une accumulation de cuivre dans I’organisme. L.’administration
de chélateurs permet la régulation du niveau de cuivre dans 1’organisme. Il est intéressant de noter
qu’historiquement, dans le cadre de cancers hépatobiliaires, I’apparition de métastases chez les patients atteints de
la maladie de Wilson est faible, méme chez les patients cirrhotiques. Le traitement par chélateur de cuivre semble

jouer un réle dans ce mécanisme bien que le lien ne soit pas clairement établi [155].

HsC CHs
HS e H,N N \\Mo¢s
NN~ =
N NH, s7 \\
0 oH S
NH,' NH,'

(a) (b) (c)

Figure 56 Formule moléculaire des chélateurs de cuivre sur le marché (a) DPA, (b) TETA et (c) du chélateur de cuivre

évalué en clinique TTM.
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4.1.2 Impact des stratégies de déplétion via le TTM

Bien que non utilisé en clinique, le TTM est un des médicaments les plus étudiés concernant le traitement
de I’accumulation de cuivre. L'une des démonstrations les plus frappantes du potentiel thérapeutique a long terme
du TTM, donc de la stratégie de déplétion de cuivre, est visible dans une étude portant sur la formation spontanée
de tumeurs mammaires dans le modéle murin MMTV-neu menée par 1’équipe de Pan et al [146]. Dans cette étude,
le temps médian de développement de tumeurs chez les souris non traitées était de 218 jours. A cette méme durée
aucune souris traitée au TTM n’a présenté de tumeur. Cette absence s’est prolongée jusqu’a I’arrét du traitement
soit 150 jours aprés I’apparition des premiéres tumeurs du groupe contréle comme on peut 1’observer en Figure
57. Cependant, la découverte la plus intrigante de cette étude était que les tumeurs étaient apparues dans les
semaines suivant l'arrét du traitement par TTM. Cela suggere qu'une déplétion en cuivre a long terme ne supprime
pas I’apparition de tumeurs, mais maintient plutdt les cellules dans un état de dormance continue. Ces résultats ont
fourni des indices importants montrant que la déplétion du cuivre pourrait fonctionner dans la prévention de la

malignité du cancer [146].
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Figure 57. Diagramme de Kaplan-Meier d’apparition de la premiére tumeur chez les souris transgéniques Her2/neu. Des
souris femelles transgéniques Her2/neu (dgées de 100 jours) ont été gavées avec de l'eau (témoin) ou 0,75 mg/jour de

TTM (n =22 pour le groupe control et n = 15 pour le groupe de traitement TTM).

Plus d’une vingtaine d’études ont démontré I’effet anticancéreux du TTM dans différents modéles in vitro
et in vivo portant sur une large variété de cancers [156]. Ces résultats précliniques encourageants ont poussé a la

mise en place de divers essais cliniques.

Plusieurs essais ont tenté de montrer I’efficacité du TTM en tant qu’agent anticancéreux. Tous ces essais
suivent un protocole tres similaire consistant en un régime alimentaire spécifique allié a une prise orale de TTM 4
fois par jour. Ce protocole vise & diminuer le taux initial de céruloplasmine sérique jusqu’a 20 % du taux initial

(5-15 mg/dL). Le taux de céruloplasmine sérique est un marqueur précis de la quantité générale de cuivre dans
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I’organisme. Le taux de 20 % de la concentration initiale correspond a un état de défiance générale en cuivre qui
entraine peu d’effets secondaires séveéres. Malheureusement, les premiers essais cliniques sur le TTM n'ont révélé

aucun avantage chez les patients atteints d'un cancer métastatique de la prostate et du rein [157-159],

Aujourd’hui, I’action des chélateurs de cuivre est souvent évaluée en combinaison avec d’autres thérapies
afin de montrer non pas son habilité a éliminer le cancer mais a I’affaiblir afin de le rendre plus sensible aux autres
thérapies. On le retrouve ainsi couplé a la chimiothérapie [160-162], la radiothérapie [163,164] ou encore a
I’immunothérapie [165]. Il est aussi testé en complément aprées chirurgie afin de prévenir I’apparition de nouvelles

tumeurs [166].

C’est dans ce cadre de multimodalité d’action qu’ AGuIX® pourrait jouer un role. En effet, les groupements
DOTAGA présents a la surface d’AGuIX® pourraient étre utilisés pour complexer le cuivre et priver les cellules
tumorales de cet apport crucial. Grace a sa biodistribution spécifique au sein des tumeurs, ainsi qu’a son effet
radiosensibilisant, AGuIX® pourrait chélater le cuivre directement au niveau de la zone tumorale tout en
augmentant I’efficacité de la radiothérapie. En effet, le DOTAGA présente une trés haute constante de stabilité de
complexation vis-a-vis de Cu** avec log B = 22,44 [141]. Néanmoins, la quantité de DOTAGA libre 2 la surface
d’ AGulX® est trop faible pour espérer une chélation du cuivre suffisante au sein de I’environnement tumoral. Nous
avons donc tenté d’augmenter la quantité de DOTAGA disponible en modifiant le moins possible la nanoparticule

originelle afin de conserver les caractéristiques originelles d’AGuIX®.

4.2 CuPRiX : Relargage de gadolinium pour générer des DOTAGA

libres

4.2.1 Relargage de gadolinium : Stratégie et suivi

4.2.1.1  Stratégie

N

Afin d’obtenir le produit désiré, nous avons décidé de soumettre la nanoparticule AGulX® a des
conditions acides fortes afin de forcer la protonation des groupements DOTAGA a la surface. Sous la forme
protonée, le groupement DOTAGA ne forme plus de complexe avec le gadolinium initialement chelaté. L’espéce
non complexante de DOTA est majoritaire pour un pH inférieur 2 3 comme indiqué dans le diagramme de

spéciation en Figure 58.
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Figure 58. (a) Formule moléculaire du ligand DOTA (b) Diagramme de spéciation des différentes formes acido-basiques
du ligand DOTA dans I’eau. Calculé avec Hyss2006(C) d’apreés (c) les constantes d’acidité du ligand DOTA a IM NaCl,
25°C issues de Desreux et al. [167]

On procede donc ici a une dissociation du complexe assistée par protonation. En forcant la protonation
du DOTAGA, le Gd** initialement complexé est alors relargué dans le milieu. Cependant, il est important de noter
que le complexe DOTAGA(GA) tres proche du DOTA(Gd), est extrémement stable, et des conditions acides, bien
que favorables, ne sont pas suffisantes pour un relargage rapide du gadolinium complexé comme le montre le
Tableau 15. En effet, malgré des conditions d’acidité et de température favorables (pH = 1 et T = 37°C) il faut
plus de 26 heures pour relarguer la moitié du gadolinium complexé [168]. On note aussi dans ce tableau que
malgré la haute stabilité thermodynamique des chélates linéaires (DTPA(Gd), log p =22,1), leur stabilité cinétique
est tres faible avec un ti inférieur a 5 secondes a pH = 1,2 et T = 20°C. C’est cette instabilité cinétique qui méne

au dépdt de gadolinium dans 1’organisme aprés injection de GBCA linéaire comme évoqué en Section 2.2.4.2.1.

Tableau 15. t1/2 de la décomplexation de chélates de gadolinium DOTA(Gd) Vs chélate linéaire [168]

tiz (h) tiz (h) tiz (h)
Produit pH=1,2 pH=1,0 pH=1,2
T =37°C T =37°C T =20°C
DOTA(Gd) 85 26,4 338
Chélate linéaire ND ND <5s

98



La température est un facteur cinétique important qui permet de raccourcir de facon singnificative le
temps de relargage [168]. Ainsi, afin de pouvoir relarguer une quantité significative de gadolinium en un temps
raisonnable, 1’étape de complexation est réalisée dans les conditions suivantes : [HCl]initial=1 M (pH=0)/T =

50°C. Une illustration de la réaction appliquée a AGuIX® est présente Figure 59.

Q@ . @ CuPRiX,

ps de réaction
HCI 1M / 50°C

@:cd*  fZ.pomAca @) :DOTAGA(GA)

Figure 59. Illustration du procédé de dissociation du complexe DOTAGA(Gd) appliqué a AGuIX®. La nanoparticule
obtenue, nommée CuPRiX, présentera donc un mélange de DOTAGA(Gd) et de DOTAGA libres. Ces DOTAGA libres lui

permettront de complexer le cuivre et d’induire une déplétion locale du cuivre.

4.2.1.2  Suivi du relargage de gadolinium

Préalablement au relargage, une étude sur ’intégrité des particules AGulX® dans les conditions d’acidité
et température de la dissociation ([HCI] = 1M, T = 50°C) a été menée. L’intégrité des particules au-dela de 24h a
pu étre confirmée par HPLC-UV et DLS.

Les nanoparticules AGulX® donc ont été dispersées a 200 g L' dans de 1'eau Milli-Q (conductivité p >
18 MQ.cm). Aprés 30 minutes de dispersion, la solution d'AGuIX® est versée dans une solution HCI 2M. Ainsi,
la composition finale du mélange est de 1 M HCl et 100 g.L'! d’AGulX®. Le mélange a été laissé a 50°C sous

agitation.

Un échantillon du mélange a été extrait toutes les heures afin de suivre la libération de gadolinium par
HPLC-IC/MS. Apres trois heures, une partie du mélange a été isolée afin d’obtenir un premier produit avec un
certain taux de DOTAGA libres. Ce produit est noté CuPRiX;. Le reste du mélange a été laissé a 50 °C et sous
agitation pendant une heure supplémentaire pour obtenir un second produit avec un taux de DOTAGA libres plus
important. Ce second produit est noté CuPRiX>. Les résultats du suivi de relargage du gadolinium par HPLC-

ICP/MS sont présentés en Figure 60.

99



Gd3+

1,6x108 - liore
E treaction = Oh
1,4x10° treaction = 1h
] treaction = 2h
1,2x108 H treaction = 3h (CUPR|X1)
0 ] treaction =4h (CUPRiXQ)
o 6 |
o 1,0x10
~ ]
O 8,0x10°
—
o ]
O 6,0x10°
4,0x10° H
2,0x10°
0,0
T T T T 1
2,0 2,1 2,2 2,3 2,4 2,5

Tr (min)

Figure 60. Résultats HPLC-ICP/MS du suivi du relargage du gadolinium lors de la réaction de dissociation ([HCI] = IM,
T = 50°C). Le Gd3+ libre présente un temps de rétention Tr = 2,27 min. Le gadolinium est libéré au fur a mesure de la
réaction. Les Temps de réaction treaction = 3 h (vert) et treaction = 4h (violet) sont les temps ou la réaction a été arrétée afin

d’obtenir deux produits notés respectivement CuPRiX: et CuPRiX>.

Grace au suivi ICP/MS a différents temps, on observe 1’augmentation du gadolinium libre dans le milieu
(Tr =2,27 min). Ce gadolinium libre est issu de la réaction de dissociation des DOTAGA(Gd) présents a la surface

de la particule. Il est donc un marqueur direct de la génération de DOTAGA libres en surface.

Au bout de quatre heures, la réaction est arrétée. Le pH des produits CuPRiX; et CuPRiX; est ajusté a 1
avant de suivre une étape de purification pour éliminer le gadolinium libre libéré pendant la dissociation car
toxique pour I’organisme [97]. Cette étape de purification est effectuée a 1’aide du systeme d'ultrafiltration
Vivaflow 200 (membrane PES, seuil de poids moléculaire = 5 kDa, Sartorius Stedim Biotech, Gottingen,

Allemagne). L’absence de Gd** libre est finalement vérifiée par la méme méthode HPLC-ICP/MS et visible en

Figure 61.
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Figure 61. Résultats HPLC-ICP/MS présentant ’absence de gadolinium libre apreés purification des produits.

Le pH final des solutions purifiées est ajusté a 7,4 en utilisant du NaOH 1 M. Les solutions sont filtrées de

maniere stérile a travers un filtre de 0,2 um pour éliminer les plus grosses impuretés. Elles sont ensuite lyophilisées

pour le stockage, a I'aide d'un lyophilisateur Christ-Alpha 1-2 (Coueron, France). On obtient donc deux produits

finaux CuPRiX; et CuPRiXj issues respectivement de 3 heures et 4 heures de réaction.

4.2.2 Caractérisation des produits CuPRiX; et CuPRiX;

Les particules ont été caractérisées en s’appuyant sur les méthodes traditionnellement utilisées dans la

caractérisation d’AGulX®. Dans cette partie, nous détaillerons les résultats obtenus par les différentes techniques

en les comparant a la particule AGuIX® initialement utilisée pour synthétiser les particules CuPRiX; et CuPRiXo.

4.2.2.1  Pureté HPLC-UV

La pureté des échantillons a été évalué par HPLC-UV. Les résultats obtenus apres injections sont présentés

dans la Figure 62.
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Figure 62. Chromatogramme HPLC-UV des produits AGulX®, CuPRiX1 et CuPRiX2 (Aabs = 295 nmn, 10 ul, 100 g/L).

Comme attendu d’aprés le test de stabilité initial, on retrouve ici le pic des nanoparticules CuPRiX; et
CuPRiX; avec des temps de retentions respectifs de 10,9 et 10,7 min. Ces temps de rétention sont cohérents avec
le temps de rétention de la nanoparticule AGuIX®. De plus, les deux produits présentent une pureté supérieure a
99%. Cette plus grande pureté indique que I’étape de purification a bien été effectuée et que les fragments initiaux
ont bien été filtrés en méme temps que le gadolinium libre (Voir Section 1.2.1.2). Il est intéressant de noter que
I’absorbance globale des produits CuPRiX; et CuPRiX; est supérieure a celle du produit initial. La libération du
gadolinium diminue la masse molaire de la particule, les injections HPLC étant faites a masse de produit constant
(10 pL a2 100 g/L) il y a plus de particules dans les injections des deux nouveaux produits contribuant a une

absorbance globale plus intense.

4.2.2.2  Taille : DLS

Les distributions volumiques renvoyées par la mesure de DLS pour les différents produits sont présentées
en Figure 63. Les diamétres hydrodynamiques issus des distributions d’AGuIX®, CuPRiX; et CuPRiX, sont
respectivement de 3,6 + 1,34 nm, 4,6 £ 1,56 nm et 5,0 = 2,1 nm. Les particules CuPRiX présentent donc un
diametre hydrodynamique plus important qu”’AGuIX®. Cette différence pourrait s’expliquer par une sélection des
particules plus grosses lors de 1’étape de purification. Néanmoins, il est important de noter que, malgré cette
augmentation, les nanoparticules CuPRiX; et CuPRiX; présentent un diamétre hydrodynamique inférieur au seuil

de filtration glomérulaire (~ 6 nm ) [16].
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Figure 63. Distribution volumique du diamétre hydrodynamique (Dn) de AGuIX® (bleu), CuPRiX; (rouge) et CuPRiX>

(noir).

4.2.2.3 Mesure DOTAGA libre

Une mesure cruciale pour évaluer la validité du protocole est la détermination de la quantité de DOTAGA
libre générée a la surface des deux nouveaux produits. Cette mesure a été effectuée par titration par ajout de Cu?*.
Les détails de la titration sont explicités en Section 3.4.2. L’expérience repose sur la forte augmentation
d’absorbance due a la formation du complexe DOTAGA(Cu) a 295 nm. Les résultats des mesures pour CuPRiX;

et CuPRiX, sont respectivement présentés en Figure 64 et Figure 65.
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Figure 64. Titration des DOTAGA libres du produit CuPRiX1. (a) HPLC-UYV de différents ratios de Cu** par masse de
CuPRiX1. (b) Mesure de laire sous la courbe entre 0 et 15 min. Augmentation de I’absorbance jusqu’a atteindre le
plateau de saturation o1l tous les DOTAGA libres ont été complexés par les Cu®* ajoutés. La quantité de DOTAGA libres
sur ’échantillon est de 182 + 14 nmol de DOTAGA libres par mg de CuPRiX;.

390 9 ___a00 nmol/mg 400 1 '
1=—— 300 nmol/mg -—)-/- J-—_....___
300 4 — 200 nmolimg 350 a
5 —— 100 nmalimg /’ 1
. 1 0 nmol/mg 1
E 250 - 300 4 ).l 1
— 3 p 1
£ @ - 1
£ om ~ 250 - J .
& = p 1
, 1
- @ 200 , .
8 = n 1
& 2 450 . 1
g 100 < ’ 1
2 ‘ -
100 - i 1
2 50 P 1
1
ol X |
0 Il& T T T T T T T T T L T T
0 2 4 6 8 10 12 14 0 100 200 300 400
Tr (min) [Cu] (nmol/mg of CuPRIX,)
() (b)

Figure 65. Titration des DOTAGA libres du produit CuPRiX2. (a) HPLC-UYV de différents ratios de Cu®* par masse de
CuPRiXz. (b) Mesure de l’aire sous la courbe entre 0 et 15 min. Augmentation de l’absorbance jusqu’a atteindre le
plateau de saturation ot tous les DOTAGA libres ont été complexés par les Cu®* ajoutés. La quantité de DOTAGA libres
sur I’échantillon est de 252 8 nmol de DOTAGA libres par mg de CuPRiX>.

Les résultats de la titration des DOTAGA libres montrent une forte augmentation du nombre de chélates
libres dans les deux produits issus de la réaction de dissociation. Ainsi CuPRiX; présente un taux de DOTAGA
libre de 182 + 14 nmol de DOTAGA libres par mg de produit. CuPRiX> présente, quant a lui, un taux de 258 + 8
nmol de DOTAGA libres par mg de produit. Ce taux supérieur est bien en accord avec un temps de réaction plus
long pour CuPRiX; et donc une quantité de gadolinium libérée plus importante comme indiqué par le
chromatogramme HPLC-ICP/MS de la Figure 60. 11 faut rappeler que comme souligné en Section 3.4.2, le taux
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de DOTAGA libre dans le produit AGulX® initial est de ’ordre de 8 nmol par mg de produit. Les
chromatogrammes HPLC-UV des Figure 64.a. et Figure 65.a montrent une augmentation significative de
I’absorbance au niveau des particules indiquant ainsi que les chélates générés sont présents sur la nanoparticule.

Ces produits seront donc plus 8 méme d’avoir un impact sur la complexation du cuivre intratumoral.

4.2.2.4  Analyse élémentaire

La teneur massique en Gd du produit initial et des produits de synthese a été déterminée au laboratoire
par ICP/MS en injection directe. Les mesures ont été faites sur Nexion 2000B (Perkin-Elmer, Villebon Sur Yvette,

France). Les résultats pour AGulX®, CuPRiX; et CuPRiX> sont indiqués ci-dessous dans le Tableau 16.

Tableau 16. Teneur massique en gadolinium des produits AGuIX®, CuPRIX; et CuPRiX: déterminée par ICP/MS.

Product AGulIX® CuPRiX1 CuPRiXz

Gd (m%) 10,5 8,2 6,2

CuPRiX; et CuPRiX> présentent tous deux des teneurs massiques en gadolinium inférieures a la quantité
initiale contenue dans AGuIX® respectivement 8,2, 6,2 et 10,5 m%. L’association de la quantité de Gd et de la
quantité de DOTAGA libres dans chaque produit nous permet de remonter a la quantité de DOTAGA totale

présente dans les différents lots ainsi qu’au taux de DOTAGA libre au sein de chaque produit. En effet :
[DOTAGA]rotare = [DOTAGA]Lipre + [Gd]

[DOTAGA]ipre

DOTAGA,;ipre(%) = [DOTAGA] rgrare
Totale

o [DOTAGA]7otqie la concentration massique en DOTAGA totale en nmol/mg
o [DOTAGA],ipre la concentration massique en DOTAGA libre en nmol/mg

e [Gd] la concentration massique en Gd en nmol/mg

Les concentrations en DOTAGA totale de chaque produit ainsi que leurs taux respectifs en DOTAGA

libre sont présentés dans le Tableau 17.
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Tableau 17. Quantité totale de DOTAGA et taux de DOTAGA libre dans les produits AGuIX®, CuPRiX; et CuPRiX>.

Produit AGulX® CuPRiXs CuPRiXz
DOTAGA
: Irotate 676 703 647
(nmol/mg)
DOTAGA,, (%) 1,2 25,9 39,1

Comme attendu, les produits CuPRiX; et CuPRiX, présentent tous deux des taux de DOTAGA libre bien
supérieurs au produit AGuIX® initial avec plus du quart de leurs groupements DOTAGA disponibles pour la
complexation. On remarque aussi que les concentrations massiques en DOTAGA totale de CuPRiX; et CuPRiX;,
sont trés proches de la concentration massique en DOTAGA totale d’ AGulX® avec une variation de seulement +
4%. Cette faible variation semble indiquer que les particules ont été treés peu affectées par le processus de

dissociation.

4.2.2.5  Potentiel Zéta

L’évolution du potentiel zéta des particules en fonction du pH a ét€ mesurée. Les résultats obtenus sont

présentés en Figure 66.
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Figure 66. Evolution du potentiel zéta de AGuIX®, CuPRiX1 et CuPRiX: en fonction du pH.

Une tendance similaire est observée pour tous les produits. Cette tendance est bien caractéristique de
nanoparticules du méme type qu’AGulX® c’est-a-dire présentant en surface des groupements amines (via
I’APTES), des DOTAGA(Gd) et des DOTAGA libres. L’évolution du pH au point isoélectrique (IEP) diminue en
fonction du temps de réaction. Ainsi, AGuIX®, CuPRiX; et CuPRiX; présentent des pH a IEP respectifs de 7,15,
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6,71 et 6,29. Cette diminution est en accord avec le remplacement des groupements DOTAGA(Gd) par des
groupements DOTAGA libres. En effet, le groupement DOTAGA(Gd) conserve sa charge -1 car cinétiquement
stable [168], en revanche pour étre chargé -1 le groupement DOTAGA libre aura besoin d’étre protoné trois fois
(voir Figure 53) nécessitant donc un pH plus acide. Plus il y a de DOTAGA libres plus le pH de I'IEP est acide.
L’évolution des pH a IEP pour CuPRiX; (6,71) et CuPRiX; (6,29) est donc en accord avec I’augmentation du taux
de DOTAGA libre mis en évidence par la titration (Section 1.2.2.3) et I’analyse élémentaire (Section 1.2.2.4).

De la méme maniére, on pourrait s’attendre a un potentiel zéta plus négatif a pH basique car les DOTAGA
libres peuvent générer jusqu’a trois charges négatives supplémentaires par rapport au DOTAGA(Gd). Pour des
pH acides, le DOTAGA libre peut-étre jusqu’a deux fois chargé positivement. En conclusion, la génération de
DOTAGA libres en place des DOTAGA(Gd) devrait augmenter I’écart entre le potentiel z&ta a pH acide et le
potentiel zéta a pH basique tout en diminuant le pH d’obtention de I’IEP. Cette analyse se vérifie pour CuPRiX,
mais pas pour CuPRiX;. Ce raisonnement est cependant nuancé par I’impact des silanols en surface de la particule

qui interviendront dans la charge globale de la particule [169]

4.2.2.6 Relaxométrie

Les résultats de la mesure des temps de relaxation des solutions d’AGuIX®, CuPRiX; et CuPRiX; sont

présentés dans le Tableau 18.

Tableau 18. Mesures des relaxivités longitudinales et transversales des produits AGuIX®, CuPRiX; et CuPRiX>. (Mesures
effectuées a 37°C, 1,4T a 60 MH?z)

Produit 11 (s.mM-) 12 (s.mM-) 12/11
AGulIX® 18,9 30,4 1,61
CuPRiX1 20,2 33,5 1,66
CuPRiXz2 30,7 51,2 1,67

D’aprés les résultats précédents, nous savons que les trois produits AGuIX®, CuPRiX; et CuPRiX»
présentent tous du gadolinium sous la méme forme, c’est-a-dire, complexé par le DOTAGA. Ainsi, on pourrait
supposer que les valeurs de r et r; soient proches entre chaque produit. Cependant, on remarque une augmentation
du r; pour CuPRiX; (20,2) et CuPRiX; (30,7). Cette augmentation peut s’expliquer par une augmentation du temps
de corrélation due a I’augmentation de la taille (comme indiqué par la DLS en Section 1.2.2.2 ) ou de la rigidité
des particules [170] méme si ce raisonnement est nuancé par les résultats de la mesure SAXS. Ce constat est
identique pour r,. Néanmoins, le ratio ro/r; est proche du ratio de AGuIX® et reste inférieur a 2 ce qui indique un

comportement d’agent de contraste IRM positif [132].
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4.2.2.7  Bilan

Tableau 19. Bilan des caractéristiques d’AGuIX®, CuPRiX; et CuPRiX:

Free r2/r1
Produit Gd (w%) DOTAGA Tr (min) Du (nm) pH IEP
(s'mM™)
(nmol/mg)
AGuIX® 10,5 8+2 10,9 3,6 1,34 7,15 30,4/18,9
CuPRiX; 8,2 182 + 14 10,9 4,6 +1,56 6,71 33,5/20,2
CuPRiX; 6,2 253 £8 10,7 5+2,1 6,29 51,2/30,7

L’ensemble des caractérisations effectuées jusqu’ici semble indiquer que les particules CuPRiX; et
CuPRiX; ne présentent pas de grandes différences structurelles par rapport & AGuIX®. Ceci supposerait un
comportement identique au niveau de la biodistribution. De plus, le gadolinium restant et le bon ratio ro/ri indiquent
que les produits CuPRiX peuvent présenter les mémes propriétés qu’AGuIX® en terme de radiosensibilisation et
d’imagerie IRM. En plus de ces propriétés, la présence des DOTAGA libres offre la possibilité d’agire sur le
dévellopement des tumeurs en complexant le cuivre intratumoral. Le potentiel effet thérapeutique i€ a la déplétion
du cuivre peut étre évaluée par diverses expériences biologiques in-vitro dont les résultats sont présentés dans le

chapitre suivant.
4.3 Résultats in vitro et publication

Afin de valider I’intérét des particules CuPRiX pour agir sur la croissance tumorale, nous avons travaillé
en collaboration avec la faculté de médecine de Lyon Sud en France. Des expériences sur cellules cancéreuses et
sur animaux porteurs de tumeurs ont été réalisées par Delphine Brichart sous la supervision de Claire Rodriguez-

Lafrasse. Nous avons travaillé sur deux modeles de cancer :

e A549, lignée cellulaire d’adénocarcinome pulmonaire humain.

e SQ20B, lignée cellulaire de carcinome épidermoide de la téte et du cou.

Le but était de montrer que les particules CuPRiX agissaient sur la migration et I’invasion des différentes
lignées cellulaires par la captation du cuivre dans le milieu tout en présentant des propriétés de radio sensibilisation

comme le produit AGuIX®. Les résultats ont fait I’objet d’une publication dans Pharmaceutics en 2022.

4.3.1 Résumé des résultats in vitro

Afin d’évaluer I’influence de CuPRiX sur la migration cellulaire, un test d’égratignure (Scratch wound
assay, [171]) a été effectué. Ce test consiste a évaluer I’impact d’un composé sur le temps de recouvrement d’une
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égratignure faite au niveau de la culture cellulaire. Le résultat de ce test pour la lignée cellulaire A549 sont
présentés en Figure 67.a. Dans le milieu de culture contenant CuPRiX, (800 uM de DOTAGA libre/500 uM
DOTAGA(Gd)), on remarque que les cellules (en jaune) mettent plus de temps pour recouvrir 1’espace de
I’égratignure que dans le cas contrdle ou le cas ot AGuIX® est introduit dans le milieu (500 uM DOTGA(GA)). 11
semble donc que CuPRiX diminue la migration cellulaire. De plus, un test en chambre de Boyden a été effectué
[172] afin d’étudier I’impact de CuPRiX sur I’invasion cellulaire. CuPRiX semble de la méme maniére diminuer

I’invasion cellulaire chez A549 et SQ20B.

L’activité de la métaloenzyme LOX a été évaluée. Comme évoqué en introduction, LOX est une enzyme
dépendante du cuivre qui a été identifiée comme jouant un rdle crucial dans le processus métastatique [146].
L’impact de CuPRiX sur ’activit¢é de LOX au sein des cellules A549 est présenté en Figure 67.b. L’ajout de
CuPRiX dans le milieu diminue significativement ’activité de cette enzyme. S’il n’est pas formellement prouvé
que I’impact de CuPRiX sur A549 est di a la chélation du cuivre dans le milieu, la diminution de I’activité de cette
enzyme cuivre dépendante de cet élément montre bien que CuPRiX joue un réle dans la disponibilité du cuivre

dans le milieu.

L’aspect radiosensibilisant de CuPRiX a pu étre mesuré et comparé & AGulX® (Figure 67.c). Malgré une
faible mise en évidence de cet effet sur A549, les particules CuPRiX présentent un impact comparable 3 AGuIX®
a Gd équivalent supposant que ’effet radiosensibilisant est bien toujours présent a travers le gadolinium de la

particule.

Ces tests préliminaires ont démontré le potentiel de CuPRiX en tant que dérivé d’AGulX® présentant de
nouvelles propriétés anti-angiogéniques. Cette nouvelle propriété, couplée a ’effet radiosensibilisant initial,

pourrait entrainer des effets synergiques sous irradiation.
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Figure 67. (a) Effet d'AGuIX® et de CuPRiX: sur la migration et l'invasion des A549 et SQ20B-CSC avec le test de
d’égratignure. Images représentatives de la migration des cellules A549 apreés traitement avec CuPRiXz (800 uM de
DOTAGA(GA) et 500 uM de DOTAGA libre) ou AGuIX® (800 uM de DOTAGA(GA)). (b) Effet d’AGuIX® (800 uM de
DOTAGA(Gd)) et de CuPRiX: (800 uM de DOTAGA(GA) et 500 uM de DOTAGA libre) sur l'activité LOX dans les
cellules A549. Les données sont présentées sous forme de moyenne £ SD (n = 2) avec deux répétitions techniques pour

chaque expérience. ** p < 0,01, *** p < 0,001, ANOVA a deux facteurs. (c) Effet radiosensibilisant d’AGuIX® (800 uM de
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DOTAGA(Gd)) et CuPRiXz (800 uM de DOT-AGA(Gd) et 500 uM de DOTAGA non complexé) sur A549. Chaque courbe

est la moyenne de trois expériences indépendantes.

4.3.2 Publication
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Abstract: An emerging target to overcome cancer resistance to treatments is copper, which is upregu-
lated in a wide variety of tumors and may be associated with cancer progression and metastases. The
aim of this study was to develop a multimodal ultrasmall nanoparticle, CuPRiX, based on the clinical
AGulX nanoparticle made of the polysiloxane matrix on which gadolinium chelates are grafted.
Such hybrid nanoparticles allow: (i) a localized depletion of copper in tumors to prevent tumor cell
dissemination and metastasis formation and (ii) an increased sensitivity of the tumor to radiotherapy
(RT) due to the presence of high Z gadolinium (Gd) atoms. CuPRiX nanoparticles are obtained by
controlled acidification of AGulX nanoparticles. They were evaluated in vitro on two cancer cell lines
(lung and head and neck) using the scratch-wound assay and clonogenic cell survival assay. They
were able to reduce cell migration and invasion and displayed radiosensitizing properties.

Keywords: copper depletion; ultrasmall nanoparticle; radiosensitization

1. Introduction

Copper is a trace metal playing a key role in a wide variety of metabolic processes. An
analysis of the human proteome allowed the identification of 54 copper-binding proteins in-
volved in endogenous processes such as mitochondrial respiration, antioxidant defense and
extracellular matrix cross-linking [1]. Copper levels must be finely regulated to maintain
homeostasis for proper cell function. Any disruption of this balance can lead to sicknesses
such as Wilson’s disease (copper overload) and Menkes disease (copper deficiency) or, as
described in different preclinical and clinical works, to cancer progression [2—4].

Copper may play a role in tumor growth, epithelial-to-mesenchymal transition (EMT),
stabilization of the tumor microenvironment [5] and pre-metastasis niche formation [6].
It can also induce a pro-angiogenic response, which is of great importance since tumor
size is limited to 1-2 mm in the absence of new blood vessel formation. Copper is also an
essential cofactor of various metalloproteins known to be closely correlated with tumor
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growth and metastatic invasion (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1 (MAP2K1),
lysyl oxidase (LOX) and lysyl oxidase-like, (LOXL), Secreted Protein Acidic and Cysteine
Rich (SPARC), ... ). Interestingly, higher copper levels were detected in the tumors or
serum of patients and animals in many different types of cancers, including oral, breast,
prostate, and lung cancers [7]. It is also important to note that circulating copper levels
tend to be higher in patients with metastases than in those with localized tumors [8]. This
suggests that a disruption of Cu homeostasis may contribute to carcinogenesis as well as
to the development of metastases, which thus makes it a prime target for more effective
cancer treatment [9].

It is from its involvement in such crucial mechanisms that the idea of removing copper
using copper chelators emerged a few decades ago in order to fight cancer. The first
major preclinical study was published in 1990 [10], followed by others revealing that a
copper depletion strategy could hinder cancer progression. These findings led to clinical
trials using chelating agents such as trientine (TETA), tetrathiomolybdate (TM) and D-
penicillamine (D-Pen), typically used for the treatment of Wilson’s disease. In all cases,
serum copper levels decreased and a phase 2 study on triple negative breast cancer patients
at high risk of recurrence (TNBC) treated with TM showed very promising results [11,12].
In addition to successfully depleting copper, they correlated lower levels of copper with
reduced levels of endothelial progenitor cells and LOXL-2, both of which are key elements
of tumor progression. However, in some trials, using trientine, side effects ranging from
anemia to neurological disorders have been observed [13].These disturbances could be
related to a non-localized copper depletion.

The use of a copper chelator is now being investigated as part of a multimodal ap-
proach, as it might slow cancer progression and enhance tumor cell sensitivity to other
treatments [11,14]. Copper chelators, such as TM, are now being combined with chemother-
apeutic agents [14,15], immunotherapy treatments [16,17] or radiotherapy [18].

In this approach, the use of nanoparticles could bring many advantages. First, nanopar-
ticles may have a specific biodistribution driven by their physicochemical characteris-
tics [19], which allows copper chelation to be brought closer to the tumor area, where the
copper concentration is higher. This approach has been explored by R. Tremmel et al.,
encapsulating the copper chelator TETA in surface-modified liposome used as nanocar-
rier [20]. Other teams have developed synthetic nanoparticles enabling copper depletion by
themselves through different mechanisms, such as polymer chelation [21,22] and copper—
sulfur interaction [23]. Only a few teams took advantage of this specific nanoparticle
biodistribution to combine copper depletion and delivery of therapeutic agents at the
same time. In this view, P. Zhou et al. developed a pH-sensitive biodegradable polymeric
nanoparticle capable of delivering both a copper chelator and the immunotherapeutic agent
R848 [24]. In vitro, this nanoparticle showed greater efficiency against metastatic breast
cancer than either the copper chelator or R848 alone.

To our knowledge, there is currently no work on nanoparticles combining copper
chelation and radiosensitization. In this work, we present a new generation of radio-
enhancing drug candidates based on a derivative of AGuIX® nanoparticles currently in
phase 2 clinical trials [25,26]. This optimized nanoparticle, named CuPRiX, is expected to
have the same initial properties as AGuIX®, namely (i) specific accumulation in tumors via
the Enhanced Permeability Effect (EPR), (ii) biodegradability and renal excretion, due to its
small size, (iii) its characteristics as an MRI contrast agent and (iv) its ability to increase
the efficacy of radiation therapy, thanks to the presence of gadolinium [27,28]. To those
properties, we aim to add the benefits of copper chelation by generating free chelators
(DOTAGA) on the surface of the nanoparticle through the neutralization of their carboxylic
moieties and the partial release of gadolinium at a low pH and a relatively high temperature.
The efficacy of this newly formed product, called CuPRiX, on cell migration, invasion and
radiosensitization has been evaluated in vitro on two cancer cell lines (oral and lung) as a
first proof of concept.
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2. Materials and Methods
2.1. Chemical Materials

The starting AGuIX® nanoparticles (gadolinium-chelated polysiloxane nanoparti-
cles) were provided by NH TherAguix (Grenoble, France) as lyophilized powder. These
nanoparticles are composed of a polysiloxane matrix on which DOTAGA(Gd) chelates are
covalently grafted. Their synthesis has been already described in Le Duc et al. [29]. The
2 M HClI solution was prepared by diluting concentrated HCI (extra pure, 37%) purchased
from CarlRoth. The NaOH 1 M solution was prepared using NaOH pellets from Fisher
Chemical (Waltham, MA, USA). The Cu?* titration solution was prepared by dissolving
CuCl; (powder, 99%) from Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France) in pH 2 aque-
ous solution. For the HPLC-UV phase preparation, acetonitrile (CH3CN, ACN, >99.9%)
was purchased from Sigma-Aldrich (France) and trifluoroacetic acid (TFA) from Fischer
Chemical (Waltham, MA, USA).

2.2. CuPRiXy, Synthesis

AGuIX® nanoparticles were dispersed at 200 g L~! in Milli-Q water (conductivity
p > 18 MQ:-cm). After 30 min of dispersion, the AGuIX® solution was poured in an HCl
2 M solution. Thus, the final mix composition is 1 M HCl and 100 g L1 in AGuIX®. The
mixture was left at 50 °C under stirring. A sample of the mixture was extracted every hour
in order to follow the gadolinium release by HPLC-IC/MS. After 3 h of reaction, a part
of the mix was isolated and the free gadolinium was removed during a purification step
performed with the Vivaflow 200 ultrafiltration system (PES membrane, molecular weight
threshold = 5 kDa, Sartorius Stedim Biotech, Gottingen, Germany). The final pH was
adjusted to 7.4 using 1 M NaOH. The solution was sterile filtered through a 0.2 pm filter
to remove the largest impurities. It was then freeze-dried for storage, using Christ-Alpha
1-2 lyophilizer (Coueron, France). This first product will be called CuPRiX;. In order to
release more gadolinium, the rest of the initial mix was left at 50 °C and under stirring
for an additional hour. The same process was followed, which led to a second product
called CuPRiX,. To summarize the procedure, CuPRiX; and CuPRiX; are obtained by
reaction at 100 g L~! in HCI (1 M) during 3 h and 4 h, respectively, before purification by
tangential filtration.

2.3. Gadolinium Release Followed by HPLC-ICP/MS

In-process extracts were analyzed to follow the gadolinium release in the reaction mix-
ture. The analysis was performed with a Nexion 2000B (Perkin-Elmer, Villebon Sur Yvette,
France), coupled with a Flexar LC system (Perkin-Elmer). The separation was performed
using a C4 reverse phase column (Jupiter®, 5 um, 300 A, 150 x 4.6 mm, Phenomenex, Le
Pecq, France). The measurements were performed on isocratic mode using the following
phase composition: HyO/ACN/TFA (98.9%/1%/0.1%) at 1 mL/min speed flow. Gd signal
was monitored using the isotope 152. The operating conditions used for the ICP-MS were:
nebulizer gas flow rate, 0.84 L/min; plasma gas flow rate, 15 L/min; auxiliary gas flow
rate, 1.2 L/min; radiofrequency power, 1600 W for the plasma. All other parameters were
tuned to maximize the Gd signal. Syngistix software version 2.3 (Perkin Elmer, Villebon
Sur Yvette, France) was used to control the ICP-MS. The Gd signal was acquired through
the Empower software version 7.3 (Waters, Milford, MA, USA).

2.4. Final Measurement of Gadolinium Amount by ICP-MS

The amount of gadolinium in AGuIX®, CuPRiX; and CuPRiX; was measured by
ICP/MS (Nexion 2000B, Perkin-Elmer, Villebon Sur Yvette, France) with a direct injection
mode. The calibration points and the samples were prepared in 1% HNOj3 solution. Gd
signal was monitored following isotopes 158 and 160. The operating conditions used for
the ICP-MS were: nebulizer gas flow rate, 0.84 L/min; plasma gas flow rate, 15 L/min;
auxiliary gas flow rate, 1.2 L/min; radiofrequency power, 1600 W for the plasma. All other
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parameters were tuned to maximize the Gd signal. Syngistix software version 2.3 was used
to control the ICP-MS. The Gd signal was acquired through Empower software version 7.3.

2.5. HPLC-UV

Shimadzu Prominence series UFLC system (Lyon, France), equipped with a CBM-
20A controller bus module, a LC-20 AD liquid chromatograph, a CTO-20A column oven
and an SPD-20A UV-visible detector was used for Gradient HPLC analysis. Wavelength
was fixed at 295 nm for UV-VIS detection. The separation was performed using a C4
reverse-phase column (Jupiter®, 5 um, 300 A, 150 x 4.6 mm) at a flow rate of 1 mL min~".
The gradient initial solution is 95% solvent A — 5% solvent B (A = H,O/ACN/TFA:
98.9 v%/1 v%/0.1 v%, B = ACN/H;O/TFA: 89.9 v%/10 v%/0.1 v%) over 5 min. In a
second step, the samples were eluted by a gradient developed from 5 to 90% of solvent B in
solvent A over 15 min. The concentration of solvent B was maintained over 5 min. Then,
the concentration of solvent B was decreased to 5% over a period of 5 min to re-equilibrate
the system, followed by an additional 5 min at this final concentration.

2.6. Measurements of Uncomplexed DOTAGA Groups Based on the Formation of
DOTAGA@(Cu?*)

The amount of uncomplexed DOTAGA groups in CuPRiX; and CuPRiX; was deter-
mined by titration by recording the increase in absorbance at 295 nm due to the formation
of DOTAGA@(Cu?*) complex. A series of samples with a fixed amount of CuPRiX product
and an increasing amount of Cu?* was prepared. All the samples were prepared in a pH 4.5
acetate buffer and allowed to react for 30 min to ensure a good complexation. Finally, the
samples were injected following the HPLC-UV method previously described. The breaks
in slope in the absorbance increase were directly related to the amount of uncomplexed
DOTAGA in the product.

2.7. Dynamic Light Scattering (DLS) and {-Potential Measurements

Direct measurements of the size distribution of the nanoparticles were performed at
10 g/L via Zetasizer NanoS DLS (Dynamic Light Scattering, laser He-Ne 633 nm, Malvern,
Palaiseau, France) from Malvern Instrument. The (-potential of the nanoparticles was also
determined via Zetasizer NanoS. Before the measurement, the nanoparticles were diluted
to 10 g/L in an aqueous solution containing 0.01 M NaCl.

2.8. Small-Angle X-ray Scattering Measurements

Small-angle synchrotron X-ray scattering (SAXS) was performed at ESRF (Greno-
ble, France) on a D2AM beamline. The incident photon energy was set to 15.7 keV (i.e.,
A =0.789681 A~1), with a beam size of about 45 um x 40 um. CuPRiX; and AGuIX®
suspensions were prepared at 100 g/L and transferred in glass tubes (Deutero GmbH,
Kastellaun, Germany, ref. 600020-200, external diameter: 3 mm, length: 60 mm, width:
0.2 mm). The sample-to-detector distance was set close to 1.84 m. The D5 solid-state detec-
tor (IMXPAD) was used for the 2D image collection. All scattered images were normalized
by the transmitted intensity, and radial averages were calculated around the image center
(mean center of incident beam). The 1D radially averaged pattern of the empty cell (solvent
+ tube) was subtracted to the 1D scattered patterns of the samples in order to deduce the
net intensity scattered by nanoparticles, i.e., I vs. q = 4m.sin(0) /A where 20 is the scattering
angle and q is the scattering vector.

2.9. Relaxivity Measurements

Relaxivity measurements were performed at 100 g/L on a Bruker Minispec mq60
NMR analyzer (Bruker, Billerica, MA, USA) at 37 °C at 1.4 T (60 MHz).
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2.10. Cell Lines and Cell Culture

The human lung adenocarcinoma cell line, A549, was purchased from the European
Collection of Authenticated Cell Culture (ECACC 86012804). A549 cells were cultured in
F12K medium (Gibco™) supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) (Dominique
Dutscher SAS, Bernolsheim, France) and 1% penicillin-streptomycin (Gibco™). The Head
and Neck Squamous Cell Carcinoma (HNSCC), SQ20B was established from HNSCC
(larynx) tumors and provided by ].B. Little (Department of Cancer Biology, Harvard School
of Public Health, Boston, MA, USA). Its sub-population of cancer stem-cells-like (SQ20B-
CSCs) was obtained by flow-cytometry cell sorting and cultured as described in [30,31].
Briefly, cells were first sorted by the Hoechst Dye Efflux Assay, which led to the generation
of a Side Population (SP). Then, from this SP, SQ20B-CSCs were isolated based on their CD44
expression. SQ20B-CSCs were cultured in a mixture of DMEM, Ham’s F12 (3:1, Gibco™)
supplemented with 0.4 ug/mL hydrocortisone (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France), 1% penicillin-streptomycin, 5% FBS and 20 ng/mL Epithelium Growth Factor (EGF,
Sigma-Aldrich). Due to their cancer stem-cell-like characteristics, only the SQ20B-CSC
subpopulation was used. Both cell lines were cultured in humidified atmosphere with 5%
CO,, at 37 °C.

2.11. Scratch-Wound Assay

Cells (4 x 10*/well) were seeded in IncuCyte® ImageLock 96-well plates (Essen
BioScience, Ltd., Royston, UK) and incubated for 16 h at 37 °C to reach 90-100% confluency.
The cell layer was then scratched with the 96-well Wound-Maker™ (Essen BioScience)
and washed 2 times with PBS 1X (Gibco). For invasion assays, 50 puL of reduced Matrigel
(Corning) diluted at 1 mg/mL in medium was added to each well and the plate was
incubated 30 min at 37 °C to allow the gelation of the matrix. Afterwards, 100 puL of medium
alone or containing CuPRiX; (800 uM of DOTAGA(Gd) and 500 uM of uncomplexed
DOTAGA) or AGuIX® (800 uM of DOTAGA(Gd)) was added to the appropriate wells.
Finally, the plate was placed in the IncuCyte (objective 10X), and images of each well were
taken automatically every 2 h in the CO, incubator. Data were analyzed using IncuCyte
ZOOM software (v. 2018A, Essen BioScience, Ltd., Royston, UK) and expressed as a
percentage of wound confluency (relative wound density).

2.12. LOX Activity Assay

A549 and SQ20B-CSC cells were seeded in 25 cm? flasks in appropriate medium and
allowed to adhere. The medium was then replaced with medium containing CuPRiX;
(800 uM of DOTAGA(Gd) and 500 uM of uncomplexed DOTAGA) or AGuIX® (800 uM of
DOTAGA(Gd)) and incubated for 24 h or 48 h. At both time points, the medium from each
condition was collected and LOX activity was determined using LOX Activity Fluorometric
Assay Kit (ab112139, Abcam, Cambridge, UK) according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, the cell culture medium was collected and centrifuged at 13,000 x g for 5 min at
4 °C. Then, 50 uL of supernatant were distributed in duplicate into a clear-bottom 96-well
plate (50 pL of assay buffer was used as a blank) and 50 uL of LOX reaction mix was added
to each well. The plate was incubated for 40 min at 37 °C in the dark. Fluorescence was
then monitored on a microplate reader at Ex/Em = 560/590 nm. LOX activity levels are
expressed as relative to background noise (blank control).

2.13. Clonogenic Survival Assay

Cells were seeded at a density of 4 x 10* cells/cm? and allowed to grow overnight.
The cells were then incubated for 24 h in serum-free media alone or supplemented with
AGuIX® (800 uM of DOTAGA(Gd)) or CuPRiX; (800 uM of DOTAGA(Gd) and 500 uM
of uncomplexed DOTAGA). Cells were irradiated with single dose of 2, 3, 4 or 6 Gy with
220 kV X-ray at a dose rate of 2 Gy.min ! and then incubated for 4 h. Afterwards, they were
washed with PBS, trypsinized, counted, replated in 25 cm? flasks, and incubated for 10 days.
Cells were then fixed with ethanol 96% (VWR) and stained with Giemsa (Sigma-Aldrich)
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diluted at 1/20 in distilled water. The flasks were rinsed with distilled water and allowed
to dry overnight. Colonies with 64 cells or more were counted using the Colcount™
system (Oxford Optronix Ltd., Abingdon, United Kingdom). Clonogenic survival curves
were fitted according to the linear quadratic equation SF = e~ (D+BD?) yhere SF is the
surviving fraction; « represents the probability of lethal event, 3 the sublethal events and
D the irradiation dose.

3. Results and Discussion

3.1. From AGuIX® to CuPRiX: Chemically Designed to Increase the Amount of Uncomplexed
DOTAGA

3.1.1. Controlled Release of Gadolinium

AGuIX® nanoparticles are ultrasmall nanoparticles made of polysiloxane core and co-
valently grafted gadolinium chelates. The chelate is DOTAGA (2-(4,7,10-tris(carboxymethyl)-
1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1-yl)pentanedioic acid), a derivative from DOTA (1,4,7,10-
tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid). DOTA is a macrocyclic molecule well
known for the high stability constants of its complexes formed with trivalent lanthanides
cations such as Gd** with log10(K) = 25.6 [32]. DOTAGA has been chosen due to its addi-
tional carboxylic function that ensure strong gadolinium chelation after functionalization
on the polysiloxane inorganic matrix (log K = 24.78) [33]. This high stability is mainly due
to the carboxylic acid groups capable of chelating in the deprotonated state [34]. Here,
the dissociation of gadolinium from the DOTAGA@(Gd?3*) groups covalently grafted on
AGuIX® has been performed through protonation of the chelate in strong acidic conditions.
Indeed, AGuIX® nanoparticles were placed in a 1 M HCl acidic medium in order to force
the competitive protonation of the chelate, leading to the release of some of the Gd>*
cations [35,36]. The dissociation kinetics was favored by heating the solution at 50 °C dur-
ing the release step. The free Gd*>* ions can be easily separated from the rest of the mixture
components by HPLC using a reverse phase C4 column. Thanks to the quantification by
ICP-MS, the released gadolinium could be monitored all along the process, as illustrated in
Figure 1. In the end, the amount of uncomplexed DOTAGA in the final product should
be directly related to the amount of gadolinium initially released at the time we decide to
stop the reaction. Two different nanoparticles, CuPRIX; and CUPRiXj,, with an increased
ratio of uncomplexed DOTAGA have been prepared by ending the reaction after 3 and 4 h,
respectively. To prevent the released Gd** from being chelated again and to ensure a good
safety of the product regarding the toxicity of free Gd>* [37], a purification step has been
performed using Vivaflow 200 ultrafiltration system with a cutoff of 5 kDa. The absence of
free Gd** in the mixture after purification and before freeze-drying has been confirmed by
HPLC-ICP/MS, as shown on Figure S1.

(a) HPLC-ICP-MS :::
[, | ‘ . 3
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\ | / : .
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1 1 1

I Reaction time in HCI 1M at 50°C
| 1 1

2h 3h 4h
(b) AGuIX*® CuPRiX, CuPRiX,
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Figure 1. (a) Increase in free gadolinium (retention time close to 2.3 min) at different time points of
the reaction followed by HPLC—ICP/MS. (b) Schematic view of the impact of the process on the
nanoparticle starting from AGuIX® to obtain CuPRiX; (3 h of reaction) and CuPRiX (4 h of reaction).
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3.1.2. Characterization of CuPRiX; and CuPRiX,
Size

The size of the nanoparticles will impact their pharmacokinetics [19] as well as its
elimination pathway [38]. The hydrodynamic diameter (Dy) of the particles has been
measured through dynamic light scattering (DLS). The volume distributions of the hydro-
dynamic diameter for CuPRiX; and CuPRiX; are displayed in Figure 2c. As expected, the
measured Dy are close, equal to 4.6 4= 1.6 nm for CuPRiX; and 5 4 2.1 nm for CuPRiX;,
respectively. These diameters are below the glomerular cutoff (<8 nm) [38] and thus
good renal clearance from the body can be expected, as previously observed for AGuIX®
nanoparticles [39]. Moreover, they are also close to the diameter of AGuIX® nanoparticles
(Dy = 3.6 + 1.3 nm, displayed on Figure S2c). The gyration radii of CuPRIX2 and AGuIX®
nanoparticles was also evaluated by SAXS. The Guinier plots are shown in supplemen-
tary materials (Figure S3a) and yield gyration radii of 17.9 and 19.0 A for CuPRIX, and
AGuIX®, respectively. In log-log representation (see Figure S3b), the theoretical Guinier
law (i.e., I() = Io-exp(—q?-Rg?/3)) deviates from the experimental results at high g values,
as expected from the transition to surface scattering with a modified Porod’s law [40]
(I(9) = C/q* — B/¢*), accounting for diffuse boundary. Indeed, the slope of the scattering
diagrams in the log-log scale is slightly higher than 4. In the low-q range, scattering by
AGuIX® displays a scattering excess compared to the theoretical Guinier law, showing the
presence of small aggregates of particles. An opposite trend is observed for CuPRIX,. This
may originate from interparticle repulsive interactions associated with a negative charge
surface, resulting from the partial dissociation of DOTAGA-Gd3* complexes and thus the
regeneration of the negatively charged uncomplexed DOTAGA.

HPLC-UV

The HPLC-UV chromatograms recorded at 295 nm, which correspond to the maximum
absorption of the initial nanoparticle AGuIX® [41], can be found in Figure 2b. High
purity close to 99% is obtained for CuPRiX; and CuPRiX; products measured directly
from the absorbance ratio (purity% = Abs[10-15 min]/Abs[0-15 min]) of the HPLC-UV
chromatograms. In addition, both modified products exhibit an elution peak located at
a similar retention time (Tr) of 10.9 min, which is also close to that of AGuIX® equal to
10.7 min (Figure S2b).

{-Potential Measurement

The recorded (-potential of CuPRiX; and CuPRiX; depending on the pH is presented
in Figure 2d. The nanoparticles share the same general behavior towards pH. The particles
are positively charged at low pH due the protonated amine groups on the surface coming
from the initial APTES used in the synthesis of AGuIX® [33]. At pH 3, the predominant form
of the uncomplexed DOTAGA groups is the neutral one, HyDOTA [42]. With increasing
pH, the amount of the NH3* decreases and the DOTAGA groups increasingly switch to the
negative charged form, leading to a decrease in (-potential. The pH at the Iso-Electric Point
(IEP) decreases from 7.2 for AGuIX® (Figure S2d) to 6.7 for CuPRiX; and 6.3 for CuPRiX,.
This decrease in IEP is in agreement with the increase in the amount of uncomplexed
DOTAGA groups. Indeed, complexed DOTAGA@(Gd>*) is more stable and has a fixed
negative charge of —1 compared to uncomplexed DOTAGA which tends to —4 at high
pH. For an equivalent amount of amine groups, the IEP will therefore be obtained at a
lower pH.

Uncomplexed DOTAGA Measurement

The amount of uncomplexed DOTAGA groups in CuPRiX; and CuPRiX; was mea-
sured by HPLC-UV. Different samples have been prepared with a fixed number of particles
and an increasing amount of Cu?* at fixed pH to ensure increasing complexation. Due to
the high absorbance of the DOTAGA@(Cu?*) complex at 295 nm [36], a significant increase
in the overall absorbance can be observed at this wavelength (CuPRiX; measurement is
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shown in Figure S3, CuPRiX, measurement is shown in Figure S4) until there was no free
uncomplexed DOTAGA group ready to chelate. The amounts of uncomplexed DOTAGA
groups in CuPRiX; and CuPriX; are approximately 182 nmol and 253 nmol per mg of prod-
uct, respectively. In comparison, AGuIX® displays only 8 nmol of uncomplexed DOTAGA
per mg of product (Figure S5).
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Figure 2. (a) Schematic representation of CuPRiXx with a detailed structure of DOTAGA(Gd) and
uncomplexed DOTAGA groups; (b) HPLC-UV chromatograms of CuPRiX; and CuPRiX; (10 uL,
100 g/L) recorded at 295 nm; (c) Hydrodynamic diameter distribution in volume obtained by dynamic
light scattering; (d) Zeta potential vs. pH for CuPRiX; and CuPRiX5; (e) Comparison of the amount of
DOTA groups between CuPRiX; and CuPRiX; based on their unchelated DOTAGA measurements.

Relation between Gadolinium Content and Relaxivity Measurements

Finally, the amount of remaining gadolinium was measured by ICP/MS. The results
can be found in Table 1 and show a decrease in gadolinium content with time spent in the
acidic medium (10.5%, 8.2% and 6.2% for AGuIX®, CuPRiX; and CuPRiXp, respectively).
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The total amount of DOTAGA in each product (DOTAGA(Gd) + Uncomplexed DOTAGA)
can be then calculated.

[total DOTAGA] = [Uncomplexed DOTAGA] + [Gd]

Uncomplexed DOTAGA content (%) = [Uncomplexed DOTAGA]/[total DOTAGA]

Table 1. Comparison of the chemical and physical characteristics of AGuIX®, CuPRiX; and CuPRiX,.

Feodiy G Gl Frf;n?cf?/gt;?A ufi'n) (S:\) PHIEP (1M1 (s-LmM-)
AGuIX® 105 82 109 3.6+134 7.15 189 30.4
CuPRiX; 82 182+ 14 109 46+ 156 6.71 202 335
CuPRiX, 6.2 253 4+ 8 107 5421 6.29 307 512

AGuIX® has a total DOTAGA content of 676 nmol per mg (1.2% of Uncomplexed
DOTAGA), CuPRiX; has a total DOTAGA content of 703 nmol per mg (25.9% of Uun-
complexed DOTAGA) and CuPRiX; has a total DOTAGA content of 647 nmol per mg of
product (39.1% of uncomplexed DOTAGA). As a conclusion, with a variation of about
+4% from the initial total DOTAGA content of AGuIX®, CuPRiX; and CuPRiX; show a
similar total DOTAGA content to that of the starting nanoparticle (See Table 1) and the
acidic treatment does not induce strong hydrolysis of the inorganic matrix. CuPRiX; and
CuPriX; show higher ry and r, than AGuIX®, Owhich may be explained by higher hydrody-
namic diameter correlated to higher correlation rotation time [27], even if this hypothesis
is mitigated by a comparable radius of gyration determined by SAXS for AGuIX® and
CuPRiX; (See Figure S3b).

3.2. CuPRiX Impacts Migration Processes

With copper being a key element in metastasis formation, the effects of its chelation
on cell migration were evaluated using a wound-healing assay.

3.2.1. Determination of the Optimal Dose for the Use of CuPRiX

In order to determine the optimal dose of both CuPRiX; and CuPRiX; to be used in
the following assays, a first evaluation of cell migration was performed with concentrations
ranging from 100 to 500 uM of non-chelated DOTAGA. Maximum efficacy was observed
for a concentration of 500 uM (See Figures S7-S9). It can also be noted that for an equal
concentration of uncomplexed DOTAGA, CuPRiX; and CuPRiX; produce the same effect
on cell migration (See Figure S10). This indicates that both types of CuPRiX can be used
indiscriminately. A concentration of 500 uM of CuPRiX; was selected for all further assays
in order to (i) maximize efficiency and (ii) limit the concentration of nanoparticles as much
as possible to avoid possible side effects linked to the concentration of nanoparticles.

3.2.2. CuPRiX Decreases Migration and Invasion of A549 and SQ20B-CSCs Cells

Figure 3 shows representative images of A549 (See Figure 3a) and SQ20B-CSC (see
Figure 3b) cell migration in the absence or in presence of CuPRiX; as well as the relative
wound density calculated after 12, 24, 36 and 48 h of treatment, with (see Figure 3e,f) or
without Matrigel (See Figure 3c,d). CuPRiX; was able to significantly decrease the motility
of A549 and SQ20B-CSCs cells. At 48 h after wounding without Matrigel, the wound was
closed at 80.6 4= 8.6% and 96.7 + 3.4% for A549 and SQ20B-CSCs cells, respectively, whereas
only 68.7 + 6.6% and 85.8 + 8.4% of the wound was closed for treated cells (*** p < 0.001, see
Figure 3c). When A549 and SQ20B-CSCs cells were treated with CuPRiXj, in the presence of
Matrigel, the invasion process was decreased, as 56.8 & 5.8% and 72.2 + 7.4% of the wound
was closed, respectively. These values are lower than for untreated cells where 76.4 + 8%
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and 86.1 =+ 7.9% of the wound was closed after 48 h (** p < 0.01 for A549,*** p < 0.001 for
SQ20B-CSC, See Figure 3e,f). For both cell lines, AGuIX®, at the same concentration of
gadolinium, did not interfere with migration or invasion, demonstrating the distinctive

efficacy of CuPRiX and uncomplexed DOTAGA.
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Figure 3. Effect of AGuIX® and CuPRiX; on migration and invasion of A549 and SQ20B-CSCs with
the scratch wound assay. Representatives images and quantitative analysis of migration of A549 (a),
(c) and SQ20B-CSCs (b,d) cells after treatment with CuPRiX; (800 uM of DOTAGA(Gd) and 500 uM
of uncomplexed DOTAGA) or AGuIX® (800 uM of DOTAGA(GA)). (e,f) Quantitative analysis of
invasion (1 mg/mL of Matrigel) of A549 and SQ20B-CSCs cells, respectively, after treatment with
CuPRiX; or AGuIX®. Relative wound density is a measure of the density of the cell region (%). Data
are presented as mean + SEM (1 = 3) with 6 technical replicates for each experiment. * p < 0.05,

**p <0.01, ** p < 0.001, two-way ANOVA.

120

SQ20B-
CSCs

SQ20B-
CSCs +
CuPRiX,

SQ20B-
CSCs +
AGuIX®

Relative Wound Density (%)

12 24 36 48

Time elapsed (h)
™ SQ20B-CScs ™ SQ20B-CSCs ™ SQ20B-CSCs
+ AGuIx® +CuPRiX

(d)

=}

Relative Wound Density (%)



Pharmaceutics 2022, 14, 814

11 0f 17

The difference in wound closure cannot be explained by cell growth arrest because
CuPRiX did not affect the proliferation of A549 and SQ20B-CSCs cells (see Figure S6), and
this shows that CuPRiX; can decrease the migration and invasion of A549 and SQ20B-
CSC cells.

3.2.3. CuPRiX Decreases LOX Activity

After showing the ability of CuPRiX to decrease cell migration and invasion with a
functional assay, the objective of this experiment was to ensure that this effect could be
attributed to copper chelation. To this end, the activity of lysyl oxidase (LOX), a copper-
dependent enzyme involved in migration pathways, was evaluated after the addition
of CuPRiX; or AGuIX®. Treatment for 24 h and 48 h with CuPRiX; resulted in a 26.4%
(** p <0.01) and 33.2% (*** p < 0.001) decrease in LOX activity for A549 cells (Figure 4a) and
21.7% (*** p < 0.001) and 23.4% (*** p < 0.001) for SQ20B-CSC (Figure 4b) cells, respectively.
AGuIX® did not alter LOX activity in either cell line.
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Figure 4. Effect of AGuIX® (800 uM of DOTAGA(Gd)) and CuPRiX, (800 uM of DOTAGA(Gd) and
500 uM of uncomplexed DOTAGA) on LOX activity in (a) A549 and (b) SQ20B-CSCs cells. Cells were
treated for 24 h and 48 h and the activity of LOX (an extracellular copper-dependent enzyme) in the
culture medium was assessed. LOX activity levels are relative to background noise (blank control).
Data are presented as mean =+ SD (1 = 2) with 2 technical replicates for each experiment. ** p < 0.01,
*** p < 0.001, two-way ANOVA.

The decrease in LOX activity could be the consequence of reduced copper availability,
showing that CuPRiX; was able to chelate copper and make it unavailable to LOX. In
addition, the ability of CuPRiX; to chelate copper in Cu-laden water has already been
proven (see Figures S4-56), but this assay demonstrates this feature in a biological medium.

3.3. CuPRiX Radiosensitizes A549 and SQ20B-CSC

Clonogenic assays were performed to compare the radiosensitizing efficacy of AGuIX®
and CuPRiXjy, both presenting DOTAGA(Gd) on their surface (Figure 5). Radiobiological
parameters were determined from these data (Table 2). For both cell lines, cell survival
fractions (SF) decreased with CuPRiX, and AGuIX®. At 4 Gy, the SF of SQ20B-CSC and
Ab549 alone was 0.33 and 0.15, respectively. When treated with AGuIX® and CuPRiX,,
the SF of SQ20B-CSC at 4 Gy decreases to 0.26 and 0.24, respectively, and the SF of A549
decreases to 0.12 in both cases. Additionally, the probability of having a direct lethal effect,
represented with the « coefficient, increased with both CuPRiX and AGuIX®. In addition,
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treatment with CuPRiX; and AGuIX® resulted in a 13% and 18% increase in A549 cell death
and an 11% and 9% increase in SQ20B-CSC cell death at 2 Gy, respectively (Table 2). With
an equivalent amount of Gd (800 uM), CuPRiX; induces about the same radiosensitizing
effect as AGuIX® on both cell lines.

Dose (Gy) Dose (Gy)
0 2 4 6 0 2 4 6
1.00 ! . ) 1.00 1 . )
2 v
& & "
g 010 A & 0.10 - NG
= £
E - A549 E - SQ20B-CSCs
@ = A549 + AGuIX® 2 = SQ20B-CSCs+ AGuIX®
i ~+ SQ20B-CSCs + CuPRiX
001 4 A549 + CuPRiX, 0.01 SQ u 2
@ (b)

Figure 5. Radiosensitizing effect of AGuIX® (800 uM of DOTAGA(Gd)) and CuPRiX; (800 uM of
DOTAGA(Gd) and 500 uM of uncomplexed DOTAGA) on (a) A549 and (b) SQ20B-CSCs cell lines.
Both cell lines were treated with 800 uM of Gd. Each curve is the mean of 3 independent experiments.

Table 2. Summary of radiosensitizing parameters, Djg and SERxgy.

A549 + A549 + SQ20B-CSCs + SQ20B-CSCs +

RO i CuPRiX, AGuIx® SQEIB-CoCs CuPRiX, AGuIX®
« 0.2825 0.3691 0.422 0.1005 0.1477 0.1136
B 0.0485 0.0393 0.0282 0.0444 0.0504 0.0492
Dio 457 428 425 6.16 5.45 56
SER2Gy . 13% 18% . 11% 9%

Coefficients « and {3 are determined using the linear-quadratic model, with « being
the probability of a lethal event occurring and (3 being the probability of a sublethal event
occurring; Dyg is the calculated dose leading to 10% cell survival fraction; and SERygy is
the Sensitizing Enhancement Ratio calculated as follow:

SF2Gy (control) — SF2Gy (AGuIX())

SER2Gy(%) = SF2Gy (control) ’

with SFGy being the survival fraction at 2 Gy.

3.4. Discussion

Because elevated levels of copper have been observed in multiple cancer types and are
associated with mechanisms such as cancer migration and the development of metastases,
there is increasing interest in copper chelation as a cancer therapy [9,11]. In this view, many
of the copper chelators tested are oral drugs used for disease such as Wilson’s disease that
have been repurposed for cancer treatment. Although they all have their own ability to
chelate copper, some copper chelators may have important side effects [9]. An advantage of
using nanoparticles as multifunctional macro-chelatants is their ability to target tumors via
the EPR effect [43] and potentially induce a blockage of migration mechanisms within the
tumor. In this study, the efficacy of CuPRiX nanoparticles to chelate copper was evaluated
and was shown to decrease migration on one hand, and to enhance radiation therapy
efficacy on the other hand. As increased copper levels have been measured in oral [44] and
lung [45,46] cancers and they are both prone to metastasis, we tested one cell line on each
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cancer: A549 (lung) and SQ20B (oral). We chose to test our drug on a subpopulation of the
SQ20B cell line that exhibits stem-cell characteristics such as high radioresistance [47] and
migratory and invasive capabilities [48].

CuPRiX, unlike AGuIX®, was able to decrease cell migration and invasion in our
two models, indicating that the presence of free chelate at its surface triggers an effect. In
the literature, few articles demonstrate effective copper chelation in vitro, as their ability
to chelate copper has been widely tested and validated. As this work is a first proof-
of-concept study, and despite the known ability of DOTAGA to chelate copper, it was
important to correlate the observed migration inhibition with copper chelation. LOX
activity, a copper-dependent enzyme, was significantly decreased in both cell lines when
treated with CuPRiX. This confirms the effectiveness of CuPRiX in chelating copper and
supports the hypothesis that the effect on migration is indeed due to a lack of copper
availability even if the chelation of other metals may also play a role. Additionally, LOX is
known to be involved in metastasis formation [49], and it has been shown that catalytically
active LOX regulates in vitro motility and cell-matrix adhesion formation [50] and is able
to promote tumorigenesis and metastasis [51]. Therefore, CuPRiX, by copper chelation, has
shown its potential to inhibit this key enzyme for metastasis and might be able to have a
significant impact on cancer progression. To our knowledge, only one nanoparticle was
shown to induce a decrease in cell migration by copper chelation, in a human umbilical
vein endothelial cell line (HUVEC) [24].

The complexity of cancer mechanisms and the heterogeneity of response to treatments
make combination therapies a necessary tool to overcome resistance. Few studies have eval-
uated the effect of copper chelation associated with radiation therapy. In 2006, Khan et al.
showed that the combination of TM and radiotherapy improved local control of HNSCC
in an isogenic mouse model [18]. Despite these promising results, there are currently no
nanoparticles combining copper chelation and radiosensitization in their effect.

CuPRiX is a nanoparticle derived from AGuIX®, a radiosensitizing agent currently
undergoing evaluation in multiple phase II clinical trials in different types of cancer. The
efficacy of AGuIX® as a radiosensitizing agent has been well documented [27,52], and our
results showed that CuPRiX; is also able to induce radiosensitization due to the presence
of gadolinium. Since the observed sensitizing efficacy is equivalent whether using AGuIX®
or CuPRiX with an equivalent amount of gadolinium, this suggests that it is solely due
to the presence of gadolinium. Nevertheless, CuPRiX appears to be a strong candidate as
an anti-migratory agent. Recently, Yan, We, Hu et al. identified a novel role of copper in
promoting the radioresistance of hepatocellular carcinoma cells [53]. We can hypothesize
that a synergistic effect of metallic nanoparticles and copper chelation could be obtained in
cell lines or tumors with a significantly elevated copper amount. Since CuPRiX is derived
from AGuIX® and that display very close physico-chemical features, we can expect similar
behaviors in terms of biodistribution, degradability and contrast agent properties [54] in
future preclinical and clinical studies.

4. Conclusions

In this manuscript, we present a new generation of hybrid nanoparticles, derived
from AGuIX®, capable of overcoming the radioresistance of tumors, with the presence
of DOTAGA(Gd), and potentially limiting metastases with the chelation of copper by
uncomplexed DOTAGA that decreases cell migration and invasion in two different cell lines.
The chemical synthesis offered the possibility to finely design the amount of non-chelated
DOTAGA on the final nanoparticle by controlling reaction time. These nanoparticles
display ultrasmall sizes and zeta potentials close to those of AGuIX® nanoparticles.

As a first proof of concept, we showed that, thanks to the presence of free DOTAGA
on its surface, CuPRiX; can successfully chelate copper in a complex medium and decrease
the migration and invasion of two lung and oral cancer cell lines. This observation could
be partly explained by the inhibition of a copper-dependent enzyme, LOX, involved in
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metastasis formation. In addition, we confirmed the radiosensitizing efficacy of CuPRiX, in
the same way as AGuIX® nanoparticles.

Further experiments are now needed to better understand the underlying mechanisms
as well as the efficacy of CuPRiX; on other cancer models in vitro and in vivo.

5. Patents

Two patents have been filed on the results described in this publication by PR, FL
and OT for the chemical process (FR2011904) and by PR, FL, OT, DBV and CRL for copper
chelation in oncology (FR2011903).

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/ pharmaceutics14040814 /s1. Figure S1: Comparison of free
Gd3* ions level before and after purification followed by HPLC-ICP/MS. Figure S2: (a) Schematic
representation of AGuIX® with the detailed structure of chelated DOTAGA groups; (b) HPLC-UV
chromatograms of AGuIX® (10 uL, 100 g/L) recorded at 295 nm; (c) Hydrodynamic diameters
distribution in volume as obtained by dynamic light scattering; (d) Zeta potential vs. pH for AGuIX®.
Figure S3: Calculation of radius of gyration by SAXS (a) Guinier plots for CuPRiX2 and AGulIX
hybrid nanoparticles (b) Log-Log reprensentation using the same Guinier modelling. Figure S4:
Measurement of unchelated DOTAGA on AGuIX®. Figure S5: Measurement of unchelated DOTAGA
on CuPRiX;. Figure S6: Measurement of unchelated DOTAGA on CuPRiX;. Figure S7: Effect
of increasing concentrations of CuPRiX; (0, 50, 100, 500, 1000 uM free chelate) on cell motility of
A549 cells. Figure S8: Effect of increasing concentrations of CuPRiX; (0, 50, 100, 500, 1000 uM of
uncomplexed chelate) on cell motility of A549 cells. Figure S9: Effect of CuPRiX1 and CuPRiX2 on cell
motility of A549 cells. Figure S10: Proliferation of A549 (a) and SQ20B-CSCs (b) cells after treatment
with CuPRiX; (500 uM of free DOTAGA).
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4.4 Conclusion et perspectives

Ce projet a permis de mettre en évidence la faisabilité de la voie de relargage du gadolinium par protonation
assistée. Ainsi, en une étape simple de traitement acide, il est possible de modifier le contenu complexé a la surface
d’AGulIX®, tout en conservant la grande majorité de ses caractéristiques. Le projet CuPRiX met en avant la
versatilité &’ AGulX® qui doit étre vu comme une nanoparticule plateforme ajustable au cadre d’utilisations visées.
Ici, on souhaite apporter 8 AGulX®la capacité de complexer 1‘exces de cuivre au sein des tumeurs via la présence
de groupements DOTAGA libre a la surface de la nanoparticule. Ces groupements sont issus du relargage du
gadolinium initialement complexé. Les analyses chimiques effectuées ont validé I’obtention du produit désiré et
les premiers résultats in vitro réalisés par nos partenaires ont démontré 1’intérét de 1’utilisation de CuPRiX. Ces
résultats encourageant doivent prochainement faire 1’objet de test in vivo afin de confirmer 1’effet de la thérapie
de chélation via CuPRiX. De plus, grice a la présence de gadolinium il est raisonnable d’espérer observer une
synergie entre les effets anti-tumoraux de la chélation de cuivre et I’effet radiosensibilisant apporté par le reste du
gadolinium encore en surface. Ce travail a donné lieu au dépot de deux brevets. Le premier portant sur 'usage des
nanoparticules présentant des DOTAGA libres pour la chélation de métaux dans ’organisme. Le second est
focalisé sur le procédé de relargage de gadolinium ouvrant de nombreuses possibilités pour obtenir de nouveaux

produits issus d’AGuIX®.

Le relargage du gadolinium ouvre une voie vers la formation de nanoparticules de types AGuIX® dont le
contenu complexé en surface peut étre ajusté a facon. C’est dans cette optique que le procédé de relargage sera
utilisé dans le chapitre suivant pour remplacer le gadolinium originel par du bismuth afin d’augmenter 1’effet

radiosensibilisnat de la nanoparticule.
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5 AGuIX(Gd/Bi) : Augmentation de I’effet radiosensibilisant
5.1 L’effet radiosensibilisant : Mécanisme et amplification

5.1.1 La radiothérapie : Un processus complexe

La radiothérapie renvoie au traitement des tumeurs par 1’'usage de rayonnements ionisants. Ce traitement
voit le jour pour la premiére fois a la fin du 19°™ siecle, suite 4 la découverte par Wilhelm Conrad Rontgen des
rayons X en décembre 1895. L’objectif de cette partie est de présenter les grands principes de ce processus.
L’interaction d’un rayonnement ionisant avec un organisme vivant se décomposent en 3 phases : 1) une phase

physique, 2) une phase chimique et 3) une phase biologique (Figure 73).

5.1.1.1  Phase physique

L’interaction d’un rayonnement énergétique avec la matiére résulte en un dép6t d’énergie au sein de la
matiére traversée. Ce dépdt d’énergie peut mener a une excitation électronique (passage d’un électron d’un atome
vers un niveau plus énergétique sans étre expulsé), voir a une ionisation (&jection d’un ou plusieurs €lectrons de
I’atome) on parle alors de rayonnement « ionisant ». Cette ionisation se caractérise donc par un dépot tres localisé
d’une quantité d’énergie suffisante pour induire des dégats périphériques tels que des ruptures de liaisons

chimiques.

Il existe 2 grandes familles de rayonnements ionisants : les rayonnements électromagnétiques et les
rayonnements particulaires. Les rayonnements électromagnétiques comme les rayons X ou y sont des ondes. Ils se
caractérisent par leur longueur d’onde A, leur fréquence v et leur vitesse ¢ (vitesse de la lumiere). Ils se caractérisent
aussi par leurs énergies E avec E = hv ou h est la constante de Planck. Cette énergie est généralement exprimée en
électron Volt (1 eV = 1,602 176 634 x 10—19 J). Si ces rayonnements présentent une énergie suffisante ils peuvent
produire une ionisation dans la matiere traversée. Les rayonnements particulaires se définissent par une masse,
une vitesse et souvent une charge (protons, neutrons, électrons, ions carbone, ...), leurs énergies sont suffisantes

pour entrainer une ionisation directe de la matiére traversée.

La dose absorbée est une mesure de la « quantité » de rayonnement ionisant recue par un tissu : elle se
définit par 1’énergie absorbée par masse de tissu traversée, elle est donc exprimée en Joules par kilogramme
(J.Kg™"). Cette unité est appelée le Gray (1 Gy = 1 J.Kg™'). Le principe méme de la radiothérapie est donc de
déposer une dose suffisante d’énergie au sein de la tumeur, via les rayonnements ionisants, pour induire des

dommages au niveau local. Les rayonnements ionisants les plus utilisés en clinique sont les rayons X.

Les mécanismes d’interactions entre rayons X et matiere dépendent de deux parametres principaux :
I’énergie E du rayon X et le numéro atomique Z de I’atome rencontré. En radiothérapie, les principaux mécanismes
impliqués dans le dépot de dose sont I’effet photo-€léctrique, I’interaction Compton et la production de « paires ».

La probabilité qu’un type de mécanisme se réalise est appelée section efficace d’interaction ou « cross-section ».
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5.1.1.1.1 Effet photo-électrique

L’effet photo-électrique consiste en I’absorption d’un photon X par un atome, entrainant I’expulsion d’un
¢électron situé dans les couches électroniques internes de 1’atome. L’énergie du photon incident est presque
entiérement transmise a I’électron expulsé, celui-ci peut se déplacer sur quelques microns causant des dommages
aux molécules environnantes par ionisation. La lacune électronique ainsi créée est comblée par un électron d’une
couche plus externe de I’atome. Ce changement d’orbital atomique entraine une libération d’énergie lors d’un
processus de désexcitation atomique qui peut se faire de deux fagons : soit sous la forme de I’émission d’un photon
X de fluorescence, soit sous la forme de I’éjection d’un électron d’une orbitale plus externe appelé alors électron

Auger qui peuvent se déplacer sur une dizaine de nanometre.
La résultante de I’effet photo-électrique est donc (Figure 68) :

- Un photon incident complétement absorbé
- Un photoélectron éjecté de son orbite
- Un photon de fluorescence X ou un électron Auger. La probabilité d’émission d’un photon ou d’éjections

un électron dépend principalement de la nature de 1’élément rencontré.
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Figure 68. Schéma illustrant ’effet photoélectrique. Figure adaptée de Butterworth et al. [76].
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Figure 69. Ratio i d’émission d’un photon X de fluorescence sur I’émission d’un électron Auger par effet photoélectrique

selon le numéro atomique Z de I’atome rencontré. Figure issue de Rosa S. et al [173].
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La section efficace de I’effet photo-électrique est directement proportionnel a Z* et inversement

proportionnel a E* [174]. Cet effet prédomine en utilisation clinique pour des énergies de 10-500 keV [175].

5.1.1.1.2  Effet Compton

L’effet Compton consiste en la collision d’un photon incident avec un ¢€lectron des couches externes.
Seule une partie de I’énergie incidente est transmise a 1’¢électron, le reste est libéré par la diffusion d’un photon
d’énergie plus faible. Le photon diffusé peut a son tour interagir avec I’environnement pour entrainer un effet

photo-électrique ou un effet Compton.
La résultante de I’effet Compton est donc (Figure 70) :

- Un photon diffusé, dont 1’énergie est celle du photon incident réduite de 1’énergie transmise a 1’électron
- Un photoélectron arraché a son orbitale atomique dont I’énergie varie selon 1’énergie transmise par le

photon incident
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Figure 70. Schéma illustrant I’effet Compton. Figure adaptée de Butterworth et al. [76].

La section efficace de I’effet Compton est largement indépendante de Z et évolue inversement a E [174].

En clinique, il domine pour les énergies de 0,5 — 1 MeV.

L’effet photoélectrique et 1’effet Compton sont les deux mécanismes principaux intervenant dans les

processus de radiothérapie.

5.1.1.1.3  Production de pair électron-positon

Si le photon incident posséde une énergie supérieure a 1,022 MeV alors son interaction avec le noyau de
I’atome peut mener a la formation d’une paire électron-positon. Aprés avoir parcouru une courte distance, le
positon rencontre un électron provoquant leur annihilation et I’émission de 2 photons y d’énergie 511 keV. La
section efficace de la production de pairs évolue proportionnellement a Z/E [174]. Le bilan de la production de

pairs est présenté en Figure 71.
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Figure 71. Schéma illustrant Ieffet de production de pair électron —positon. Figure adaptée de Butterworth et al. [76].

5.1.1.1.4 Résumé des interactions physiques

11 est important de noter que le dépot de dose des rayons X n’est pas 1ié aux photons eux-mémes mais aux
électrons secondaires (photoélectrons et électrons Auger) produits par ’interaction de ces rayons avec la maticre.
Ces électrons sont principalement produits par effet photo-électrique et effet Compton dans le cadre de la
radiothérapie. La Figure 72 illustre la dominance des différents effets en fonction de I’énergie du photon incident

et du numéro atomique Z des atomes rencontrés.
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Figure 72. Influence de numéro atomique Z et de I’énergie du photon incident sur le type d’interaction [174].

5.1.1.2  Phase chimique

Au cours de son parcours dans la matiere, le rayonnement incident peut interagir avec différentes especes
moléculaires. La principale est I’eau, qui constitue la majeure partie de la cellule. L’ionisation d’une molécule
d’eau entraine la formation d’especes radicalaires, hautement réactives. La réaction de ces especes radicalaires

avec des molécules d’intérét, comme I’ADN, conduit a des dommages moléculaires (notamment des ruptures de
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liaisons chimiques) : on appelle ce type d’interactions des dégats indirects. Au contraire, si le rayonnement incident
réagit directement avec une molécule d’intérét comme I’ADN, I’ionisation induite et les ruptures de liaison
chimiques consécutives sont appelés dégats directs. Il est estimé pour un faisceau de rayons X d’énergie
thérapeutique que les dommages indirects comptent pour pres de 60% [104]. Apres réaction du rayonnement
ionisant avec le milieu, 1’ionisation des molécules d’eau (appelée radiolyse de I’eau) produit des radicaux libres.
Les radicaux libres initiaux sont "OH, "H et e,. Ces radicaux peuvent réagir entre eux par réactions d’oxydo-
réduction pour créer des especes moléculaires plus stables comme H>O; et Ho, ou bien réagir dans le milieu avec
d’autres molécules. En présence de O, la réaction de ces radicaux libres mene a la création du radical superoxyde
0, et du radical superoxyde protoné HO,". On obtient donc au final la création des principales especes réactives
de I’oxygene (« reactive oxygen species » ou ROS) : "OH, O™, H,0,. C’est I’action de ces espéces réactives qui

entraine des dommages aux niveaux de ’ADN menant a la mort de la cellule cible.

5.1.1.3  Phase biologique

La phase biologique prend place dans les suites de la phase chimique. Les dommages ADN produits par
les réactions précédentes sont de diverses natures. On estime que pour 1 Gy d’énergie absorbé, plus de 1000 1ésions
simples brins sont produites ainsi que 40 lésions doubles brins [176]. La machinerie de réparation de I’ADN tente
alors de détecter, reconnaitre et de prendre en charge ces Iésions jusqu’a leur réparation. De la qualité de cette
réparation dépendra la survie cellulaire. Les cassures doubles brins sont considérées comme étant les plus l1étales.
Les effets cellulaires et tissulaires survenant dans les suites dépendront de la survie ou non des cellules, du type
de dommages et du type de tissus. Une mortalité importante et rapide entrainera des effets tissulaires précoces :
c¢’est notamment 1’objectif pour le traitement d’une tumeur, mais également le cas pour les effets secondaires aigus.
Une mortalité cellulaire retardée peut étre a 1’origine d’effets secondaires tardifs et chroniques. Une accumulation
de Iésions peut entrainer ’apparition de cancers radio-induits des années apres le traitement, et la transmission de
ces lésions en cas d’irradiation gonadique peut avoir des conséquences sur les générations futures. Ainsi, dans
I’objectif d’obtenir une mortalité tumorale plus importante que la mortalité cellulaire des tissus sains adjacents, la
radiothérapie se base sur le postulat de systémes de réparation de I’ADN moins performants dans les tissus

tumoraux [176].

La radiothérapie est donc un traitement complexe faisant intervenir de multiples domaines scientifiques.

Le bilan du procédé est présenté en Figure 73.
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Figure 73. Bilan des différentes phases : Physique/Chimique/Biologique qui interviennent lors de la radiothérapie. Figure
adaptée de Liu et al. [109].

11 faut aussi noter que depuis plusieurs années, la recherche se penche sur I’impact de la radiothérapie sur
la réponse immunitaire contre le cancer. Ainsi, plusieurs études semblent indiquer que sous certaines condition la
radiothérapie pour générer une réponse immunitaire anti-tumorale ouvrant la voie a une possible « vaccination »

contre le cancer [177].

5.1.2 Effet radiosensibilisant : Usage de nanoparticules a Z élevé

Dans cette partie, nous allons évoquer le principe de 1’utilisation des nanoparticules & numéro atomique
(Z) élevé afin d’augmenter le dépot de dose dans les tissus tumoraux. Il est important de noter que le mode d’action
est complexe car dépendant d’un trés grand nombre de facteurs, et est toujours sujet a débat [76]. L’objectif de
I’utilisation de nanoparticules a Z élevé en radiothérapie est de permettre une amélioration du ratio thérapeutique,
a savoir dans ce cas une augmentation de la dose délivrée a la tumeur suite a une irradiation sans induire de toxicité
supplémentaire sur les tissus sains adjacents. Les nanoparticules de Z élevés proposent d’agir au niveau de la phase
physique de I’interaction rayonnement — matiere. Leur haute densité électronique permet une augmentation de la
probabilité d’interaction avec le rayonnement incident par rapport aux tissus normaux adjacents. La dose délivré
dans ’environnement direct de la nanoparticule est donc largement augmentée comme [’illustre la simulation

présentée en Figure 74.
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Figure 74. Simulation de la dose déposée autour d’une nanoparticule aprés un événement ionisant. Figure issue de

Butterworth et al. [76].

En utilisant les propriétés de biodistribution des nanoparticules, une accumulation tumorale préférentielle
est espérée grace a I’effet EPR permettant donc une interaction entre nanoparticules et rayonnement au sein de la

tumeur et donc une augmentation de dose localement.

Le postulat physique sous-jacent stipule que 1’introduction d’un matériau de haut numéro atomique dans
un tissu augmente le dépdt de dose local d’un rayonnement ionisant. La probabilité d’interaction d’un photon avec
le milieu dépend en effet de deux facteurs principaux : 1’énergie du photon incident et le numéro atomique des
atomes rencontrés. L’introduction de nanoparticules de Z élevé induit donc théoriquement une augmentation de la
probabilité d’interaction des photons incidents dans le milieu via les mécanismes photoélectrique et effet Compton.
Il en résulte alors une production d’électrons secondaires (photo-électrons, électrons Auger), de radicaux libres,
d’especes réactives de 1’oxygene et de dégats biologiques responsables d’effets cytotoxiques au niveau local. Pour
exemple, le numéro atomique moyen des tissus humains étant de 7.4, le rapport des probabilités d’interaction d’un
photon incident via I’effet photoélectrique entre un atome d’or (Z=79) et cet hypothétique « atome moyen humain
» est de 1217, donc largement en faveur de 1’atome d’or [178]. Il est ainsi estimé qu’un ratio d’absorption de
I’énergie de pres de 160 peut étre obtenu pour une énergie proche de 0.1 MeV entre deux tissus théoriques, 1’un
composé d’atomes d’or, ’autre d’atomes de Z moyen 7.4 (Figure 75). La zone d’énergie la plus favorable est par
ailleurs celle a laquelle se produit préférentiellement 1’effet photoélectrique. Cette observation est a la base de la

recherche actuelle sur le potentiel radiosensibilisant des nanoparticules [179].
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Figure 75. Coefficient d’absorption massique entre les tissus mous et I’or selon I’énergie d’un faisceau de photon X

incident. Figure issue de Hubbell et al. [178].

11 est important de noter que 1’effet thérapeutique d’ AGulX® est directement relié a ’augmentation de dose
grace a ’interaction des rayons X avec le gadolinium qui est un élément avec un numéro atomique élevé (Z = 64)

comme détaillé dans cette partie.

De plus, la nature de I’é1ément interagissant avec le rayonnement ionisant est un paramétre majeur dans
I’augmentation de la dose locale. Si I’or est I’élément le plus étudié dans la littérature, il existe d’autres éléments
avec un numéro atomique élevé. La Figure 76 présente ainsi I’évolution de 1’augmentation relative de la dose

libéré dépendant de 1’énergie incidente et du numéro atomique rencontré.
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Figure 76. Augmentation relative de la dose d’irradiation délivrée par unité de masse en fonction de I’energie incidente et
du numéro atomique Z. Les éléments lourds augmentent de facon significative la dose relative et cela méme pour des

faibles énergies. Figure adaptée de McMahon et al [105].

Il ressort ainsi, que de manicre générale plus Z est grand plus I’augmentation relative de la dose est
importante. Le bismuth (Z = 83) semble donc étre un élément particulicrement intéressant dans le cadre de la
radiosensibilisation. En effet, il est I’élément le plus lourd du tableau périodique avant de rencontrer des problémes

d’instabilité nucléaire.

Ce constat est a la base du projet mené en collaboration avec Harvard Medical School visant a améliorer
les propriétés radiosensibilisantes de la nanoparticule AGuIX® en remplagant le gadolinium chélaté a la surface
de la nanoparticule par du bismuth qui présente les meilleurs caractéristiques d’amplification de dose de la

radiothérapie.
5.2 AGulX(Bi) : Un procédé ajustable pour une nanoparticule spécifique

Lors de ce projet, ’augmentation de I’effet radiosensibilisant d’AGuIX® est le principal point d’intérét.
Cependant, la propriété d’agent de contraste IRM doit étre préservée impliquant la présence de gadolinium
complexé. 11 a été décidé de synthétiser des particules AGuIX® présentant différents ratio Gd/Bi afin d’évaluer
quel ratio serait le plus a méme de fournir un fort effet radiosensibilisant via ’ajout de bismuth tout en gardant les
propriétés d’imageries via la conservation d’une quantité suffisante de gadolinium. Trois différents ratio Gd/Bi

ont donc été testés : 70/30, 50/50, 30/70.
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5.2.1 Relargage de gadolinium et complexation du bismuth

5.2.1.1  Etape I : Relargage du gadolinium et suivi du relargage

Afin d’obtenir les 3 produits désirés, nous avons décidé de pousser le processus de décomplexation du
gadolinium assisté par protonation (Section 4.2.1.2) au-dela de 70% de libération de gadolinium (soit 70% de
DOTAGA libres). Un tel taux de libération offre alors la possibilité de complexer a facon le bismuth et le
gadolinium nécessaire a I’obtention des 3 ratios Gd/Bi : 70/30, 50/50, 30/70. AGuIX® est donc laissé dans des
conditions de décomplexation ([HCl]inisa =1 M (pH =0) / T = 50°C) le temps suffisant pour atteindre plus de 70%
de gadolinium libéré. De la mé&me fagon que lors de I’obtention du produit CuPRiX, le processus est suivi par
HPLC-ICP/MS. Un échantillon du mélange a été extrait toutes les heures afin de suivre la libération de gadolinium.
De plus, ces échantillons sont comparés a une référence de gadolinium libre censée représenter un relargage total
du gadolinium complexé. Les chromatogrammes issus du suivi de relargage du gadolinium par HPLC-ICP/MS

sont présentés en Figure 77 et leurs intégrations respectives en Tableau 20.
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Figure 77. Résultats HPLC-ICP/MS du suivi du relargage du gadolinium lors de la réaction de dissociation ([HCI] = IM,
T = 50°C). Le Gd** libre présente un temps de rétention Tr = 2,27 min. Le gadolinium est libéré au fur a mesure de la
réaction. Le signal de référence (pointillés) représente le cas idéal d’une libération totale du gadolinium contenu dans

Péchantillon d’AGuIX®. Pour un temps de réaction = 19h (rouge) plus de 70% du gadolinium total a été relargué dans le

milieu.
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Tableau 20. Mesure de I’aire du pic de Gd libre (Amesur¢) durant I’étape 1 de relargage du Gd. Mesure du ratio par rapport
a laire du pic de référence (Are) indiquant un relargage de la totalité du Gd complexé par AGuIX® afin d’évaluer le taux

de relargage de Gd au cours de la réaction.

Intégration Oh 5h 10h 19h Ref
Anmesurée 0,19 1,65 3,30 4,95 6,31
A mesurée /Aref 29 % 26,1 % 52[3 % 78,4 % 100%

Ainsi, apreés 19 h de réaction 78,4% de gadolinium ont été libérés (Tableau 20). Afin d’éviter la
recomplexation du gadolinium relargué, nous procédons a une purification a 1’aide du systeme d'ultrafiltration
Vivaflow 200 (membrane PES, seuil de poids moléculaire = 5 kDa, Sartorius Stedim Biotech, Géttingen,
Allemagne). Apres purification, la quantit¢é de DOTAGA libres a la surface des particules a été mesurée par
titration au cuivre comme mis en place précédemment pour la caractérisation des produits CuPRiX (voir Section

4.2.2.3). Les résultats de cette titration sont présentés en Figure 78.
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Figure 78. Titration des DOTAGA libres du produit apreés relargage du gadolinium et purification. (a) HPLC-UV de
différents ratios de Cu’* par masse de produit. (b) Mesure de I’aire sous la courbe entre 0 et 15 min. Augmentation de
Pabsorbance jusqu’a atteindre le plateau de saturation ot tous les DOTAGA libres ont été complexés par les Cu?* ajoutés.
La quantité de DOTAGA libres sur I’échantillon est de 0,64 pmol de DOTAGA libres par mg de produit. En rouge est
indiquée la quantité initiale de gadolinium contenue dans AGuIX® soit la valeur attendue dans le cas d’un relargage

total.
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La quantité de DOTAGA libres apres purification est de 0,64 pmol de DOTAGA par mg de produit. Or,
la concentration initiale en gadolinium dans I’AGulX® de départ est de 0,74 pmol par mg de produit. Le rapport
0,64/0,74 indique donc un taux de DOTAGA libre de 86%. Cette valeur de DOTAGA libre supérieure a la valeur
de 78,4% initialement déterminée par HPLC-ICP/MS peut s’expliquer par le fait que la réaction a pu continuer
lors de 1’étape de purification. En effet, il est difficile de stopper a un niveau précis de relargage et de le conserver
tout au long de la purification, les risques soit de recomplexation soit de relargage sont présents. C’est pour cette
raison que 1’on s’assure du taux de DOTAGA en fin de réaction avant le démarrage de I’étape de complexation.
Le taux de relargage est toujours suffisant pour obtenir les 3 ratio Gd/Bi désirés. Un bilan schématique de cette

premiere étape est visible en Figure 79.

AGulIX®

e

Gd 100 % \ / Gd=14%
Bi0 % _‘ Bi 0 %

Libération de Gd3*

Figure 79. Schéma bilan de I’étape 1 de relargage du gadolinium. On obtient en fin d’étape un produit ne contenant plus

que 14% de sa quantité initiale de gadolinium.

5.2.1.2  Etape 2 : Complexation de bismuth par étape et suivi

Grace aux DOTAGA générés lors de la premiére étape, nous sommes maintenant capables de complexer
a facon les particules obtenues. De plus, Le DOTAGA(BI) présente une forte constante de stabilité avec log =
30,3 [180]La difficulté de cette étape réside dans la formation d’hydroxyde de bismuth et ce méme pour des valeurs
faibles de pH ou de faible concentration (pKs ~ 30 pour Bi(OH);3) [181,182]. Afin de répondre a cette
problématique et pour obtenir les produits désirés, 1’étape de complexation du bismuth se déroulera en 3 étapes
successives. Dans un premier temps 30% de la quantité totale de DOTAGA seront ajoutés pour atteindre le seuil
du premier produit (nGd%/nBi% : 70%/30). Puis I’équivalent de 20% de la quantité totale de DOTAGA seront
ajoutés pour atteindre 50% de DOTAGA complexé par du bismuth. Finalement, 20% seront une fois de plus
ajoutés pour obtenir 70% de DOTAGA complexés par du bismuth. Un schéma récapitulatif de cette étape de

complexation est présenté en Figure 80.
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Bi0 % +Bi3* Bi 30 % +Bi3* Bi 50 % + B3+ Bi 70 %
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Bi** chelation Bi** chelation Bi** chelation
30% 20% 20%

Figure 80. Schéma bilan de I’étape 2 de complexatio du bismuth. Celle-ci est divisée en trois étapes permettant I’obtention

successive des niveaux de bismuth désirés.

Lors des différentes étapes de complexation du bismuth, la quantité nécessaire de BiCls solide est ajoutée
au mélange. Apres ajout du chlorure, la solution se trouble en raison de la formation de Bi(OH)s. Le pH est alors
mesuré et ajusté autour de 6-7 avec une solution de NaOH 1M. Dans cette zone de pH on s’assure la présence
d’une majorité de DOTAGA déprotonés capables de complexer [90] la faible quantité de bismuth en solution en
équilibre avec le Bi(OH); précipité. La complexation du bismuth en solution tirera I’équilibre des hydroxydes vers
leurs dissolutions rendant la solution de plus en plus transparente. De plus, a chaque étape de la complexation, le
DOTAGA libre est en exces par rapport a la quantité de bismuth ajoutée limitant la possibilité d’accumulation
d’hydroxyde de bismuth. Pour accélérer le processus, le mélange est placé a 80°C sous agitation pendant 48 h. Le

pH est ajusté toutes les 12 h. Les photos de la premiére étape de complexation sont visibles en Figure 81.

(b)

Figure 81. (a) Photo de mélange apres ajout de BiCl3, le mélange est trouble dii a la formation de précipités BiOH3. (b)
Photo du méme mélange apreés étape de complexation a pH 7 et T=80°C pendant 48h.

L’obtention d’une solution limpide ainsi que la stabilisation du pH entre deux réajustements sont les

signes d’une complexation totale. Apres, chaque complexation on préleve un échantillon du mélange et une
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quantification du nombre de DOTAGA restant est effectuée. Les résultats des titrations sont présentés en Figure

82 et les bilans de chaque étape sont reportés dans un Tableau 21.
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Figure 82. Résultats des titrations de DOTAGA libres effectuées apreés chaque complexation. (a) Avant de commencer la
complexation. (b) Apres ajout de 30% de BiCls (Etape 1). (c) Apres ajout le premier ajout 20% de BiCls (Etape 2). (d)
Apres le second ajout de 20% de BiCI3 (Etape 3). Le taux initial de gadolinium du produit AGulX® est indiqué en rouge.
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Tableau 21. Résultat des titrations de DOTAGA libres apres chaque de complexation du bismuth lors de I’étape 2

Etape de 0 1 2 3
Com Il)exation 14% Gd 14% Gd 14% Gd 14% Gd
P 0% Bi 30% Bi 50% Bi 70% Bi
[DOTAGAJibre
mesuré 0,64 0,42 0,25 0,09
(umol/mg)
DOTAGAlibre
théorique 86% 56% 36% 16%
(%)
DOTAGAiibre
mesuré 86% 57% 34% 12%
(%)

La mesure de la quantité de DOTAGA libre apres chaque étape de complexation permet de confirmer le

bon déroulement de celle-ci. Pour toutes les étapes de complexation, le taux de DOTAGA libre mesuré est tres

proche du taux de DOTAGA libre théorique attendu (Tableau 21). 11 est intéressant de noter que la formation du

complexe DOTAGA(BI) entraine une forte augmentation de 1’absorbance a 295 nm [183]. Cette augmentation

d’absorbance a travers la formation de DOTAGA(Bi) est notamment visible sur les chromatogrammes HPLC-UV

effectués entre chaque étape de complexation du bismuth comme on peut I’observer en Figure 83.
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Figure 83. (a) Chromatogrammes HPLC-UV a 295 nm des différents produits apreés chaque étape de complexation par le

bismuth (10 g/L, 10 ul). (b) Aire sous la courbe mesurée en fonction du taux de bismuth théorique.
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L’augmentation linéaire de 1’absorbance aprés chaque étape de complexation (Figure 83.b) est aussi un
marqueur du bon déroulement de cette étape. Une complexation incompléte aurait entrainé une absorbance (ou

aire totale mesurée) inférieure.

En plus de la modification de 1’absorbance, I’obtention de DOTAGA(Bi) modifie aussi la charge de
surface de la particule. C’est pour cela que le potentiel z&ta de chaque produit intermédiaire a été mesuré. Les

résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 22.

Tableau 22. Evolution du pH a I’IEP aprés chaque étape de complexation du bismuth lors de I’étape 2

Etane d AGuUIX® 0 1 2 3

c mall’exatei _ 100%Gd 14% Gd 14% Gd 14% Gd 14% Gd

ompiexatio 0% Bi 0% Bi 30% Bi 50% Bi 70% Bi
pH IEP 715 5,58 6,63 ; 6,95

A travers 1’évolution de I’IEP, on remarque tout d’abord, comme observé lors de la synthése de CuPRiX
(Section 4.2.2.5), que la décomplexation du gadolinium est liée & une diminution de 'IEP. Le DOTAGA(Gd)
conserve sa charge -1 car il est cinétiquement stable, en revanche pour étre chargé -1 le groupement DOTAGA
libre aura besoin d’étre protoné 3 fois (voir Figure 58) nécessitant donc un pH plus acide. Plus il y a de DOTAGA
libres plus le pH de I’IEP est acide. De la méme maniére la formation de DOTAGA(Bi) apres chaque étape fait
augmenter le pH de I’IEP.

5.2.1.3  Etape 3 : Complexation des DOTAGA libres restant par le gadolinium

Finalement, les DOTAGA libres restant sont complexés avec du gadolinium pour obtenir les 3 produits
contenant les ratios molaires Gd/Bi voulus : 30/70, 50/50, 30/70. La complexation du gadolinium est effectuée
dans les mémes conditions que la complexation du bismuth. Un schéma récapitulatif de cette étape est présenté en

Figure 84.
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Figure 84. . Schéma bilan de I’étape 3 de complexation du gadolinium. Celle-ci est divisé en trois étapes permettant

Dobtention successive des niveaux de bismuth désirés.

Une fois la complexation du gadolinium effectuée, les différentes solutions sont filtrées a 1’aide du
systeme d'ultrafiltration Vivaflow 200 (membrane PES, seuil de poids moléculaire = 5 kDa, Sartorius Stedim
Biotech, Gottingen, Allemagne) afin d’éliminer les possibles ions Gd**, Bi** encore en solution. Les solutions sont
stérilisées par filtration a 0.2 uM et le pH est ensuite ajusté a 7,4. Les particules sont ensuite lyophilisées pour une

meilleure conservation.

5.2.2 Caractérisation des produits finaux

5.2.2.1 Pureté HPLC-UV

De la méme maniére que pour AGuIX® et CuPRiX, la pureté de chaque produit est mesurée par HPLC.
Les résultats des injections de produit AGuIX® et des trois produits 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi, 30Gd/70Bi sont

présentés en Figure 85.
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Figure 85. Chromatogrammes HPLC-UV a 295 nm des différents produits finaux 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi
(10 pul, 10 g/L) et ’AGuIX® (10 uL, 100 g/L).

La pureté mesurée pour chaque produit est supérieure a 91%. On remarque ici encore la différence
d’absorbance a 295 nm des produits finaux comparés a I’absorbance d’AGuIX®. Les trois produits Gd/Bi sont
injectés a 10 g/L dans ’HPLC alors que I’échantillon d” AGuIX® est injecté 2 100 g/L.. Malgré un facteur de dilution

de 10, I’absorbance totale mesurée est supérieure pour les particules Gd/Bi.

5.2.2.2 Taille : DLS

Les distributions volumiques renvoyées par la mesure de DLS pour les différents produits Gd/Bi sont
présentées en Figure 86. Les diamétres hydrodynamiques issus des distributions d’AGuIX®, de 70Gd/30Bi, de
50Gd/50Bi et de 30Gd/70Bi sont respectivement de 4,6 + 1,6 nm, 4,5 £1,6 nm, 5,1 £ 1,9 nm et 4,8 + 2,0 nm. Les
produits Gd/Bi présentent un diamétre hydrodynamique du méme ordre qu’ AGulIX®. Il est important de noter que
les nanoparticules Gd/Bi présentent un diametre hydrodynamique inférieur au seuil de filtration glomérulaire ( =

6 nm) [16].
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Figure 86. Distribution volumique du diamétre hydrodynamique (Dn) des produits : AGuIX® (noir), 70Gd/30Bi (rouge),
50Gd/50Bi (bleu) et 30Gd/70Bi (vert).

5.2.2.3 HPLC-SEC-ICP/MS

Afin d’obtenir une premiére approximation du ratio interne Gd/Bi au sein des 3 produits synthétisés nous
avons adapté la méthode HPLC-SEC-ICP/MS initialement développée pour ’analyse de la dégradation d’ AGulX®
(voir Section 3.3.2). Ainsi, en plus de suivre le signal Gd et Si des particules, nous avons ajouté le signal Bi a
I’analyse. Les chromatogrammes obtenus aprés injection des produits 70Gd/30Bi, S0Gd/50Bi et 30Gd/70Bi sont
présentés en Figure 87.a. De plus, ’analyse des ratios élémentaire (Gd, Bi) entre chaque produit, présenté en

Figure 87.b. et en Tableau 23, nous permet d’estimer les ratios Gd/Bi au sein de chaque produit.
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Figure 87. (a) Chromatogrammes HPLC-SEC-ICP/MS des 3 différents produits finaux : 30Gd/70Bi, 50Gd/50Bi et

30Gd/70Bi). Aquisition des signaux en Gd (bleu), Bi (rouge) et Si (noir). (b) Superposition des signaux normalisés Gd

(gauche), Bi (milieu) et Si (droite) des 3 produits.

Les chromatogrammes HPLC-SEC-ICP/MS mettent en évidence la co-localisation des éléments Gd, Bi

et Si a un temps de rétention Tr = 8,8 min. Ce temps de rétention est trés proche du temps de rétention observé

pour AGuIX® dans la Section 3.3.2 avec un temps de rétention de 8,85 min. De plus, on observe bien les tendances

attendues au niveau de ’intensité des signaux Gd et Bi pour les différents produits. Ceci est en accord avec les

attentes et avec les conclusions apportées par 1’analyse de I’absorbance a 295 nm. Comme attendu, ’intensité su

signal de Si est identique pour les 3 produits marquant une forte ressemblance au niveau du cceur des particules.

11 est intéressant de noter que, comme lors de I’analyse de la fragmentation d’AGuIX®, on retrouve un

seul fragment pour les éléments Gd et Bi. Ces fragments sont superposés avec le premier pic de fragment visible

en Si avec un temps de rétention de 10,3 min. On retrouve donc ici la signature des produits APTES-
DOTAGA(Gd) et APTES-DOTAGA(Bi). De plus, comme lors de 1’analyse d’AGulIX®, le signal en Si renvoie 3
pics de fragments respectivement APTES-DOTAGA(Gd/Bi), APTES et TEOS (voir Section 3.3.2).
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Tableau 23. Mesures des aires Gd, Bi et Si des differents produits 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi et évaluation de

ratio Gd / Bi.
Produit Aire Gd Aire Bi Aire Si Gd % /Bi %
mesure
73000&(133? 100 46,5 95,4 68,3 /31,7
5500"2(133;1 71,6 69,9 100 50,7 /49,3
37000;(];? 420 100 96,4 29,6 /70,4

D’apres ’analyse des aires présentées dans le Tableau 23 on retrouve un ratio Gd/Bi extrémement proche
du ratio théorique souhaité pour les 3 différents produits. Ces résultats sont confirmés par I’analyse élémentaire

indépendante dont les résultats sont évoqués dans la partie suivante.

5.2.2.4  Analyse élémentaire

La teneur massique en Gd et Bi du produit initial AGuIX® et des produits de synthése 70Gd/30Bi,
50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi a été déterminée par ICP/AES. Les mesures ont été effectuées par le laboratoire
CREALINS de I’'Institut des Sciences Analytiques (ISA, Lyon, France). Les résultats sont indiqués ci-dessous
dans le Tableau 24.

Tableau 24. Résulats des analyses élémentaires ICP/AES, calcule des ratios Gd % / Bi % associés et évaluation de la

quantité de totale de [Gd] + [Bi] par mg de produit

ot G mige  COW/BR (Gl
AGuIX” 11,7 - 100 % / 0 % 744
70% Gd 30% Bi 7,54 4,24 70,3 % /29,7 % 682
50% Gd 50% Bi 5,38 6,84 48,8 % /51,2 % 669
30% Gd 70% Bi 3,16 9,97 29,6 % | 70,4 % 678

La mesure de la teneur massique en Gd et Bi permet de remonter au ratio molaire exact de ces 2 éléments
pour chaque produit. Ainsi, le produit 70Gd/30Bi présente un ratio réel mesuré de 70,3% Gd et 29,7% Bi, le
produit 50Gd/50Bi présente un ratio réel mesuré de 48,8% Gd et 51,2% Bi et le produit 30Gd/70Bi présente un

149



ratio réel mesuré de 29,6% Gd et 70,4% Bi. Ces ratios correspondent précisément aux ratios attendus. De plus, il
est intéressant de mesurer la quantité molaire totale en Gd et Bi (colonne [Gd] + [Bi] du Tableau 24). En effet,
cette quantité est directement équivalente aux nombre de DOTAGA contenus dans chaque produit. Elle est donc
un indicateur important de I’impact de la synthése sur les particules. Dans un cas idéal, la quantité totale de
DOTAGA dans les produits finaux est égale a la quantité totale de DOTAGA dans le produit initial AGuIX®. Plus
précisemment, la quantité de DOTAGA par masse de produit « brut » c’est-a-dire en retirant la masse des ions
complexés doit rester constante. Cette valeur est ici définie comme [DOTAGA]un: et est calculée de la facon
suivante :

Gd%/M(Gd) + Bi%,/M(Bi)
100 — Gd% — Bi%

[DOTAGA e =

e Gd/Bi% le pourcentage massique en Gd ou Bi déterminé par ICP-AES
o M(Gd/Bi) la masse molaire de Gd et Bi

Les quantités de DOTAGA brute des produits AGuIX®, 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi, 30Gd/70Bi sont
respectivements égale a 843 umol/mg, 773 umol/mg, 763 pumol/mg et 781 pmol/mg. On remarque ainsi que la
quanrtité de DOTAGA brute dans les produit synthétisés est trés proche de celle d’AGuIX® avec une diminution
maximale de 9,5% pour le produit 50Gd/50Bi. Cela indique une bonne résistance des particules au procédé de

synthese.

5.2.2.5 Potentiel Zéta

L’évolution du potentiel zéta des particules en fonction du pH a été mesurée. Les résultats obtenus sont

présentés en Figure 88.
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Figure 88. Evolution du potentiel zéta des produits AGuIX®, 70Gd/30Bi, 50Gd/50BI et 30Gd/70Bi en fonction du pH
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Une tendance similaire est observée pour tous les produits. Cette tendance est bien caractéristique de
nanoparticules du méme type quAGulX® c’est-a-dire présentant en surface des groupements amines (via
I’ APTES), des DOTAGA(Gd) et des DOTAGA(BI). Les ions Gd** et Bi** présentent tous les deux la méme charge.
Les complexes DOTAGA(Gd) et DOTAGA(BI) qui résultent de la complexation respective de Gd** et de Bi** sont
donc de méme charge -1. Si aucun des produits synthétisés ne présentent de DOTAGA libre et une quantité de
DOTAGA totale équivalente au produit AGuIX® initial, alors on devrait s’attendre a un pH a IEP identique pour
tous les produits. Ainsi, AGuIX®, 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi présentent des pH a IEP respectifs de
7,15, 7,11, 7,11 et 7,11. 1l semblerait donc que les produits synthétisés présentent une surface tres similaire a

AGuIX®.

5.2.2.6 Relaxométrie

Les résultats de la mesure des temps de relaxation des solutions d’AGulX®, 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et
30Gd/70Bi sont présentés dans le Tableau 25.

Tableau 25. Mesures des relaxivités longitudinales et transersales des produits AGuIX®, 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et
30Gd/70Bi. (Mesures effectuées a 100 g/L,37°C, 1,4T a 60 MH?z)

Produit r, (s".mM") 1, (s".mM") L,/
AGulX® 17 27,3 1,61
70% Gd 30% Bi 23,7 41,5 1,75
50% Gd 50% Bi 20,1 35,2 1,75
30% Gd 70% Bi 30,2 56,7 1,88

La mesure des temps de relaxation indique une augmentation du r; pour les produits 70Gd/30Bi
50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi. Cette augmentation peut s’expliquer par une augmentation du temps de corrélation due
a ’augmentation de la taille (comme indiqué par la DLS en Section 5.2.2.2 ) ou de la rigidité des particules [170]
dh au différentes étapes de la syntheése. Ce constat est identique pour r,. Néanmoins, le ratio ro/r; est proche du

ratio de AGuIX® et reste inférieur a 2 ce qui indique un comportement d’agent de contraste IRM positif [132].

5.2.2.7 Bilan

Les caractérisations effectuées tout au long de ce projet sont regroupées dans le Tableau 26 ci-dessous.
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Tableau 26. Bilan des caractéristiques d’AGuIX®, 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi

Gd % [Gd] + [Bi] a4
Produit *Gd (w%) *Bi (w%) Puret¢ Dy, (hnm) pHIEP r (s .mM ) T /r
Bi % (umol/mg)

100 %

AGuIX® 11.7 - 744 >91% 4,6+1,6 7,15 17 1,61
0 %

70 % Gd 70,3 %
7.54 4,24 682 >93% 45+ 1,6 711 23,7 1,75

30 % Bi 29,7 %

50 % Gd 48,8 %
5.38 6,84 669 >91% 5,119 7,11 20,1 1,75

50 % Bi 512 %

30 % Gd 29,6 %
3.16 9,97 678 >94% 48+20 7,11 30,2 1,88

70 % Bi 70,4 %

Les résultats obtenus lors de ce projet semblent converger vers 1’obtention des produits attendus. En effet,
pour rappel, le projet consiste en la synthése de particules structurellement proche d’AGulX® complexant 3
différents ratios de gadolinium et bismuth : 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi. Le mix Gd/Bi permettant a la
fois une détection par IRM et un meilleur effet radiosensibilisant. Du point de vue structurel, le diametre, I’IEP et
la quantité totale de DOTAGA (au travers la valeur [Gd] + [Bi]) proche d’ AGuIX® laissent supposer une structure
trés proche, et on peut attendre de ces nouveaux produits une biodistribution proche de celle d’AGulIX®. Cette
structure similaire est aussi appuyée par un temps de rétention identique en HPLC SEC & AGuIX® comme évoqué
en Section 5.2.2.3. La relaxométrie, au travers du ratio ro/r; inférieur a 2, laisse supposer que les nouveaux produits
synthétisés pourront étre utilisés comme agents de contraste positifs pour I’IRM. Enfin, les ratios molaires Gd/Bi
obtenus correspondent parfaitement aux attentes fixées au début du projet. Suite a la synthese de ces trois produits,
les nanoparticules ont été envoyées a nos partenaires de Harvard Medical School (Boston, USA) afin d’évaluer les

propriétés d’imagerie et de radiosensibilisation.

5.3 Résultats biologiques

5.3.1 Conservation des propriétés d’imagerie IRM

Afin de s’assurer que les produits 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi soient toujours visibles en IRM,
I’équipe d’Harvard a étudié la réponse en termes de contraste obtenu par les différentes nanoparticules.
L’expérience est menée a différentes concentrations avec un MRI-LINAC, un appareil de clinique regroupant
imagerie IRM et irradiateur 6 MV. L’expérience est menée sous un champ magnétique de 0.35 T suivant la

séquence trueFISP. Les résultats obtenus sont présentés en Figure 89.
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Figure 89. (a) Signal IRM obtenu pour des concentrations croissantes de nanoparticules (AGulX®, 70Gd/30Bi,
50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi) (b) Evolution de I’augmentation de contraste dépendante des différentes nanoparticules
(AGulIX®, 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi) et leurs concentrations.

Les résultats IRM indiquent que toutes les particules testées sont a ’origine d’une augmentation du
contraste. Comme attendu, la réponse est directement liée a la concentration en gadolinium dans les particules.
Ainsi, AGuIX® est associé a la meilleure augmentation de contraste et le produit 30Gd/70Bi 4 la moins bonne. On
remarque donc ici que 30% de gadolinium est une quantité suffisante pour générer un contraste. Le ratio
30Gd/70Bi semble donc étre idéal pour la suite du projet avec une quantité minimum de gadolinium pour obtenir

un contraste IRM et une quantité de bismuth maximale pour améliorer la réponse radiosensibilisante.

5.3.2 Augmentation de I’effet radiosensibilisant

L’effet radiosensibilisant des nanoparticules Gd/Bi a été évalué par expérience y-H2AX. Lors de cette
expérience, on se focalise sur la famille protéique des Histones. En effet, a la suite de dommages a 1’ADN,
notamment des dommages double brins (DNA Double-Strand Breaks, DSB), les histones s’accumulent au niveau
de ces ruptures. La quantification des histones au sein d’une cellule soumise a un rayonnement ionisant permet
donc de quantifier le nombre de dommages a I’ADN engendrés par I’irradiation [184]. Ainsi, en introduisant des
nanoparticules dans le milieu de culture des cellules on peut évaluer I’impact de la présence de celles-ci sur le
nombre de DSB apres irradiation. Nos partenaires de Harvard Medical School ont ainsi évalué la quantité de
dommages engendrée a différents niveaux d’irradiation (0Gy, 2Gy, 4Gy et 6Gy) en présence de nos trois différents
produits : 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi. Les résultats issus de cette expérience sont présentés en Figure
90.
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Figure 90. (a) Nombre de signaux y-H2AX (yH2AX foci) par cellule a différents niveaux d’irradiations et pour chaque
type de nanoparticules : Pas de nanoparticules (vert), 70Gd/30Bi (bleu), 50Gd/50Bi (violet) et 30Gd/70Bi. Lignée
cellulaire : A549 (cancer de poumon humain). *p < 0,5, **p< 0,01, ***p<0,001, ****p < 0,0001 (b) Exemples d’images
des cellules lors de la quantification des y-H2AX.

Les résultats de 1’expérience y-H2AX mettent en avant une relation claire entre augmentation de la
quantité de bismuth et augmentation du nombre de dommage a I’ADN. Le bismuth, en accord avec les attentes,
semble donc bien augmenter la quantit¢é de dommages double brins apres irradiation a différentes doses. Les
résultats obtenus pour une irradiation de 6 Gy montrent une réelle augmentation de 1’effet radiosensibilisant

apporté par le lot 30Gd/70Bi.

Ainsi, le produit 30Gd/70Bi présente a la fois des propriétés de contraste intéressantes (Figure 89) et un
meilleur effet radiosensibilisant. Le ratio 30Gd/70Bi a donc été sélectionné comme ratio d’étude pour le reste du
projet. Il sera utilisé pour les futures expériences telles que : biosdistribution, test in vivo, étude CyToF, couplage

avec un peptide cRGD, ...

L’effet radiosensibilisant du lot de référence 30Gd/70Bi a été comparé a 1’effet radiosensibilisant
d’AGulX® lors d’un test clonogénique. En effet, I’évaluation de I’effet radiosensibilisant des nanoparticules sur la
survie cellulaire s’effectue usuellement grice aux tests de survie clonogénique (clonogenic assay) [185]. La «
mortalité » cellulaire est ici considérée comme le reflet de la perte de la capacité réplicative. Les cellules irradiées
sont cultivées dans des milieux de culture adaptés, exposées ou non aux NPs. Le compte du nombre de colonies
formées au bout d’un temps de culture déterminé définit le nombre de cellules viables apres le traitement. En
multipliant les conditions d’irradiation avec différentes doses testées, des courbes de survie cellulaires en fonction
de la dose peuvent alors étre obtenues. La comparaison des courbes de survie obtenues entre les cellules exposées
aux nanoparticules et les cellules controles permet alors de déterminer I’efficacité de I’effet radiosensibilisant. Les

résultats du test clonogénique sont présentés ci-dessous en Figure 91.
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Figure 91. Test clonogénique mené sur une population tumorale A549 non exposé aux nanoparticules (control, noir),
exposé a AGuIX® (rouge) et exposé au produit 30Gd/70Bi (bleu). Les différents niveaux d’irradiations sont 0, 2, 4 et 6
Gy.

Les résultats du test clonogénique montrent que la présence d’AGulX® dans le milieu de culture introduit
bien un effet radiosensibilisant entrainant une diminution de la viabilité des cellules (viability, nombre de cellules
saines) apres irradiation par rapport aux populations cellulaires n’ayant pas été exposées aux nanoparticules. On
remarque aussi que 1’ajout du produit 30Gd/70Bi dans le milieu de culture méne a un effet radiosensibilisant plus
important comparé & AGuIX® avec une diminution significative de la viabilité cellulaire aprés une irradiation a 6
Gy. Ces résultats encourageants pour la suite du projet semblent indiquer que le bismuth a effectivement une place

intéressante parmi les éléments capables d’améliorer I’efficacité de la radiothérapie.

5.3.3 Biodistribution

Pour préparer la mise en place des test in vivo une étude de biodistribution et pharmacocinétique a été
menée sur une semaine afin de déterminer le devenir des nanoparticules dans 1’organisme et déterminer la
meilleure fenétre d’irradiation. Les souris regoivent une injection de cellules tumorales A549 en sous-cutané en
amont de I’expérience. Une fois que la tumeur est significativement grosse, les souris recoivent une injection rétro-
orbitale de 300 mg kg-1 (~6 mg/animal) de AGuIX® ou de 30Gd/70Bi. Elles ont été sacrifiées a 1 h, 4 h, 24 h, 168
h et 30 jours. Les principaux organes, y compris les reins, le foie, la rate, les poumons et le cceur, ont été disséqués
a Harvard Medical School puis pesés et digérés dans du HNO3 a 69 % a l'aide du micro-ondes Multiwave 5000
(Anton Paar, Autriche) et analysés par ICP-MS Nexion 2000 B (Perkin-Elmer) a I’'ILM. Les mesures ICP-MS ont
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été effectuées pour confirmer la présence et quantifier le contenu en Gd et Bi de chaque organe a différents

moments apres 1'administration.
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Figure 92. Etude de la biodistribution des nanoparticules 30Gd/70Bi aprés injection rétro-orbital sur des souris porteuses
de tumeurs sous-cutanées A549. (a) Résultats ICP-MS de la quantité de Gd (partie gauche) et Bi (partie droite), exprimée
en pourcentage de la dose de 30Gd/70Bi (AGulXBi) injectée par masse d’organe (%ID/g), retrouvée dans chaque organe
(respectivement tumeur, reins, foie, rate, ceeur et sang) a différents temps : 1h (cyan), 4h (bleu), 24h (noir) et 1 semaine
(gris). (b) Résultats ICP-MS de la quantité de Gd, exprimée en pourcentage de la dose d’AGulIX® injectée par masse
d’organe (%ID/g), retrouvée dans chaque organe (respectivement tumeur, reins, foie, rate, coeur et sang) a différents
temps : 1h (cyan), 4h (bleu), 24h (noir) et 1 semaine (gris). (c) Comparaison des résultats ICP-MS de la quantité de Gd
dans les tumeurs entre injection d’AGulX® et injection 30Gd/70Bi (AGulXBi)

Les résultats de 1’expérience de biodistribution montrent que le produit 30Gd/70Bi circule dans 1’organisme
de fagon comparable 3 AGuIX®. On remarque une accumulation plus importante dans le foie pour les
nanoparticules avec du bismuth. Cette plus grande accumulation est aussi visible au niveau de la tumeur (Figure
92.c). Il est intéressant de noter que les %ID/g sont tres proches pour les résultats en Gd et Bi (Figure 92.a) cela
indique qu’on retrouve donc un ratio constant entre Gd et Bi au sein des organes. Ce ratio constant est celui

initialement contenu dans le produit 30Gd/70Bi.
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5.4 Conclusion et perspectives

L’objectif de ce projet était de remplacer une partie du gadolinium initialement complexésa la surface de
la nanoparticule AGuIX® par du bismuth. Le numéro atomique Z plus élevé du bismuth augmente la probabilité
d’interaction avec les rayons ionisants de la radiothérapie et donc les dommages a I’ADN, c’est ’effet
radiosensibilisant. Afin de conserver les propriétés de contraste IRM et maximiser 1’effet radiosensibilisant,
plusieurs ratios (molaires) de complexation Gd/Bi ont été étudiés : 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 3Gd/70Bi. Grace au
contrdle offert par la méthode de relargage du gadolinium, il a été possible d’obtenir les trois produits. Ce projet
montre la grande versatilité qu’offre la nanoparticule AGuIX® en tant que nanoplateforme. Les résultats in vitro
obtenues par nos partenaires de Harvard Medical School mettent en avant 1’augmentation de 1’effet
radiosensibilisant. Une étude in vivo est en cours de réalisation afin de confirmer le bénéfice de I’ajout de bismuth.
Les résultats feront I’objet d’ue publication en cours de rédaction. D’autres projets sont en cours avec notre
partenaire de Haravrd Medical School, notamment un projet visant a évaluer 1’effet du greffage du peptide cRGD,

ciblant I’intégrine aVP3, sur le produit 30Gd/70Bi.
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6 Conclusion Générale

Le cancer demeure I’une des premiéres causes de mortalit¢ dans le monde et le nombre de cas ne cesse
d’augmenter. Il existe un fort intérét pour le développement de nouveaux outils permettant a la fois le diagnostic
et le traitement de cette maladie. De plus, il existe de plus en plus de moyens de lutter contre le cancer :
radiothérapie, chimiothérapie, immunothérapie, chirurgie. Dans ce contexte, la nanoparticule AGulX® se place
comme un produit extrémement interressant. Grace a ses propriétés lui permettant 1) de s’accumuler dans les
tumeurs, 2) d’agir comme agent de contraste IRM, 3) d’améliorer 1’éfficacité de la radiothérapie et 4) d’étre
éliminée par voie rénale ; la nanoparticule AGuIX® se présente comme un sérieux candidat dans le secteur des
nanoparticules inorganiques a haut Z améliorant la radiothérapie. L’efficacité de la nanoparticule est aujourd’hui
évaluée au travers de différents essais cliniques (métastases cérébrales NCTO03818386, glioblastome
NCT04881032, cancer du col de I"utérus NCT03308604, cancer du poumon NCT(04789486). En plus de ses
propriétés initiales, AGuIX® peut facilement étre modifiée pour donner lieu & une seconde génération de

nanoparticules dont les propriétes peuvent étre adaptées afin de répondre a un objectif voulu.

Lors de la premiéée partie de cette thése nous nous sommes focalisés sur la nanoparticule AGulX®. Les
méthodes d’analyses développées offrent la possibilité d’étudier les nanoparticules de fagon extrémement précise.
Ainsi, grice a divers méthodes (DLS, TDA, HPLC, ICP/MS, ...) nous avons pu caractériser le candidat
médicament AGulIX®. Cette connaissance du produit est une étape essentielle dans son développement.
Premiérement, I’identification des paramétres physico-chimiques est essentiel pour évaluer le comportement de la
nanoparticule une fois injectée chez le patient atteint de cancer. Deuxiémement, une bonne connaisance du produit
est nécessaire afin de répondre aux interrogations du régulateur et obtenir une Autorisation de Mise sur le Marché

(AMM) en cas de succes lors des phases d’essais cliniques.

La bonne connaissance d’AGulX® est aussi essentielle afin de I’utiliser comme produit de base pour
synthétiser des nouvelles nanoparticules. Ainsi les 2 autres parties de cette thése s’appuient sur la connaissance
d’AGuIX® et le développement de techniques d’analyses de cette nanoparticule pour synthétiser et caractériser

des nouveaux produits issus de celle-ci.

La deuxiéme partie de cette thése s’oriente donc sur le développement d’une nouvelle nanoparticule
CuPRiX capable de complexer le cuivre intratumoral au sein des tumeurs. En effet, le lien entre exces de cuivre
et cancer est de plus en plus étudié et des stratégies de lutte contre le cancer basé sur la déplétion du cuivre font
toujours ’objet de recherches cliniques. Ainsi, il est facile de modifier AGuIX® afin de libérer le gadolinium
initialement complexé a sa surface par les groupements DOTAGA. En libérant, ces ions gadolinium on obtient
une nanoparticule similaire & AGuIX® présentant des DOTAGA libres capables d’aller complexer le cuivre en
exces au sein des tumeurs. Le potentiel effet thérapeutique de ce produit a pu &tre mis en évidence grace a des
expériences in vitro menées par nos collaborateurs de I’IP21. Le développement de cette nanoparticule et 1’étude
du procédé de relargage du gadolinium assisté par protonation ont fait I’objet de 2 dépots de brevets distincts, un
concernant la méthode de relargage du gadolinium et un autre concernant la complexation du cuivre intratumoral.

Deplus, les travaux menés ont donné lieu a une publication.
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Le succés de la méthode de relargage du gadolinium ouvre la voie a une synthese facile de nanoparticules
présentant un contenu métallique complexé ajustable. Il est donc possible d’obtenir directement a partir de la
nanoparticule AGuIX® une nanoparticule aux propriétés similaires mais présentant en surface d’autres ions
complexés par les DOTAGA différents du gadolinium initial. Ainsi, le bismuth présente des propriétés de
radiosensibilisation intéressantes qui permettraient de développer une nanoparticule potentiellement encore plus

efficace une fois soumise aux rayons X de la radiothérapie.

La troisiéme partie de cette these est donc exclusivement consacrée a la synthése d’une nanoparticule
complexant un ratio spécifque de gadolinium et de bismuth afin de présenter a la fois : 1) des propriétés
d’imageries IRM via la présence du gadolinium et 2) un effet radiosensibilisant optimal via la présence de bismuth.
L’obtention de cette nanoparticule a donné lieu a une investigation compléte de son comportement en mileiu
biologique. L’usage comme agent de contraste IRM ansi que ’augmentation de ’effet radiosensibilisant ont été
confirmés par nos partenaires d’Harvard Medical School lors d’expériences in vitro et ouvre la voie vers des études

in vivo. Une publication en cours de rédaction devrait prochainement concrétiser ses résultats.

En paralléle de ces différents projets, j’ai aussi mené des recherches sur d’autres sujets en lien avec AGuIX®

notamment sur la fonctionnalisation de sa surface avec des molécues d’intérets :

e Dans le cadre d’un projet avec Harvard Medical School visant a greffer un nanobody (partie active
d’un anticorps [186]) j’ai tout d’abord travaillé sur la synthése de nanoparticule AGuIX®
présentant des goupes maléimides de surfaces. Ces groupes sont capables de régir avec de thiols
—SH afin de former des liaisons C-S stables. L’obtention de cette nanoparticule était trés
intéressante dans le cadre de greffages de divers peptides car les groupements thiols sont largement
répandues en biologie. A la fin de cette premiére étape, nous disoposions d’un produit lyophilisé,
stable et capable de réagir facilement avec des petits composés peptidiques. La deuxiéme étape,
visait a coupler a notre nouvelle nanoparticule une séquence peptidique GGG. Cette séquence est
ensuite reconnue par une enzyme, la sortase [187], afin de réaliser un couplage enzymatique
specifique avec un nanobody présentant la séquence terminal LPTEGG. J’ai ainsi pu montrer la
faisabilité de ce projet en réalisant ce couplage enzymatique au laboratoire. Ce projet a ensuite été
poursuivi et est toujours en développement. Différents bioconjugués ont été couplés 3 AGuIX®
par cette méthode et d’autres méthodes de couplage (click chemistry [188]) mettant en avant la
large gamme d’applications de cette nanoparticule.

e Dans le cadre d’un projet avec 1’Université de Nancy, j’ai travaillé sur la synthése de
nanoparticules de type AGuIX® complexant uniquement du terbium. Le but de ce projet étant
d’utilisé la fluorescence du terbium sous irradiaion X comme activateur de molécules photo-
sensibilisantes (PS) utilisées lors de la thérapie photo-dynamique (Photo-Dynamic Therapy, PDT).
En effet, le principe de la PDT est de générer des ROS grace a I’utilisation de molécules photo-
sensibilisantes qui produisent des radicaux libres lorsqu’elles sont soumises a un rayonnement,
généralement infra-rouge. La nature de ce type de rayonnement limite 1’action de ce genre de

thérapie a des traitements locaux peu profonds. L’activation de PS par fluorescense du terbium
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sous irradition X permettrait donc d’utiliser la PDT n’importe ou a I’intérieur de I’organisme. La

preuve de concept de ce projet a fait ’objet d’une publication [189].

Ma thése a été I’occasion de découvrir une grande partie des multiples modes d’actions potentiels qu’offre
AGuIX®. Dans le passé beaucoup de travaux se sont focalisés sur la modification de la surface de la nanoparticule
via la conjugaison avec des biomolécules (petides, anticorps, etc). Mon travail, dans cette these, a aussi démontré
que la composition de la nanoparticule joue un rdle crucial permettant d’augmenter son efficacité (AGulX (Gd/Bi)
en Section 5) voir d’apporter de toutes nouvelles propriétés de traitement (CuPRiX en Section 4). L’étude du
procédé de relargage du gadolinium offre une grande liberté dans les potentielles applications de futurs produits
de seconde génération dérivés d’AGuIX®. La multimodalité de la nanoparticule AGuIX® est un point important

qui lui permettra de trouver sa place dans le futur arsenal thérapeutique contre le cancer.
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