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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

18



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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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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Couche d’aminosilice

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
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(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.

) —— AGulX
2,0 - - - - Fit de Porod
1,5
1,0
] Equation y=a+b*x \
—_ Intercept -7,75763 £ 0,017
K 051 Slope -4,08805 + 0,010
E ] R-Square (COD) 0,9991
5 0,0 4
_0’5 -
-1,0
-1,5 1 \
1 \
-2,0 T T T T T T T T T T T T T T T ™
55 50 -45 40 -35 30 -25 -20 -15
Ln g (a.u)

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].
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