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1 Introduction générale

1.1 Avant-propos

La relation de I’étre vivant avec son environnement naturel est cruciale. Ce qui est
toujours le cas pour ’Homme qui a profité largement des ressources naturelles pour
répondre a ses besoins croissants depuis son apparition sur la Terre. Dans les domaines
médicaux et pharmacologiques, ’Homme a toujours cherché des substances d’origine
naturelle pour se soigner. A titre d’exemple, le peuple de I’Egypte antique utilisait des
minéraux comme le sel de nord (natron), les parcelles de cuivre, et les ocres jaunes pour
guérir les brulures !. Cette stratégie humaine primitive a évolué avec le temps,
notamment grace au développement de la chimie de synthése pour I’avancement de la

médecine.

Aujourd’hui, le cancer reste une cause de mortalité majeure dans le monde malgré
d’indéniables progres dans le développement de traitements efficaces. Le carcinome
hépatocellulaire (CHC) est considéré comme un des cancers les plus répandus (5™
rang mondial en terme d’incidence) et est la troisiéme cause de mortalité liée au cancer
dans le monde 2. La chirurgie, I’ablation par radio fréquence et les chimiothérapies sont
les traitement les plus utilisées 3. A un stade précoce, ces traitements, qui peuvent étre
suivis parfois d’une transplantation hépatique, sont souvent efficaces. Pour les stades
intermédiaires et avancés de la maladie, d’autres traitements seront utilisés comme la
radiothérapie métabolique, la chimio-embolisation trans-artérielle, ainsi qu’une

chimiothérapie utilisant un inhibiteur de la tyrosine kinase, le Sorafenib (Nexavar®) 4.

Cependant, les chimiothérapies administrées classiquement ne s’accumulent pas
spécifiquement au niveau du site d’intérét mais se distribuent d’une maniere plus ou
moins aléatoire dans le corps. Cette distribution non-spécifique conduit a des effets
secondaires toxiques non souhaités dans les organes/tissus/cellules sains, a une

élimination rapide par le foie et les reins et donc a une biodisponibilité réduite °.

En 1900, le médecin allemand Paul Ehrlich a élaboré le concept de « Magic Bullet »,
qui vise a utiliser un composé a action spécifique pour cibler un pathogéne ou une
cellule maligne sans affecter les autres cellules saines de I’organisme hote ®. En se
basant sur ce concept, et dans le but d’augmenter la spécificité des traitements et
d’améliorer leur biodistribution tout en diminuant leurs effets secondaires toxiques, des

nanomatériaux (NMs) ont été développeés. En effet, leur taille est idéale pour ameliorer



le ciblage de la tumeur ‘. Ces nano-objets ont tendance a s’accumuler spécifiquement
dans la tumeur en raison de I’effet dit « EPR » (Enhanced Permeability and Retention
Effect) résultant d’une vascularisation tumorale anormale (cet effet sera détaillé

ultérieurement dans la partie 1.4.3 du manuscrit, p. 32) °.

Parmi les NMs utilisés dans le domaine médical, nous distinguons les liposomes, les
conjugués de médicaments, les nanoparticules (NPs) virales, les NPs inorganiques, et
les NPs polyméres 8 Pour les NPs validées pour des applications médicales,
’administration se fait majoritairement par voie intraveineuse °. Dans le sang, diverses
protéines sanguines viennent adhérer a la surface de ces NPs, facilitant ainsi leur
reconnaissance et leur élimination par phagocytose via les cellules du systéeme
réticuloendothélial (RES). Ce phénomene reste toujours une des barrieres au succes
clinique de la nanomédecine 1% 112, Dans ce contexte et dans le but de permettre aux
NPs d’échapper a la reconnaissance par le systtme immunitaire et d’augmenter leur
temps de circulation dans le sang, un polymere hydrophile et trés flexible, le
poly(éthylene glycol) (PEG), a été combiné a des lipides et des homopolyméres pour
produire des molécules amphiphiles permettant de formuler des nano-objets présentant
a leur surface des molécules de PEG. Ce dernier est capable de perturber les interactions
qui se produisent entre les NPs et les protéines sanguines, diminuant ainsi la fixation de
ces protéines et la probabilité de 1’élimination prématurée des NPs 3. Cependant, ce
« camouflage » ne suffit pas a rendre la vectorisation de principes actifs totalement
efficaces et de nombreux challenges restent encore a relever pour une large utilisation

de la nanomédecine en clinique humaine.

Apres avoir donné quelques définitions concernant les nanomatériaux, j’exposerai les
notions générales et les applications de la nanomédecine. Je présenterai ensuite le lien
entre la « nanomédecine thérapeutique » et le cancer : aprés avoir donné les notions
générales sur le cancer, j’exposerai la place de la nanomédecine dans les traitements du
cancer, les stratégies du ciblage thérapeutique pour les principes actifs anti-cancéreux,
les challenges de la nanomédecine et je terminerai par le cahier des charges a respecter
pour produire des objets potentiellement utilisables en nanomédecine. Dans une
cinquiéme partie, des généralites ainsi que les propriétés et applications du poly(acide
malique) et de ses dérivés seront décrites. L’introduction se terminera par la

présentation des objectifs de cette thése.



1.2 Nanomatériaux : définition
Le mot “‘nano’’ est dérivé du mot Grec ‘‘nanos’’ qui signifie nain. Ce mot est utilisé
pour indiquer le nombre 10 qui est le milliardiéme de n’importe qu’elle unité utilisée
14 (Fig. 1). Aujourd’hui, les nanomatériaux (NMs) représentent un domaine de
recherche actif et un secteur techno-économique avec de nombreuses applications dans
des domaines multiples. L’organisme Britannique de Normalisation National qui
représente les intéréts économiques et sociaux du Royaume-Uni dans I'ensemble des
organismes de normalisation européens et internationaux a défini les NMs comme étant
des matériaux ayant une ou plusieurs structure(s) intérieure(s) ou extérieure(s) a
I’échelle nanométrique. Les NMs ont gagné une grande importance dans le progres
technologique grace a leur caractéristique de taille et leurs propriétés physicochimiques
remarquables comme leurs points de fusion, leurs mouillabilités, leurs activités

catalytiques, leurs absorbances et leurs conductivités thermiques *°.
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Figure 1 : Différence entre taille nanométrique et taille micrométrique 6,

Etonnamment, les NMs existaient dans I’histoire ancienne de 1’étre humain. En effet,
depuis prés de 4 500 ans, les humains ont renforcé des matrices en céramiques en y
intégrant des nanofibres d’amiante 7. Pareillement, et depuis prés de 4 000 ans, les
égyptiens du monde antique utilisaient des NMs issus d’un processus de synthese
chimique pour préparer des NPs de sulfure de plomb (PbS) de 5 nm de diamétre servant
a colorer les cheveux 8. Egalement, le bleu égyptien (Egyptian blue) était le premier
pigment synthétique préparé et utilisé par les égyptiens. Il s’agissait d’un mélange en
poudre de CaCuSisO10 et SiO2 (verre et quartz) utilisé dans plusieurs régions de

’empire romain a des fins de décoration *°,



En principe, les NMs sont définis en tant que matériaux présentant une taille qui varie
entre 1 et 1 000 nm dans une des dimensions de I’objet. Aujourd’hui, il y a plusieurs
législations dans I’Union Européenne et aux Etats-Unis instaurant des références aux
NMs. Toutefois, une définition internationale unique des NMs n’existe pas 2. Selon
I’organisation internationale de standardisation (ISO), les termes nanofibres,
nanoplaques, quantum dots, ainsi qu’autres termes sont aussi attribués aux NMs 2%,
Egalement, et selon la commission européenne, le terme NMs est donné aux matériaux
naturels ou de synthese possédant des particules non liées, agrégées ou agglomérées

dont la dimension reste comprise entre 1 et 1 000 nm 2,

La majorité des NMs peut étre classifiee en quatre types en fonction de la matiére qui
les compose. Nous distinguons les NMs a base de carbone, les NMs inorganiques, les

NMs organiques et les NMs composites.

- Les NMs a base de carbone sont trouves dans des structures comme des tubes
creux, des ellipsoides ou des sphéres 22,

- Les NMs inorganiques incluent les NMs a base de métaux et d’oxydes de
métaux. Ces NMs peuvent étre préparées a partir de métaux comme 1’or (Au),
I’argent (Ag) et des oxydes de métaux comme 1’oxyde de titane (TiO32) et
’oxyde de zinc (ZnO) *°.

- Les NMs organiques, a 1’exception des NMs a base de carbone, sont produites
par I’auto-assemblage de molécules par des liaisons non covalentes faibles, ce
qui facilite la transformation des NMs organiques en structures désirées comme
les dendrométres, les micelles, les liposomes et les NPs polyméres *°.

- Laderniere catégorie des NMs est représentée par les NMs composites. Ce sont
des NMs multi-phases, dont une des phases est a 1’échelle nanométrique,
pouvant combiner plusieurs types de NPs ou des NPs avec des matériaux
totalement différents chimiquement comme les nano-fibres ou des structures
complexes comme les cadres organométalliques. Ce type de NMs peut

combiner des NPs a base de carbone, organiques et métalliques *°.

D’autres systemes de classification rassemblent, quant & eux, les NPs comportant des
métaux et des oxydes de métaux avec les NPs a base de carbone dans le groupe des

NMs inorganiques.



Les NMs peuvent étre également catégorisés selon leurs dimensions. Par conséquent,
il peut étre distingue les NMs zéro dimensionnel (0d), monodimensionnel (1d),
bidimensionnel (2d) et tridimensionnel (3d). Les NMs zéro-dimensionnel sont ceux
ayant les trois dimensions a I’échelle nanométrique (< 100 nm). Généralement, les NMs
0d sont les NPs. Pour les NMs unidimensionnel (1d), une des trois dimensions est en
dehors de I’échelle nanométrique. Cette classe inclut les nanotubes, les nanotiges et les
nanofils. Les NMs bidimensionnel (2d) possédent deux dimensions a I’extérieur de
I’échelle nanométrique, comme les nanofilms de graphéne, les nanocouches et les
nanorevétements. Enfin, les NMs tridimensionnel (3d) sont ceux n’ayant aucune
dimension a I’échelle nanométrique. Les differentes morphologies des NPs sont

représentées dans la figure 2 4,

Figure 2 : Nanomatériaux avec différentes morphologies : (A) NPs nanoporeuses a base de Pd (0d) 24%,
copyright Zhang et al. ; license Springer, 2012, (B) Nanofeuilles a base de graphene (2d) 2, copyright 2012,
Springer Nature, (C), Nanotiges a base d’Ag (1d) ¥, copyright 2011, American Chemical Society, (D)
Nanofibres de Poly(oxyde d’éthyléne) assemblées par « jet spinning » , reproduit d’aprés Nanoletters 2010 (E
) Nanotiges oursins & base de ZnO, reproduites & partir de Gokarna et al. 2014 28, (F) Réseau de nanofils a
base de WOs3 (3d) %, copyright 2005 Wiley-VCH.

Pareillement, 1’organisme de normalisation britannique a défini les NPs en tant que

nano-objets ayant les trois dimensions a 1’échelle nanométrique (<100 nm) °,

La nanotechnologie est un secteur de recherche actif depuis le siecle dernier. Depuis
1959, ou la nanotechnologie a été présentée pour la premiére fois par le lauréat du prix



Nobel Richard P. Feynman durant sa conférence intitulée « There’s Plenty of Room at

the Bottom », il y a eu différents développements « révolutionnaires » dans ce domaine
30

En raison de leurs caractéristiques exceptionnelles, ces matériaux ont acquis des intéréts
multiples dans de nombreux domaines multidisciplinaires. Les NMs sont notamment
employés en médecine dans le domaine de la thérapie ciblée, en détection biologique
chimique et gazeuse, en écologie pour la captation du CO> ainsi que dans d’autres
applications 31323334 Un exemple d’application des NMs dans le domaine des énergies
vertes est représente. Le dihydrogéne (H>) est un candidat propre, compétent et propice
aux énergies renouvelables qui constituent une solution prometteuse aux problémes de
pollution de I’air et de réchauffement climatique li¢ aux émissions de gaz a effets de
serre. Face a la demande croissante d’énergie a base d’hydrogéne, des problémes de
sécurité liés a la production, au transport et au stockage de I'hydrogéne gazeux
impliquent le besoin d’une détection trés efficace, rapide et précise du gaz Ho, soit lors
de fuites ou infiltré dans des matériaux. Mansha et al., ont développé des détecteurs
d’Hz a base d’hétérostructures composées de feuilles de graphéne décorées par des
cristaux d’oxyde d’indium (111), In2Oz. La décoration de la surface du graphene par des
nanocristaux d'In,Oz est efficacement réalisée pour construire une hétérostructure
In,0s/Graphene par une synthése des nanocristaux d'In,Os en solution aqueuse. Les
propriétés de détection du nouveau détecteur développé ont montré une sensibilité
améliorée et un comportement de détection réversible. Il a été établi que la présence de
graphéne dans les hétérostructures d’oxyde métallique aide le transfert d'électrons et
augmente la conductivité électrique, ce qui améliore donc la sensibilité du capteur

d'hydrogéne gazeux construit 3.

1.3 Nanomédecine et applications

1.3.1 Définition et notions générales
L’application de la nanotechnologie pour des buts médicaux est nommée
nanomédecine. Cette application est définie par 1’usage des NMs pour le diagnostic, la

surveillance, le contréle, la prévention et les traitements de pathologies *°.

La nanomédecine est un domaine interdisciplinaire, ou la nanoscience, le nanogénie et

la nanotechnologie interagissent avec les sciences de la vie. La nanomédecine pourrait
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conduire a I’amélioration d’appareillages médicaux et de médicaments ainsi qu’au
développement d’applications pour les diagnostics précoces ou traitements d’une large
gamme de pathologies avec une grande spécificité, efficacité et une personnalisation
dans 1’objectif d’améliorer la prise en charge du patient *°.

Le terme nanoparticules (NPs) est souvent attribué a la majorité des NMs utilisés en
nanomédecine 3. Les NPs possédent des propriétés physicochimiques spécifiques
comme la charge de surface et la taille qui permettent d’offrir un ensemble d’avantages
et d’opportunités dans le développement des produits pharmaceutiques. Cependant, des
guestionnements ont émergé quant a la toxicité potenticlle des NPs. L’apparition d’une
toxicité non souhaitée pourrait étre un frein a I’application des NPs chez ’Homme aussi
bien que dans I’environnement. Par ailleurs, les caractéristiques physico-chimiques des
NPs peuvent moduler leurs propriétés pharmacocinétiques telles que leur absorption,
leur biodistribution, leur élimination, leur métabolisme, leur potentiel a traverser
facilement les barriéres biologiques mais aussi leur persistance dans le corps humain et
dans I’environnement. Par conséquent, il est primordial de bien caractériser les NPs
ainsi que leur impact sur les systémes biologiques et I’environnement 3 37 38, 39,40
Conventionnellement, la microscopie est utilisée pour caractériser les NPs. Cependant,
cette technique semble étre insuffisante parce qu’elle est limitée a un nombre réduit de
NPs qui peut étre non représentatif de la totalité de 1’échantillon préparé. Récemment,
la diffusion dynamique de la lumiére (DLS), la microscopie électronique a transmission
(TEM), I’¢lectrophorese sur gel et I’analyse du potentiel-{ sont des techniques utilisées
pour caractériser les NPs #. Dans la partie suivante, je présente les différents types de
NPs utilisées en nanomédecine ainsi que les caractéristiques physicochimiques de

chaque type.

1.3.2 Types de nanoparticules utilisées

Une large gamme de NPs a base de matériaux inorganiques ou organiques (lipidiques,
protéiques, glucidiques ou polymeéres de synthése) est utilisée en nanomédecine (Fig.
3) 8
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Figure 3 : Représentation schématique des différents types de NPs utilisées en médecine 8.

1.3.2.1 NPs inorganiques

Les NPs inorganiques sont faiblement toxiques, hydrophiles, biocompatibles et trés
stables par rapport aux matériaux organiques “2. Parmi les NPs inorganiques les plus
connues, nous pouvons citer les NPs a base de métaux comme les NPs d’or et d’argent,
les nanotubes a base de carbone et les NPs & base de matériaux semi-conducteurs

comme les Quantum dots (Fig. 4) .

P —
z

Mesoporous silica Quantum dot
nanoparticle

Figure 4 : Illustration schématique des NPs inorganiques les plus utilisées 3.

Les NPs d’or (Au-NPs), également connues sous le nom d’or colloidal, sont présentes
souvent sous la forme d’une suspension de particules d’or de diamétre compris entre 3
et 200 nm dispersées dans un fluide. Ces NPs ont connu un intérét croissant en
nanomédecine grace a leurs caractéristiques spécifiques comme leurs stabilités élevées,
leurs morphologies contr6lables, leurs compatibilités biologiques et la facilité de

fonctionnaliser leurs surfaces 4.



D’autres NPs inorganiques, tels que les Quantum dots (QDs), ont connu un grand
succes en nanomedecine. Les QDs sont obtenus a partir des éléments des groupes Il1-
V et 11-VI comme le ZnS, le ZnSe, le CdS, le CdSe, le CdTe et I’'InP *°. Ces NPs sont
caractérisées par une haute résistance a la dégradation chimique ainsi qu’une grande
photostabilité. Bien que leur taille soit plus grande que celle des colorants organiques
et des protéines fluorescentes, leurs propriétés optiques présentent une grande utilité
dans diverses applications médicales, notamment en imagerie (détaillées en pages 19 a
22) 48,

Les NPs inorganiques sont utilisées pour une variété d’applications en médecine
comme I’imagerie tumorale, le renforcement de la radiothérapie et le ciblage
thérapeutique *’. L application par des NPs inorganiques dans le domaine de I’imagerie

sera détaillée dans la partie 1.3.3.1 du manuscrit.

1.3.2.2 NPs organiques

a- Les conjugués de médicaments
Les conjugués de médicaments sont considérés parmi les formulations nanomédicales
les plus couronnées de succeés dans le domaine de la thérapie du cancer. Leur taille dans
le domaine de quelques nanomeétres leur permet d’étre classés parmi les NPs. La
structure de ces formulations consiste en une molécule thérapeutique liée de facon

covalente a une molécule de ciblage telle qu’un peptide, un anticorps ou un polymere

(Fig. 5) *®.
L N\ /4
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Protein-polymer Antibody-drug Polymer-drug
conjugates conjugates conjugates

Polypeptide-drug Small molecule Drug amphiphiles
conjugates prodrugs

Figure 5 : Illustration schématique des six différents types de conjugués vecteurs-médicaments #°.



Le conjugué, le plus souvent sous forme de monomere ou d’oligomere, vise a améliorer
le ciblage thérapeutique du médicament sans affecter sa solubilité, sa stabilité ou sa

biodégradabilité 8.

Par exemple, le Vedotin (ou auristatin E monométhylé) est un composé cytostatique
ayant une toxicité considérable empéchant son utilisation chez les patients sous sa
forme non-conjuguée. Toutefois lorsque cette molécule est conjuguée a I’anticorps anti-
CD30 (Brentuximab= Adcetris®), le conjugué résultant est dirigé plus sélectivement
vers les cellules cancéreuses sur-exprimant les récepteurs du CD30, la toxicité
systémique du Vedotin est donc fortement réduite et son efficacité est avérée chez les

patients souffrants d’un lymphome Hodgkinien (Fig. 6 ) °°°L,

HOa f.)
\ / N J
'y ~ v
Brentuximab Peptide linker Auristatin E = #§§
(chlgG1) -Cit-val- (4 perlgG)
-Cys-SH (Hinge)

Figure 6 : Représentation schématique du brentuximab. Cit-val : liaison Citrulline-valine ; chlgcl-Cys-Sh :

Iggl %2,

b- Les NPs lipidiques
Les NPs lipidiques colloidales sont composeées de lipides naturels ou de synthese mais
présentant une formule trés proche de celles de composés naturels, notamment des
phospholipides, leur conférant ainsi un caractére biocompatible, non-toxique et
biodégradable. Les lipides et les phospholipides possédent un avantage unique dd a leur
grande similitude structurale avec une multitude de composés naturels 3. Les NPs

lipidiques peuvent étre sous forme de : vésicules, particules et d’émulsion (Fig. 7) >*.
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Figure 7 : Différentes NPs lipidiques utilisées en médecine. Les NPs lipidiques solides sont abréviées

““SLN”’ pour Solid Lipid NPs ; les vecteurs lipidiques nanostructurés sont abréviés ‘““NLC’’ pour

nanostructured lipid carrier %,

Liposphere

Ce type de NPs offre plusieurs avantages notamment au niveau de la libération

contrdlée de principes actifs, de la stabilité, de la furtivité, de D’efficacité

d’encapsulation du principe actif et de la biodégradabilité >,

Parmi ces NPs lipidiques, les liposomes représentent la forme la plus exploitée (Fig. 8)

8 Les liposomes sont des structures vésiculaires formées d’une bicouche lipidique

encapsulant un volume aqueux >*.

Figure 8 : Illustration schématique de la structure d’un liposome .

Hydrophilic head

Aqueous
solution

Hydrophobic tail

Ils sont compatibles avec I’encapsulation de molécules hydrophiles (dans le volume

aqueux présent a I’intérieur du liposome) et lipophiles (dans la bicouche lipidique)

grace a la nature amphiphile des lipides les composant. Cette caractéristique
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remarquable permet la vectorisation de produits de différentes solubilités pour des
applications diverses 4. Par exemple, les liposomes sont largement utilisés comme
nanovecteurs pour le transport de nombreuses molécules dans les industries
cosmétiques et pharmaceutiques. De plus, les industries alimentaires et agricoles ont
étudié de maniere approfondie l'utilisation de I'encapsulation dans des liposomes pour
développer des systemes de transfert de composes instables comme les antibiotiques et

les antioxydants °°,

Toutefois, plusieurs facteurs limitent I’emploi répandu de cette catégorie de NPs. Parmi
ces facteurs, je cite leur faible stabilité, 1’absence d’une méthode de stérilisation
optimale, le taux d’encapsulation faible de certaines molécules hydrophobes °’ et la
manque d’une libération contr6lée proprement dite du principe actif (due a la diffusion
de Fick qui est le mécanisme majoritaire qui dirige la libération des principes actifs a
partir des liposomes, ce qui la rend souvent incomplete et lente, entravant ainsi

I’efficacité thérapeutique demandée) 58 5% €0,

c- Les NPs polymeres

Le terme ‘‘NPs polymeres’’ est un terme générique attribué a tout type de NPs a base
de polyméres de synthése ou naturels & > . Ce type de NPs est surtout utilisé dans la
vectorisation de molécules bioactives comme des molécules thérapeutiques, des acides

nucléiques, des fluorochromes, etc. 5.

Les NPs polymeres peuvent étre, principalement, sous trois formes : auto-assemblée,

particulaire et de capsule, formes que nous allons détailler succinctement (Fig. 9) >,

( Polymer based carriers )

v v v
_(Self assembled ) —( Particulate) _( Capsular )

Nanocapsule

Dendrimer

Micelle Microsphere Microcapsule

Hydrogel

Figure 9 : Différentes formes de NPs polymeéres utilisées en médecine 5.
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Les NPs auto-assemblées sont des assemblages supramoléculaires via des interactions
non-covalentes entre les unités moléculaires %,

Pour ce sous-type de NPs, les molécules amphiphiles s’auto-assemblent dans des
solvants polaires et/ou aqueux de fagon a garder leurs parties hydrophobes protégées
du contact avec les solvants polaires tandis que les parties hydrophiles restent en contact

avec ce solvant.

Parmi les NPs auto-assemblées, nous distinguons les micelles, les dendrimeres et les
hydrogels. Les micelles sont des NPs ayant un coeur hydrophobe et une couronne
hydrophile. Généralement, ces nanoobjets ont une taille comprise entre 5 et 100 nm et
sont utilisées pour la vectorisation des molécules hydrophobes (Fig. 10) 4. En paralléle,
les dendriméres sont des macromolécules mono-dispersées et hautement branchées.
Ces molécules possedent un grand nombre de groupements de surface qui sont tous liés
a une seule unité centrale. Le cceur des dendrimeéres fournit un compartiment pour la
vectorisation des molécules thérapeutiques et leur taille nanométrique facilite leur

internalisation par endocytose °2.

Aqueous solution

— WK ,D@\Hydrophilic group
Encapsulated 779 \W% ¢
drug Qo4
W \ Hydrophobic group
Figure 10 : Structure des micelles polyméres représentatives du groupe de NPs auto-assemblées 62,

Les hydrogels font aussi partie des NPs auto-assemblées et sont des réseaux de
polymeres hydrophobes pouvant absorber une large quantité¢ d’eau, tout en restant
insolubles dans les solutions aqueuses due aux phénomenes de réticulation entre les

chaines individuelles de polyméres .

Par ailleurs, les NPs particulaires, telles que les nanosphéres (10-100 nm) et les
microspheres (1-1 000 um) sont des matrices polymeres dans lesquelles les molécules
bioactives sont soit dispersées soit dissoutes (Fig. 11). La libération contr6lée des

molécules encapsulées se fait par diffusion, gonflement et/ou par érosion >,

Enfin, les NPs capsules, telles que les nanocapsules et les microcapsules, sont des

structures de type cceur-couronne dans lesquelles la molécule bioactive est confinée
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dans une cavité limitée par une membrane polymere. Cette molécule bioactive peut étre

présente a 1’état solide ou liquide dans cette cavité (Fig. 11) .

Membrane

Drug

Nanocapsule Nanosphere

Figure 11 : Structures des NPs polyméres. A : nanosphéres polymeéres ; B : nanocapsules polyméres 66,

Une multitude de polymeres est utilisée dans la préparation des NPs polymeéres dont
certains sont naturels et d’autres sont de synthése. Les polymeéres naturels typiquement
utilisés dans la préparation des NPs polyméres incluent 1’amidon, les polypeptides,
I’albumine, ’alginate, la chitine, la gélatine, la cellulose et les poly(hydroxyalcanoates)
[PHA]. En contrepartie, le poly(éthyléne glycol) [PEG], I’acide poly(acide D,L-
lactique) [PLA], le poly(acide D,L-lactique-co-acide glycolique) [PLGA], la poly(e-
caprolactone) [PCL], le poly(alcool vinylique) [PVA], la poly(vinyl pyrrolidone)
[PVP], les poly(anhydrides), les poly(orthoesters) et le poly(malate de benzyle)
[PMLABE] sont les polyméres de synthése communément utilisés pour la préparation

de NPs polyméres %67,

1.3.2.3 NPs virales
Les NPs virales (VNPs) sont particulierement attractives en raison de leur origine

naturelle 8.

Les VNPs sont des NPs basées sur des virus qui peuvent étre utilisees comme des
matériaux de base pour une nanomédecine aux propriétés multiples. Les VNPs peuvent
étre des bactériophages et des virus d’animaux ou de plantes et peuvent étre infectieux
ou non. Les particules ressemblant au virus ou ‘“Virus like particles’’ sont un sous-
groupe de VNPs obtenus par expression hétérologue sans I’acide nucléique génomique
(ADN), ce qui les rend non réplicatives. Les VNPs sont des entités dynamiques, et
représentent des systémes d’auto-assemblage qui forment des structures polyvalentes,

monodispersées et parfaitement symétriques. Elles sont exceptionnellement robustes et
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peuvent étre produites en grande quantité en trés peu de temps. Les VNPs offrent des
avantages par rapport au NPs de synthese grace a leurs propriétés de biodégradabilité
et de biocompatibilité. Parmi tous les VNPs, les virus des plantes et les bactériophages
sont les plus intéressants, car ils sont souvent peu pathogénes pour 1’étre humain (Fig.
12) 8,

Icosahedral plant viruses

BMV ccmv CPMV HCRSV RCNMV

Icosahedral bacteriophages and a filamentous phage

MS2 QB M13

Rod-shaped plant viruses

Figure 12 : Représentation schématique de la variété de VNPs utilisées actuellement en nanomédecine . Nous
citons : les virus icosaédriques des plantes comme le virus de la mosaique de brome (Brome mosaic virus)
[BMV], le ““virus de la mosaique de niébé (Cowpea chlorotic mottle virus) [CCMV]”’, le ‘“‘Cowpea mosaic
virus (CPMV)”’, le ‘‘Hibiscus chlorotic ringspot virus (HCRSYV), le ‘‘ Red clover necrotic mottle virus
(RCNMV). Nous citons aussi les bactériophages icosaédriques : le MS2 et le Qp et le phage M13. Les virus

des plantes en batonnet : le ““‘Potato virus X (PVX)’’ et le “°Tobacco mosaic virus (TMV)’>* %,

Par ailleurs, il existe plusieurs types de VNPs appliquées dans une multitude de
domaines en nanomédecine %. Les VNPs sont utilisés en imagerie biomédicale comme
I’imagerie vasculaire. Elles peuvent étre modifiées avec des fluorochromes organiques
pour l'imagerie optique, des complexes de gadolinium (Gd) pour l'imagerie par
résonance magnétique (IRM), et des QD ou des NPs métalliques pour la détection en
utilisant diverses méthodes spectroscopiques. Les VNPs ont été congues également
pour le ciblage thérapeutique de médicaments et pour la thérapie photodynamique
ciblée (PDT), dans laquelle un photosensibilisateur est excité par des longueurs d'onde
spécifiques de la lumiére pour genérer des especes réactives de I'oxygeéne (reactive

oxygen species) [ROS], tuant les cellules cibles .
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1.3.3 Applications de la nanomédecine
Les applications de la nanotechnologie en medecine sont nombreuses mais peuvent étre

résumées dans trois domaines principaux interconnectés (Fig. 13) :

Figure 13 : Les trois domaines principaux des applications de la nanomédecine .

1.3.3.1 Nanomédecine pour I’imagerie et le diagnostic

Un objectif clé en nanomédecine implique 1’'usage des NPs en tant qu’agents pour des
imageries anatomiques et fonctionnelles. L’utilisation des NPs permet la visualisation
des structures a I’intérieur du corps humain *. Dans ce contexte et en accord avec la
définition de la nanomédecine fournie par I’ESF (European Science Foundation), les
nanodiagnostics sont treés utiles pour visualiser et mieux comprendre plusieurs principes
physiologiques et physiopathologiques pour certaines maladies et certains traitements

de maladies ©°.

Les NPs peuvent étre congues avec différentes propriétés de contraste pour différentes
techniques d’imageric médicale. Les modalités les plus fréquentes sont: la
tomodensitométrie (TDM) [CT-Scan], I’imagerie par résonnance magnétique (IRM),
I’imagerie de la radioactivité comme la tomographie par émission de positons (TEP) et
la tomographie par émission monophotonique (TEMP), I’imagerie par fluorescence et
1’imagerie photoacoustique %.

Les nanodiagnostics sont utilisés dans une variété de secteurs en médecine. Cependant
cette application concerne majoritairement le cancer ou ils sont employés pour la

visualisation des Iésions cancéreuses primaires ou métastatiques et pour surveiller les
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vaisseaux sanguins tumoraux ‘> ’*. Dans le secteur des maladies cardiovasculaires, les
nanodiagnostics sont utilisés pour visualiser les artéres et les veines du systéeme
cardiovasculaire "2, En ce qui concerne la thérapie cellulaire par greffe de cellules
souches, les NPs sont maintenant utilisées pour traquer les cellules greffées in vivo 7.

Dans une étude publiée en 2018 s’inscrivant dans le cadre du développement d’outils
d’imagerie par rayons-X, des NPs d’or (Au-NPs) fonctionnalisées par une protéine
d’adhésion se liant au collagéne (collagen-binding adhesion protein 35, CNA35) ont
¢été développées. Cette étude montre que 1’or est un excellent agent de contraste et
d’imagerie ciblant la cicatrice myocardique chez les patients ayant eu un infarctus de
myocarde (Fig. 14). Ces NPs, appelées GNPs-CNA35, se lient spécifiqguement sur la
cicatrice myocardique. L’utilisation de ces NPs a permis une augmentation prolongée
du ratio signal/bruit de fond du sang (blood pool enhancement) pour une imagerie par
tomodensitométrie de 1’arteére coronaire et un ciblage spécifique du collagéne dans la

cicatrice myocardique "4,
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Figure 14 : lllustration schématique des GNPs-CNA35 et leurs applications dans I’imagerie du myocarde et

de ses vaisseaux sanguins 7.

Par ailleurs, les NPs peuvent étre aussi utilisées pour la détection de molécules, cellules
et tissus ex vivo. Dans cette application dite de diagnostic, les NPs, généralement
associées a un ligand tel que des anticorps, sont utilisées pour détecter une ou plusieurs
molécules biologiques uniques présentes dans des liquides biologiques prélevés du
corps comme le sang et l'urine. Ces molécules sont généralement appelées
biomarqueurs de pathologies

Parmi les biomarqueurs de pathologies nous pouvons citer les molécules suivantes :
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- I’alpha-feetoprotéine (AFP) est une protéine plasmatique produite par le foie
du feetus qui n’est plus exprimée chez 1’adulte mais qui réapparait dans certains
carcinomes hépatocellulaires. Elle représente le biomarqueur le plus utilisé pour le

pronostic des patients souffrant d’'un CHC en post-traitement.

- I’antigéne du cancer 125 (CA 125) est une glycoprotéine surexprimée chez les
patientes ayant un cancer ovarien ; cet antigéne est utilisé en tant qu’outil de pronostic

des stades terminaux de ce type de cancer .

- Un autre biomarqueur du cancer est représenté par I’antigéne 15.3 (CA 15.3)
dans de nombreux cancers, dérivé de la mucine ; cet antigene est utilisé pour détecter

la récurrence tumorale chez les patientes ayant un cancer de sein .

Dans ce contexte, Ge et al. ont développé un dispositif de biosenseur sur support papier
pour détecter I’AFP, le CA 12.5, le CA 15.3 et I’antigéne du carcinome embryogénique
(CEA) de facon simple, rapide et utilisable méme dans des pays manquant
d’infrastructures hospitaliéres’’. Pour ce faire, ces auteurs ont utilisé un papier de
chromatographie Whatman recouvert d’une couche de poly(éthyléne téréphtalate) en
tant que substrat pour fixer des anticorps reconnaissant les antigenes déja sélectionnés
(AFP, CA 12.5). De la cire est ensuite ajoutée pour rendre le papier hydrophobe et
construire les zones de fixation des anticorps au hombre de 40 avec un diamétre de 5
nm réparties en quatre rangées et 10 colonnes ”’. Les anticorps des antigénes AFP, CA
12.5, CA 15.3 et CEA sont immobilisés dans les zones fonctionnelles du biosenseur via
des liaisons covalentes : chaque colonne peut étre utilisée pour la détection simultanée
de quatre marqueurs tumoraux dans un seul échantillon. En parallele des NPs a base
d’oxydes de cuivre CuO ont été préparées. Ces NPs sont couplées aux fragments
d’anticorps Aby. Les fragments d’anticorps Abz sont généralement générés par
digestion enzymatique (notamment par la pepsine) de I’immunoglobuline G pour se
débarrasser de la majorité de la partie Fc de 1’anticorps. Le fragment Ab, possede deux
régions de liaison a l'antigene (Fab) liées par des liaisons disulfures les rendant ainsi

divalentes.

Chaqgue zone fonctionnelle du biosenseur est ensuite incubée avec les solutions minant
des fluides biologiques de patients contenant les antigénes cités précédemment, lavée
et a nouveau incubée avec des NPs a base d’oxyde de cuivre et fonctionnalisées par les

fragments Abs.
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Cette incubation conduit a un phénomene de sandwich de I’anticorps (anticorps-
antigéne-CuO NPs-Aby). Enfin, chaque zone est incubée avec des QDs a base de tellure
de cadmium (CdTe) quenchées par la dithizone (systeme de transfert d'énergie de
fluorescence par résonance, TEFR). L ajout d’acide chlorhydrique permet de libérer le
Cu?* et de mesurer la fluorescence des CdTe QDs-DZ (Fig. 15). Les auteurs concluent
que I’intensité de fluorescence est proportionnelle a la quantité d’analytes, ¢’est-a-dire

d’antigénes, permettant un diagnostic rapide.
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Figure 15 : A : Représentation schématique de la préparation du biosenseur. B : lllustration schématique de

la récupération de la fluorescence des QDs "

Selon Me et al., ce nouveau test pourrait étre utile dans de nombreux domaines incluant
des tests cliniques dans des régions pauvres en ressources et étendu a d’autres types de
biomarqueurs 7.

Enfin, la nanotechnologie présente une opportunité pour améliorer le diagnostic global
en réduisant la limite de détection avec un débit élevé et une détection multiplexée de

plusieurs cibles biologiques avec une grande sensibilité

1.3.3.2 Nanomédecine pour la thérapie

Dans la majorité des cas, I’application de la nanomédecine pour traiter des pathologies
se fait grace au ciblage thérapeutique qui consiste a vectoriser le principe actif a I’aide
de nano-objets, nommeés dans ce cas nanovecteurs, dans le but de cibler un site

spécifique ou a défaut de concentrer les principes actifs vers une cible tissulaire "8
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a- Transfert de génes
La thérapie par transfert de génes a attiré beaucoup d’attention dans les domaines de la
médecine, de la pharmacologie et de la biotechnologie . Cette approche
biotechnologique est une stratégie prometteuse pour un traitement spécifique de
nombreuses pathologies monogéniques liées a un disfonctionnement génétique. Cette
thérapie vise donc a corriger une expression genétique altérée dans les cellules
pathologiques. La réussite de la thérapie génique dépend largement de 1’efficacité des
systémes de transfert de geénes. Cependant, les molécules d’acide nucléique ou
ribonucléique (ARN) seules ne sont pas suffisamment efficace car: i). elles sont
dégradées dans le sang par des nucléases sériques, ii). elles sont rapidement éliminees
de I’organisme en raison d’une clairance rénale rapide, iii). elles sont facilement
phagocytées, iv). elles sont faiblement captées par les cellules ciblées, v). et elles
peuvent activer le systeme immunitaire induisant alors des effets toxiques. Toutes ces

raisons limitent fortement leur application en clinique &°

Par conséquent, plusieurs études ont été menées pour améliorer les thérapies géniques
et les NPs ont montré des propriétés intéressantes en tant que nanovecteurs pour le

transfert de génes dans les systémes biologiques (Fig. 16) .
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Les nanovecteurs destinés au transfert de génes sont congus pour protéger I’ADN ou
I’ARN d’une dégradation prématurée dans le sang et pour la transférer d’une facon
efficace dans les cellules cibles 8. La petite taille des NPs, allant de 10 a 200 nm, leur
permet de pénétrer profondément dans les tissus comme les tumeurs solides avec un
haut niveau de spécificité 8. Cette petite taille leur permet également d’interagir avec
les biomolécules de la membrane cellulaire ou dans les cellules, et de transporter
I’ADN, I’ARN ou des ARN interférents (siRNA) aux tissus cibles 8384,

Plusieurs types de NPs ont été évalues pour le transfert des génes. Toutefois, la stratégie
principale pour réaliser cette application consiste a utiliser les NPs virales. Les
liposomes sont également largement exploités pour ce genre d’application 2. Les NPs
polymére et les NPs inorganiques sont aussi employées pour le méme but &. Nous
allons illustrer les applications des NPs en tant que vecteurs pour la thérapie génique

par les quelques exemples donnés ci-dessous.

La premiére application du transfert de génes est la simple transfection de cellules en
culture, par des nanovecteurs polycationiques, utilisée par une majorité de laboratoire
de recherche dans le but de réaliser des transfections transitoires, principalement pour
du gain ou de la perte de fonction de geénes afin d’en étudier I’impact sur le
fonctionnement cellulaire ”°. 11 s’agit donc d’une technique de « routine » en laboratoire
de rechercher, en parallele d’autres techniques comme 1’électroporation ou I’utilisation

de virus recombinants ’°.

Le second versant du transfert de génes concerne les protocoles de thérapie genique. Il
existe de multiples essais précliniques et cliniques du transfert du transfert de génes.
Récemment, il a été proposé que ces approches puissent étre utilisées dans la lutte
contre le diabéte. Le diabéte de type 1 est une maladie auto-immune ou les cellules-
des ilots de Langerhans sont détruites par les lymphocytes T qui réagissent
spéecifiquement avec une ou plusieurs protéines exprimées par ces cellules. Il y a de
plus en plus de preuves que le diabete de type 1 est une maladie liée a une réponse
immunitaire Thl médiée par des lymphocytes T CD4+ et CD8+ secrétant de
I’interféron gamma (IFN-y), favorisant I’immunité cellulaire. Les cellules Th2 sécrétant

de I’interleukine-4 et I’interleukine-10 (IL-4 et IL-10) répriment I’activité Th1 86-87.88

Dans ce contexte, Ko et al. ont utilisé un polymére cationique biodégradable nommé le
poly[acide-(4-aminobutyl)-L-glycolique] (PAGA) pour transférer des plasmides
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codants pour les interleukines IL-4 et IL-10 dans le but d’effectuer un transfert de génes
a des souris diabétiques non obeses (non-obese diabetic [NOD] mice). Dans le foie des
souris NOD, Ko et al. ont détecté I’ARN messager (ARNm) codant pour I’'IL-4 et I’IL-
10 de la souris cinq jours aprés 1’injection par les plasmides 114 et 1110 couplés au PAGA
(PAGA- 114 et PAGA- 1110). Six semaines apres 1’injection, 75% des ilots observés sont
intactes par rapport a 3% pour le groupe contréle. Par ailleurs, 5% des souris traitées
ont présenté des ilots séverement infiltrés par des lymphocytes par rapport & 30% pour
le groupe controle. Finalement, le niveau de glucose a été mesuré hebdomadairement
pendant 32 semaines. Ces mesures ont montré que la co-injection des plasmides 114 et
1110 couplés au PAGA empéche le développement du diabéte chez 75% des animaux
traités. En conclusion, cette étude montre que 1’administration combinée des plasmides
114 et 1110 couplés au PAGA chez des souris NOD empéche le développement de

diabéte auto-immune (type 1) &.

b- Transfert de médicaments
La vectorisation de principes actifs par des nanovecteurs possede plusieurs avantages
sur la thérapie classique. Tout d’abord, elle permet de présenter une solution
d’administration a des médicaments hydrophobes sous une nouvelle forme galénique.
Ceci est tres significatif car plus de 40% des principes actifs identifiés par chimie
combinatoire montrent une faible solubilité dans 1’eau et par conséquent ne peuvent
étre facilement ou efficacement administrés sous une forme « libre » °. De plus, les
nanovecteurs ont le potentiel d’augmenter la stabilité des principes actifs in vivo. lls
permettent de réduire I’excrétion rénale et/ou la dégradation hépatique conduisant ainsi
a une augmentation de leur temps de circulation dans le sang. Ils réduisent le volume
de distribution conduisant a une diminution de la dispersion des molécules vectorisées
dans les tissus, cellules et/ou organes non-ciblés. Ils améliorent aussi la capacité des
principes actifs a s’accumuler dans les sites ciblés, augmentant par conséquence leur
index thérapeutique. Finalement, les nanomédecines encapsulant des agents
thérapeutiques de faibles masses molaires peuvent aider a surmonter plusieurs barriéeres
biologiques comme la membrane hémato-encéphalique afin d’adresser le principe actif

a I’endroit désiré (Fig. 17) 't 789192,
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Figure 17 : Illustration schématique de la capacité des NPs a traverser la barriére hémato-encéphalique %.

Ces nano-objets utilisés en tant qu’outils thérapeutiques sont congus spécifiquement
pour s’accumuler préférentiellement dans des sites du corps ou ils sont nécessaires pour
améliorer le résultat pharmaco-thérapeutique °*. L’objectif principal de cette
application est donc d’augmenter la biodisponibilité, I’efficacité thérapeutique tout en
diminuant les doses administrées et la toxicité non souhaitée associée aux principes
actifs aboutissant ainsi a une meilleure prise en charge des patients ®. Nous allons

donner un exemple de thérapie utilisant les NPs.

La maladie d’Alzheimer est la maladie neurodégénérative la plus commune a I’age
adulte. Elle a récemment recu beaucoup d'attention, en particulier dans les domaines
liés aux nouveaux traitements. Il s'agit d'un trouble évolutif et mortel caractérisé par
une détérioration neuronale qui entraine une perte des fonctions cognitives, telles que
la mémoire, les capacités de communication, les jugements et le raisonnement %. La
caractéristique clinique commune de la maladie d’ Alzheimer est le dépot extracellulaire
de peptide amyloide béta (AP) avec la protéine tau phosphorylée, ce qui entraine une

perte neuronale irréversible et donc une perte de mémoire et de pouvoir de décision .

Le tartrate de rivastigmine (RT) a été approuvé par la ‘‘Food and Drug Administration’’
aux Etats-Unis pour le traitement de la maladie d’Alzheimer. Cependant, son
application actuelle présente de nombreux inconvénients qui incluent une entrée
restreinte dans le cerveau en raison du caractere hydrophile du RT, nécessitant donc
une administration fréquente et des effets secondaires ciblant le systeme cholinergique.
Dans ce contexte, Joshi et al. ont préparé des NPs a base de PLGA et de poly(n-butyl
cyanoacrylate) [PBCA] dans le but d’encapsuler le RT. L'administration de

formulations de RT chez des animaux traités par une solution saline (NaCl) n'a pas
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entrainé d'amélioration notable des capacités d'apprentissage et de mémoire, tandis que
I'administration de différentes NPs chargées en RT chez des souris traitées a la
scopolamine contrarie I'amnésie induite par la scopolamine comme le montre la
diminution importante de la latence d'échappement. Ces résultats indiquent que les NPs
PLGA et PBCA chargées en RT ont permis une récupération plus rapide de la mémoire
par rapport a la solution de RT seule chez les souris ayant une amnésie induite par la
scopolamine. Ces résultats préliminaires indiquent que les NPs PLGA et PBCA
chargées en RT pourraient étre efficace pour cibler le cerveau et maintenir la libération
de RT pendant une longue période de temps et pourraient ainsi conduire a une

amélioration significative du traitement de la maladie d’ Alzheimer .

Grace a ces avantages multiples, la nanomédecine offre une solution pour le traitement
d’une variété de pathologies comme les maladies infectieuses, les désordres
endocrine/exocrine, la régénération de la peau, les maladies cardio-vasculaires, les
maladies neurodégénératives, etc.®. Cependant, le centre d’intérét des applications en
nanomédecine est la thérapie des cancers % développée dans la partie suivante ‘1.4

Nanomédecine thérapeutique et cancer’’.

1.4 Nanomédecine thérapeutique et cancer

1.4.1 Notions générales sur le cancer

Le cancer est un groupe de plus de 100 maladies qui se développent généralement sur
une longue échelle de temps et qui impliquent la perte de mécanismes moléculaires de
régulation du cycle cellulaire de certaines cellules du corps. Théoriquement, cette
pathologie peut se développer dans n’importe quel tissu de 1’organisme sachant que
chaque type posséde ses caractéristiques spécifiques. Cependant, le processus a la base
de la genese du cancer reste le méme pour toutes les formes de la maladie. Dans la trés
grande majorité des cas, et bien qu’il y ait des genes de prédisposition aux cancers, le
processus d’oncogeneése commence a 1’échelle d’une ou plusieurs cellules, par la
transformation de cellules normales en cellules cancéreuses découlant d’altérations
génetiques ayant pour conséquence la perte du controle des mécanismes regulateurs

antiprolifératifs de la cellule normale et I’évolution vers une prolifération anarchique
99
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La transformation cellulaire débute lorsque la cellule subit une mutation génétique
activatrice de la prolifération cellulaire (Fig. 18A). La cellule atteinte et ses descendants
se multiplient plus fréquemment, une condition appelée hyperplasie. Puis, une de ces
cellules subit une seconde mutation génétique d’autant plus fréquente que le rythme de
prolifération de la cellule hyperplasique est éleve, qui augmente a nouveau son potentiel
prolifératif (Fig. 18B). Les descendants de la cellule portant les deux mutations se
divisant excessivement créent a leur tour une évolution vers le stade appelé dysplasie.
Au fil de temps, ces cellules a haut potentiel prolifération vont accumuler les mutations
et produire une sélection plus ou moins clonale de cellules perdant les points de
contrbles du cycle cellulaire pour acquérir un génotype cancéreux en constante
évolution vers un profil de plus en plus prolifératif et résistant aux chimiothérapies par
sélection des cellules s’adaptant a la pression thérapeutique au sein de tumeurs
génétiquement souvent trés hétérogenes (Fig. 18C). Ces cellules présentent un
phénotype trés altéré en comparaison a celui des cellules normales du méme tissu aussi
bien au niveau de leur croissance que de leur différenciation. Si la tumeur solide qui
s’est formée a partir de ces cellules est toujours contenue dans son tissu d’origine, elle
sera nommeée cancer in situ. Les cellules au sein de la tumeur in situ poursuivent leur
évolution (Fig. 18D) incluant d’autres mutations qui permettent a la tumeur d’envahir
les tissus voisins et a quelques cellules de migrer vers des vaisseaux sanguins et
d’atteindre la circulation sanguine ou lymphatique, la tumeur est dite métastatique. Les
cellules qui se sont échappées de la tumeur peuvent établir de nouvelles niches

tumorales (métastases) dans d’autres organes (Fig. 18E) *°.
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Figure 18 : Les différentes étapes de développement de la tumeur %°.
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Parmi toutes les types de cancers et selon les normes de 1’association européenne pour
1I’é¢tude du foie (EASL), le cancer de foie est la sixiéme forme de maladies malignes la

plus répandue et constitue 7% de la totalité des types de cancers connus .

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est la forme la plus répandue des cancers
hépatiques et est la deuxiéme cause de mortalité liées au cancer dans le monde 0% 192,
En France, cette pathologie est responsable de 8 000 déces annuellement, avec un
pronostic considéré comme un des plus sombres comparé avec d’ autres types de
cancers et une médiane de survie globale équivalente a 9,4 mois %, L’incidence de
cette maladie atteint le maximum a 1’age de 70 ans. Egalement, le CHC est plus fréquent

chez les hommes que chez les femmes 1%,

Cette pathologie est généralement causée par l’infection chronique par le virus
d’hépatite B (VHB) ou d’hépatite C (VHC), la consommation excessive d’alcool,
I’exposition a des mycotoxines comme 1’aflatoxine B1, ainsi que certaines maladies
métaboliques liées au diabéte et 4 I’obésité 14, Ces étiologies présentent des fréquences

tres variables en fonction des régions géographiques du monde.

Dans les pays développés, les programmes de surveillance assurent des diagnostics
précoces de la maladie chez 40 a 50% des patients a un stade relativement précoce
permettant des traitements potentiellement curatifs 14 105106 par contre, les patients
ayant un CHC a un stade intermédiaire sont souvent traités par des thérapies
locorégionales, alors que ceux ayant des stades avances de la maladie ne peuvent

profiter que de traitements systémiques palliatifs (Fig. 19) 1%,

La classification de ‘‘Barcelona Clinic Liver Cancer >’ (BCLC) consiste en cinq stades
permettant de proposer aux patients des traitements les mieux adaptés 1% 197 Les
patients possédant une tumeur asymptomatique (Stade 0-A) sont des candidats pour une
thérapie curative par élimination de la tumeur (ablation, résection chirurgicale,
transplantation). Les patients asymptomatiques ayant un carcinome hépatocellulaire
multi-nodulaire (CHC ; stade B) peuvent subir une chimioembolisation transartérielle
par cathéter, tandis que les patients ayant des tumeurs symptomatiques avancées ou
invasives (stade C) regoivent des traitements par une chimiothérapie comme
I’inhibiteur multi-kinase Sorafenib. Le stade terminal de la maladie inclut des patients
dont le diagnostic est trés sombre et qui doivent étre traités avec les meilleurs soins

palliatifs possibles 104 107,
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traitement efficace dans I’algorithme quand les thérapie précédentes échouent) 104107,

Globalement, un nombre supérieur a 50% de patients recoivent une thérapie systémique
a un moment donné durant la progression de la maladie 1% 1% 1% Dans une étude
intéressante réalisée par Llovet et al. (2008), I’inhibiteur de tyrosine kinase multi-cibles
Sorafenib possédant des propriétés anti-angiogéniques et antiprolifératives, a permis
d’augmenter la médiane de survie globale de 8 a 11 mois tout en montrant un profil de
toxicité tolérable chez les patients atteint de CHC a des stades avancés. Cependant,
I’utilisation généralisée de ce traitement en premiere intention a montré ces limites avec
un gain faible sur la survie et des effets secondaires difficiles a supporter pour les

patients 1%,

1.4.2 Traitements des cancers par la nanomedecine

Une des principales raisons expliquant le taux de mortalité élevé lié aux cancers est
I’absence de traitements anticancéreux sélectifs . La chimiothérapie conventionnelle
est basée sur des molécules thérapeutiques de faible masse molaire (généralement <1
000 g/mol). En raison de leur petite taille, les molécules de chimiothérapie, comme la
doxorubicine, le cisplatine ou la gemcitabine, possédent des pharmacocinétiques
défavorables et une biodistribution sous-optimale. Ceci est illustré par une demi-vie

tres courte dans le sang et une accumulation importante dans plusieurs
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organes/cellules/tissus sains (Fig. 20A). Ces facteurs combinés au mécanisme d’action
non spécifique des agents de chimiothérapie et leur grand volume de distribution
engendrent des effets secondaires comme la myélosupression, la mucite, la
neurotoxicité, la nausée et I’alopécie 1%°. En augmentant la taille des agents de
chimiothérapie administrés par voie systémique d’au moins 5 a 10 nm en diametre,
I’excrétion par les reins pourrait étre réduite, la demi-vie pourrait étre prolongée et
I’accumulation dans le site cible pourrait étre réduite (Fig. 20B). A titre d’exemple,
I'encapsulation de la doxorubicine dans des liposomes (Caelyx® / Doxil®) entraine une
augmentation de la demi-vie plasmatique qui passe de 5 a 10 minutes pour la forme non
encapsulée du medicament, a 2 a 3 jours pour le médicament encapsulé dans des
liposomes 110,

Les médicaments de chimiothérapie conventionnelle montrent un niveau important
d’accumulation dans les tissus sains durant leur phase de distribution et d’élimination
et un niveau faible d’accumulation intra-tumorale. Par contre, les nano-médicaments
limitent 1’accumulation du principe actif dans les tissus sains et favorisent son
accumulation dans les sites pathologiques (Fig. 20A). Les profils pharmacocinétiques
typiques des nanoparticules (NPs) illustrent la capacité de ces derniéres a s’accumuler
préférentiellement dans la tumeur par rapport aux médicaments de faible masse molaire

(Fig. 20B) résultant des propriétés intrinséques de circulation des NPs 1%,
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En effet, une forte exposition systémique aux agents anticancéreux engendre souvent
une toxicité limitant ainsi la dose de traitement pouvant étre administrée. Par
conséquent, le ciblage thérapeutique du cancer est d’une importance cruciale quant a la

résolution de problemes de toxicité concernant les thérapies anticancéreuses actuelles
8

La littérature est riche en données in vivo obtenues a partir de modeéles animaux avec
des formulations nanomédicales qui ont déja été validées par des agences régulatrices
et quelques-unes de ces formulations sont déja utilisées en clinique ou elles ont montré

une réduction significative des effets secondaires par rapport aux traitements standards
111

Parmi les formulations nanomédicales qui ont réussi a atteindre le marché, nous citons
le Myocet® et le Caelyx®. Le Myocet® est une formulation de doxorubicine
encapsulée dans des liposomes non PEGylés. Cette formulation, mise en marché depuis
’année 2000, est utilisée dans le traitement du cancer de sein métastatique 2. Le
Doxil® (ou Caelyx® en Europe) correspondant au nom commercial de la doxorubicine
encapsulée dans un liposome dont la surface a été modifiée par le greffage du polymeére
hydrophile, poly(éthyléne glycol) (PEG) [liposomes ‘‘PEGylés’’] '3 Cette
formulation, mise en marché depuis 1996, est également utilisée dans le traitement du
cancer de sein métastatique, le myélome multiple et le sarcome de Kaposi 1*4115116 En
1996, une autre formulation nanomédicale a base de liposome a été mise en marché,
elle porte le nom de DaunoXome®. Le DaunoXome® est constituée d’un liposome
encapsulant la daunorubicine et est utilisée pour le traitement du sarcome de Kaposi %',
La cytarabine liposomale, portant le nom commercial de Depocyte®, a atteint le marché

en 2001 et est indiquée pour le traitement intrathécal de la méningite lymphomateuse
118

Une autre génération de NPs a été lancée dans le marché : il s’agit de NPs nab
(nanoparticle albumin bound) formeées par I’agrégation d’albumine humaine. Ces NPs
appartiennent a la famille des NPs polymeéres. L’exemple de cette génération est
I’ Abraxane® ou nab ™-Paclitaxel. Ce médicament, mis sur le marché en 2007, est utilisé
dans le traitement du cancer de sein, du cancer bronchique non a petites cellules et pour
’adénocarcinome pancréatique 1% 120 121 En outre, le BIND-014 constitué de NPs

PEGylées a base de poly(acide lactique) encapsulant du docétaxel est actuellement en
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phase 2 des essais cliniques. Ces NPs portent I’antigeéne ‘‘Prostate Specific Membrane
Antigen’’, PSMA, en surface comme agent de ciblage, sachant que le PSMA est une
protéine de surface exprimée par les cellules cancéreuses de la prostate et par la plupart
des cellules des néo-vaisseaux des tumeurs solides 22, Parmi les conjugués de
médicament, le Trastuzumab emtansine ou Kadcyla® consiste en un anticorps dirigé
contre le récepteur de facteur de croissance epidermique humain 2 (human epithelial
growth factor receptor 2, HER2) couplé a un dérivé de la maytansine [DM1] (poison
du fuseau) appelée I’Emtansine. Utilis¢é en pratique clinique depuis 2014, ce
médicament est indiqué pour le traitement du cancer métastatique du sein HER2-positif
métastatique ou localement avancé 2%, Cependant, l'augmentation de I’efficacité
thérapeutique de ces formulations reste limitée et I’existence d’effets secondaires non

souhaités 1% 124 justifie les efforts en cours dédiés a les optimiser 12°.

1.4.3 Stratégies du ciblage thérapeutique anticancéreux

1.4.3.1 Ciblage passif

Les vaisseaux anormaux formés par les tumeurs solides montrent une caractéristique
spécifique nommée ‘ ‘perméabilité accrue et effet de rétention”” (Enhanced Permability
and Retention Effect, EPR effect). L’effet EPR a été reporté pour la premicre fois en
1986 par Matsuruma et Maeda: ce concept a permis d’expliquer le taux élevé

d’accumulation des macromolécules au niveau des tumeurs *2°.

L’effet EPR est un phénoméne qui concerne uniquement les tumeurs solides ou I’angiogenese
déséquilibrée aboutit a la formation d’une vascularisation anatomiquement et

physiologiquement différente de celle des tissus normaux (Fig. 21) 27,

Un des criteres cruciaux des tumeurs est représenté par leur croissance anarchique et
rapide. Cette croissance excessive conduit & un stress important induit par la
prolifération d’un nombre important de cellules dans un volume restreint. Pour
maintenir la croissance tumorale, il est indispensable pour les tumeurs de taille
supérieure a 1~2 mm en diamétre d’établir leur propre approvisionnement par le sang.
Par conséquent, de nouveaux vaisseaux sanguins se forment dans la tumeur %,
Toutefois, certains néo-vaisseaux sont compressés di a la grande pression intra-
tumorale. Cette compression couplée a un taux élevé de croissance cellulaire et de

métabolisme intra-tumoral conduit a une condition d’hypoxie dans la tumeur qui résulte
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a son tour d’une production du facteur pro-angiogénique ‘‘le facteur de croissance
vasculaire endothélial’’ (Vascular endothelial growth factor, VEGF). Le VEGF stimule
la croissance des cellules endothéliales ainsi que la poussée des vaisseaux sanguins et
leur donne un caractére poreux. De plus, dans les zones hypoxiques, des phénomenes
de nécrose surviennent conduisant a des lacunes intratumorales dans lesquelles peuvent

s’accumuler du sang et des macromolécules *2°.
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Figure 21 : Vascularisation normale vs vascularisation tumorale. A : représentation schématique d’une
vascularisation normale qui a lieu systématiquement sans refoulement de sang. B : représentation
schématique d’une vascularisation anormale montrant des signes d’impasses et de refoulement de sang. Le
changement de couleur représente le degré d’oxygénation du sang a I’intérieur des vaisseaux sanguins. Ce
changement montre une diminution graduelle du niveau d’oxygéne. Toutefois, des changements erratiques
dans le degré d’oxygénation du sang sont souvent observés dans les vaisseaux sanguins anormaux. Dans ces

vaisseaux plusieurs régions montrent une augmentation et une diminution graduelle du niveau d’oxygéne

indiquant des refoulements possibles et une insuffisance de transport d’oxygéne au tissu tumoral 121,

Tout ceci aboutit a une trés haute densité de vascularisation dans les tumeurs solides.
Les vaisseaux sanguins formés manquent généralement de couche de muscle lisse et de
péricytes, et présentent une lumiére plus large que la normale ainsi que des pores allant
jusqu’a 4.7 um de diametre. Toutefois la majorité des pores formés ont une taille située

entre 1 et 100 nm de diamétre 130131,

Dans les tissus sains, les molécules thérapeutiques de faible masse molaire migrent

facilement des vaisseaux sanguins vers les tissus alimentés par ces vaisseaux, tandis
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que les molécules thérapeutiques encapsulées dans des nanovecteurs ne peuvent pas
réaliser facilement cette extravasation due a leur grande taille. En paralléle, les
caractéristiques des vaisseaux tumoraux facilitent 1’infiltration des nanovecteurs de
plusieurs centaines de nm alors que 1’absence de drainage lymphatique favorisent leur

accumulation dans les tumeurs (Fig. 22) 132133,
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Figure 22 : Démonstration schématique de I’effet EPR 34,

La majorité des nano-médicaments anticancéreux cliniqguement disponibles sont basés
sur le ciblage thérapeutique passif. La premiére génération de nanomédecine est basée

sur le contrdle de la pharmacocinétique et la biodistribution du composé 8.

Parmi les traitements de premiére genération de médicaments anticancéreux basée sur
le ciblage passif qui ont atteints le marché, et qui ont été décrits dans le paragraphe

1.4.2, nous pouvons citer le Doxil® et I’ Abraxane® (Fig. 23).

‘‘‘‘‘‘

Methoxypolyethylene
Glycol Surface Coating

Liposomal Bilayer

Doxorubicin Hydrochloride
Encapsulated in Aqueous Core

Figure 23 : Représentation schématique de la structure du liposome PEGylé encapsulant la doxorubicine
(Doxil®). Les pentagones jaunes représentent les molécules de doxorubicine encapsulées dans le ceeur

hydrophile du liposome protégé par le methoxy-poly(éthyléne glycol). 135,
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1.4.3.2 Ciblage actif

Le ciblage actif vise a améliorer, d’une part, la biodistribution des NPs portant des
molécules de ciblage en surface en les détournant des cellules et/ou tissus sains
n’exprimant peu ou pas les récepteurs de ces molécules de ciblage, et d’autre part
d’augmenter leur captation par les cellules ciblées 3. Dans le cas du ciblage actif, un
ligand de haute affinité est attaché a la surface du nanovecteur. Le ligand se lie
sélectivement a un récepteur sur-exprimé sur la membrane cellulaire de la cellule ciblée.
Le ciblage actif est assuré par la grande spécificité du ligand & son récepteur

correspondant &,

Dans le cas du cancer, les récepteurs (sur)exprimés par les cellules du tissu tumoral sont
géneralement différents de ceux exprimés par les cellules des tissus sains. Ces
récepteurs sont soit uniquement exprimeés ou surexprimés par les cellules cancéreuses
(Fig. 24) 105,106,

Nanoparticle-based
targeted drug delivery

Dead
Cancer cell

/
Q Cancer cell
Overexpressed receptors of

\ biomarkers: ER/PR, HER2, TNBC

Figure 24 : Concept du ciblage thérapeutique actif représenté par Liyanage . et al. (2019) &,

Une large gamme de ligands est utilisée dans le contexte du ciblage actif. Ces ligands
peuvent étre soit de petites molécules comme 1’acide folique et certains glucides, soit
des macromolécules comme des peptides, des protéines, des anticorps, des aptameres

et des oligonucléotides &.

Les interactions spécifiques qui ont lieu entre les ligands présents a la surface du
nanovecteur et les récepteurs surexprimés présents a la surface de la cellule ciblée
facilitent I’internalisation du complexe ligand-récepteur via un mécanisme
d’endocytose médiée par un récepteur et un transport vésiculaire par des endosomes

(Fig. 25) 12,
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(Active targeting)

Figure 25: Illustration schématique du mécanisme d’internalisation de NPs dans le cas du ciblage
thérapeutique actif. (A) ligands sur les nanoparticules ; (B) début de P’internalisation du complexe NPs-
récepteur par le mécanisme d’endocytose médiée par un récepteur et le transport vésiculaire par des

endosomes. (C) Nanoparticule internalisée dans la cellule et commengant a libérer sa charge dans la cellule

ciblée 139,

Dans le cas des NPs conjuguées a des anticorps monoclonaux, ces derniers sont
capables de se lier sur un antigene préférentiellement présent a la surface des cellules
cancéreuses 0. L’anticorps du récepteur de facteur de croissance épidermique
(epidermal growth factor receptor, EGFR), I’anti-EGFR, et celui du récepteur du
facteur de croissance vasculaire endothélial VEGFR, 1’anti-VEGFR, sont les plus

utilisés dans les systemes de vectorisations congus pour le ciblage thérapeutique actif
141

Le Docetaxel (DTX) est une molécule de chimiothérapie de deuxieme ligne prescrite
dans le cas du cancer du sein métastatique 2. En 2019, une étude menée par Dziawer
etal. avait pour but d’améliorer I’efficacité thérapeutique du DTX en ciblant les cellules
cancéreuses de sein surexprimant le récepteur HER2 par un anticorps appelé le
Trastuzumab (Tmab) lié a la surface de NPs. Dziawer et al. ont utilisé un systeme de
NPs hybrides lipides-polymeéres (PLNSs) pour encapsuler le DTX. Leur systéeme de
vectorisation est constitué : i). d’une partie lipidique a base de phosphatidylcholine
issue d’ceufs (egg-PC) permettant d’augmenter la biocompatibilité de ces NPs hybrides,
il). d’une partie polymeére a base de poly(acide lactique-co-acide glycolique), PLGA,
formant les NPs et permettant 1’encapsulation du DTX, et iii). d’'une autre partie
polymere constituée de poly(éthyléne-imine), PEI, chargée positivement et localisée en
surface des NPs permettant ainsi I’adsorption de 1’anticorps Tmab par interactions

électrostatiques (Fig. 26) 12,
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Figure 26 : Illustration schématique des eTmab-PPLNs et leur captation cellulaire. ‘‘¢eTmab-PPLNs’’
indiquent les NPs (PPLNs) [PLGA/PE/lipid nanoparticles] conjuguées électrostatiquement au Trastuzumab.
PLGA : Poly(D,L-acide lactique-co-acide glycolique). DTX (Docetaxel). PEI: poly(éthyléne-imine).
Tmab :Trastuzumab. Egg-PC: phosphatidylcholine issue des ceufs de poulet 123,

Les résultats obtenus dans cette étude a partir d’expériences menées in vitro ont montré
que les eTmab-PPLNSs préparées sont efficaces dans le transport du DTX au niveau des
cellules cancéreuses du sein BT474 sur-exprimant le HER2, efficacité se traduisant par

I’inhibition de la prolifération de ces cellules tumorales 23,

1.4.3.3 Ciblage via un stimulus externe

Les systéemes de nanovectorisation sensibles a un stimulus sont des systéemes qui
agissent en réponse a des stimulations physiques, chimiques ou biologiques qui
déclenchent la libération du principe actif encapsulé dans le nanovecteur en intervenant
sur la phase, la structure ou la conformation du nanovecteur. L’avantage de tels
systemes consiste en la libération contrdlée du principe actif dans la zone tumorale, ce
qui minimise ’exposition systémique au médicament (Fig. 27) . Les stimuli peuvent
étre divisés en deux catégories : des stimuli internes (les conditions patho-chimiques ou
patho-physiologiques) et des stimuli externes (stimuli physiques comme la température,
la lumiere, les ultrasons, et le champ électrique). Les stimuli internes regroupent le
changement de pH, du statut redox, de la présence de protéases, de la force de

cisaillement, et de la force ionique dans les tissus ciblés 143144,
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Tumor microenvironment-
related stimuli

Bioactive molecule

Figure 27 : Ciblage thérapeutique de la tumeur par des systemes de vectorisation sensibles aux stimuli. A :
circulation des nanovecteurs dans le sang. B : en arrivant a la tumeur les nanovecteurs subissent I’effet d’un
stimulus lié souvent au microenvironnement tumoral (Hypoxie, acidose, hyperthermie...). C : le stimulus

entraine la dégradation du nanovecteur et donc la libération du médicament encapsulé.

Dans les tumeurs solides, des conditions d’hypoxie sont observées en raison d’une
balance perturbée entre la fourniture et la consommation d’O2 en partie résultant de la
croissance tumorale et de I’anomalie de la vascularisation tumorale. L hypoxie méne a
une sur-activation du facteur d’hypoxie 1 (Hypoxia-inducible-factor 1, HIF-1) qui joue
un rdle essentiel dans la réponse adaptative a I’hypoxie en modulant plusieurs fonctions
cellulaires comme la prolifération, I’apoptose, 1’angiogenese, 1’équilibre du pH et la
glycolyse anaérobie, activant ainsi la transcription de plusieurs genes comme le VEGF
(vascular endothelial growth factor) et plusieurs autres génes codants pour des
transporteurs de glucose. HIF-1 favorise le changement d’un métabolisme aérobie a un
métabolisme anaérobie pour conserver de I’énergie, en activant des transporteurs de
glucose et des enzymes glycolytiques, menant a une augmentation de la concentration
du taux de I’acide lactique et de I’acidose par la suite (pH extracellulaire, pHe < 6.9).
De plus, I’hypoxie et la croissance rapide des cellules cancéreuses produisent un taux
¢levé d’espéces réactives de I’oxygene (Reactive Oxygene Species, ROS) comme le
peroxyde d’hydrogene (H202). Généralement dans les stades primaires de la maladie,
I’environnement tumoral est caractérisé par un potentiel de réduction élevé alors que
dans les stades terminaux, la tumeur se caractérise par un potentiel de réduction faible
et donc un potentiel oxydatif élevé due a la production croissante de ROS 45, Ensemble,

I’hypoxie, 1’acidose et les ROS favorisent la mutagenese, les métastases des cellules
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cancéreuses, I’angiogenese et la résistance aux thérapies contribuant a I’échec du

traitement (Fig. 28) 46 .
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Figure 28 : Caractéristiques du microenvironnement tumoral 146 147,

En s’appuyant sur ces caractéristiques, une variété de NPs sensibles au
microenvironnement tumoral visant a réduire I’exposition systémique de 1’organisme
aux médicaments a été élaborée 1“8, Hyewon et al. (2016) ont réalisé une étude sur des
NPs polymeéres préparées a partir d’un dérivé amphiphile du PEI, dont une fraction est
en méme temps pH-sensible et charge-convertible, et d’un agent de réticulation sensible
a la réduction. Le PEI ramifié constitue le squelette hydrophile du copolymeére a bloc
amphiphile. Les fonctions amines primaires latérales du PEI sont ensuite utilisées pour
greffer : i). ’acide lithocholique (LCA) formant une partie hydrophobe sur le PEI, ii).
le succinimidyl 3-(2-pyridyldithiopropionate) (SPDP) servant a réticuler le coeur des
NPs via une liaison sensible (ponts disulfures) aux changements des conditions redox,
et iii). ’anhydride 2,3-diméthylmaléique (DMA), I’acide carboxylique terminal étant
responsable de la conversion de charge des NPs. Les auteurs ont donc synthétisé un
copolymere noté bPEI-LCA-SPDP-DMA (Fig. 29).

bPEI-LCA-SPDP-DMA

Figure 29 : lllustration de la structure du polymeére utilisé pour préparer les CC-NPs
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Quand les NPs formées a partir de ce copolymeére atteignent la tumeur apres
administration systémique, leur charge de surface est convertie de négative a positive
sous l’effet du pH acide de la matrice extracellulaire tumorale facilitant ainsi leur
internalisation par les cellules cancéreuses via des interactions électrostatiques. Aprés
la captation cellulaire, les NPs peuvent libérer selectivement le principe actif encapsulé
dans le cceur réticulé via des ponts disulfures clivables dans le milicu intracellulaire
réducteur (Fig. 30) 14°. Ces NPs spécifiques au microenvironnement tumoral pourraient
avoir le potentiel de surmonter la résistance aux medicaments ou I'nétérogénéité des
tumeurs et peuvent étre efficacement internalisées par les cellules cancéreuses dans la

matrice extracellulaire tumorale légérement acide.
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Figure 30 : lllustration schématique de la performance des NPs réticulées et charge-convertibles (CC-NPs)

dans la circulation sanguine systémique 4°.
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1.4.4 Challenges en nanomédecine

1.4.4.1 Systéme immunitaire

Injectées par voie intraveineuse, les NPs circulant dans le sang adsorbent une variété
de protéines sanguines °. Ces protéines, également nommées opsonines, forment une
couronne protéique adsorbée a leur surface. Ce processus, qui concerne tous les corps
étrangers entrant dans la circulation sanguine, est nommé opsonisation. Cette derniére
facilite la reconnaissance des NPs par les macrophages du systeme réticulo-endothélial
(reticuloendothelial system, RES). Suite a cette reconnaissance, les macrophages

phagocytent et éliminent les NPs (Fig. 31) 2.

phagocytosis i
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Figure 31 : Illustration schématique de I’opsonisation et de la phagocytose des NPs 0,

Le systéme RES est formé d’un réseau de cellules immunitaires phagocytaires comme
les monocytes, les macrophages, les cellules endothéliales et les cellules dendritiques.
La majorité de ces cellules sont résidentes dans des organes lymphoides comme la rate,

le foie et les ganglions lymphatiques 2.

La composition de la couronne protéique change considérablement en quantité et en
hétérogénéite, en fonction du temps, des propriétés physicochimiques des NPs et du
statut pathologique traité'®. Parmi les protéines sanguines généralement rencontrées
dans les couronnes protéiques entourant les NPs, nous avons 1’albumine, les
apolipoprotéines, les protéines du systétme complément (C3, C4 et C5) et les
immunoglobulines %2, D’autres protéines sériques peuvent aussi étre présentes dans la
couronne comme la laminine, la fibronectine, la protéine réactive C (C-reactive protein,
CRP), le collagene de type 1 et beaucoup d’autres dans des formes plus minoritaires
153, par exemple, Vene et al. (2016) ont préparé deux lots de NPs a partir de deux
copolymeéres a bloc amphiphiles, les poly(acide 3-malique)-b-poly(R-hydroxybutyrate),
(PMLA-b-PHB), et poly(acide 3-malique)-b-poly(triméthyléne carbonate) (PMLA-b-
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PTMC). Apres incubation des NPs présentant a leur surface le méme bloc hydrophile,
i.e. le PMLA, avec du sérum humain pour des durées allant de 5 mina 16 ha 37° C, les
protéines des couronnes protéiques formées ont été extraites et évaluées par
¢lectrophorése sur gel suivie d’un immunoblot. Leurs résultats montrent que la taille de
la couronne protéique formée augmente en fonction du temps d’incubation des NPs
avec le sérum humain. Les protéines identifiées dans cette étude sont les suivantes :
I’albumine, la transferrine, le fibrinogéne, la protéine C3 du systeme complément ainsi

qu’une variété d’immunoglobulines °4,

Aprés la formation de la couronne protéique, les cellules phagocytaires initient le
processus de phagocytose en reconnaissant les opsonines de la couronne protéique.

Cependant, plusieurs possibilités de phagocytose existent 3 :

- Une premiére possibilité d’attachement a lieu lorsque les opsonines subissent
des changements de conformation et passent de protéines inactives présentes
dans le sang a des proteines activées dans la couronne pouvant étre reconnues
par des récepteurs spécifiques présents sur les cellules phagocytaires. En effet,
les récepteurs membranaires présents a la surface de ces cellules interagissent
avec les opsonines modifiées et ainsi alertent les phagocytes de la présence d’un
corps étranger dans le sang. %2

- Une deuxiéme possibilité est une adhérence non-spécifique des phagocytes aux
opsonines de la couronne protéique aboutissant ainsi a leur activation et donc
une phagocytose des NPs 1%,

- Enfin, une troisiéme possibilité est représentée par I’activation du systéme du
complément. Cette activation pourrait avoir lieu via la voie soit classique,
alternative ou de la lectine 153 5, Toutefois quelle que soit la voie concernée,
I’activation du systéme du complément conduit finalement a la phagocytose par

les cellules mononuclées du systéme RES 1%,

Dans le cas des NPs polymeres qui ne sont pas détruites par les cellules phagocytaires,
une séquestration dans les organes du systeme RES aura lieu. Si ces NPs ne sont pas
biodégradables, elles s’accumulent dans ces organes, notamment dans le foie et la rate,
conduisant & une toxicité et a des effets secondaires " 158, Les mécanismes de cette

toxicité sont détaillés ci-dessous.
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1.4.4.2 Nano-toxicité

La toxicité liée aux NPs peut s’exercer au niveau moléculaire, cellulaire ou tissulaire
(Fig. 32). En effet, lorsque les NPs se déplacent a travers le corps, elles peuvent étre
exposées a différents microenvironnements biologiques comme le sang, les matrices
extracellulaires, le cytoplasme et les organites cellulaires. Par conséquent, les
interactions qui auront lieu a 1’interface NPs-bio (NPs-matiere biologique) pourraient
impacter la fonction des biomolécules, des composants cellulaires et des structures
tissulaires °. Dans ce qui suit, nous résumons les différents mécanismes de toxicité

liés a la présence de certaines NPs.
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Figure 32 : lllustration schématique des effets toxiques majeurs qui peuvent étre induits par un sous-ensemble

de NPs. Ces effets peuvent étre représentés au niveau moléculaire, cellulaire ou tissulaire 159

a- Toxicité au niveau moléculaire

Une fois les NPs entrées dans un fluide biologique, les biomolécules présentes
s’adhérent aux NPs et forment une couronne a leur surface. Ce phénomene déja décrit
dans la littérature a lieu grace a la grande réactivité des espéces chimiques de surface
des NPs 1%,

Ces biomolécules entrées en contact avec les NPs peuvent subir des altérations
structurales et fonctionnelles. Il a été démontré que certaines NPs induisent des
altérations structurales dans des protéines endogeénes comme I’albumine, le cytochrome
C, la ribonucléases A et la transferrine 161 162,163,164 ‘Mahmoudi et al. ont mené une
¢tude en 2011 sur I’effet de NPs super-paramagnétiques a base d’oxyde de fer (Super-
paramagnetic iron oxyde nanoparticles, SPIONSs) sur la transferrine humaine saturée en

fer. La transferrine sérique humaine est composée de deux lobes globulaires similaires
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mais non identiques. Chaque lobe (qui abrite un site de liaison du fer 111) est divisé en
deux domaines consistant en des feuillets B recouverts d'hélices a. En libérant le fer de
la structure de la transferrine (apotransferrine), la conformation compacte est relachée,
plus précisément les deux domaines de chaque lobe vont atteindre une conformation de
machoire ouverte (open jaw). Dans cette étude, les auteurs ont prépare et caractérisé
deux populations de NPs: une population de NPs nues et une autre conjuguée au
poly(alcool vinylique), PVA. Ces deux populations possédent deux tailles différentes.
Les NPs ont été ensuite incubées avec de la transferrine humaine saturée en fer. Aprés
incubation, le mélange a été passé sur une colonne de séparation composée d'une
matrice sphérique en acier (MACS® columns). Cette colonne a été placée sous un
champ magnétique fort, suivi d’un lavage par une solution de chlorure de potassium
(KCI) dans le but d’¢luer les protéines. La solution de protéines récupérée ayant interagi
avec les NPs a été analysee par fluorescence, spectroscopie ultraviolet (UV),
électrophorese sur gel (sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis,

SDS-PAGE) et par dichroisme circulaire.

Leurs résultats ont montré que la conformation de la transferrine saturée en fer passe
d’une structure compacte et a une conformation plus étalée suite a son interaction avec
les SPIONSs en raison d’un transfert du fer intégré dans la protéine vers les NPs. Aprés
avoir retiré les SPIONs du meélange transferrine-NPs, la conformation originale des
protéines n'est pas rétablie, montrant les changements irréversibles de la conformation
de la transferrine apres interaction avec les SPIONSs. En conclusion, la conformation de
la transferrine humaine évolue d’une structure compacte a une structure plus étalée due

a la perte de fer qui a lieu aprés I’interaction avec les NPs 64,

Un autre aspect important de la toxicité moléculaire des NPs est représenté par
I’activation de l’'inflammasome. Les inflammasomes comprennent un groupe de
complexes multi-protéiques intracellulaires qui peuvent répondre a des stimuli
exogenes. Les inflammasomes sont principalement exprimés dans les cellules
immunitaires, notamment les cellules dendritiques, les macrophages, les mastocytes et
d’autres, mais peuvent étre également exprimés dans des cellules non immunitaires
comme les fibroblastes et les neurones. Il existe principalement quatre types
d'inflammasomes qui incluent les nucleotide-binding oligomerization domaine-leucine
rich repeats containing pyrin domain 1, -2 (NLRP1, NLRP3), IPAF et AIM2 (Fig. 33).
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Pourtant la recherche sur la nanotoxicité induite par les NPs concerne surtout

I’inflammasome NLRP3 1,
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Figure 33 : Le processus d’activation de ’inflammasome 165,

Les données in vitro sur ce sujet montrent que deux signaux sont généralement
nécessaires pour activer l'inflammasome NLRP3 %, Pour le signal 1, les modéles
moléculaires associés aux agents pathogénes (pathogen-associated molecular patterns)
[PAMP], tels que les lipopolysaccharides bactériens (LPS) sont reconnus par le
récepteur « Toll-like receptor 4 » (TLR4) exprimé sur la membrane cellulaire, ce qui
conduit a I'activation du « nuclear factor-kappa B » (NF-xB) via la protéine adaptatrice
MyD88, et augmente la production de protéines pro-I1L-1p et NLRP3 7. Pour le signal
2, lors de l'activation et I'assemblage de I’inflammasome NLRP3 par divers stimuli, y
compris les particules, les fibres et les NPs, le pro-IL-1 est ensuite modifié pour donner
IL-1B mature. Cependant pour l'activation de l'inflammasome in vivo, il n'est pas
clairement établi que le signal 1 soit nécessaire . Aprés [l'activation de
l'inflammasome NLRP3, I'IL-1f et I’IL-18 sont sécrétées, ce qui conduit au
recrutement d'autres cellules immunitaires dans les tissus affectés et a I'induction de la
clairance des NPs. Si la clairance n'est pas réussie, une activation prolongée de
I'inflammasome NLRP3 peut entrainer une inflammation et Iésions tissulaires
subséquentes. Les mécanismes d'activation de I’inflammasome induits par les NPs ne
sont pas entierement compris, cependant d'autres études suggerent que les propriétés

physicochimiques des NPs, y compris la taille et la fonctionnalisation de surface
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pourraient jouer un réle majeur dans I'activation de I'inflammasome NLRP3 169170 17,
172

Dans ce contexte, Morishige et al. ont étudié la relation entre la taille des NPs a base
de silice (silica NPs) [SPs] ainsi que la fonctionnalisation de leur surface et la
production de I’IL1-f conduisant a 1’activation de 1’inflammasome. Pour ce faire, ces
auteurs ont préparé des SPs non modifiées de cinq diameétres différents compris entre
30 et 1 000 nm (nSP 30, nSP 50, nSP 70, nSP300 et mSP1000). Ils ont utilisé une lignee
cellulaire monocytaire humaine appelée THP-1. Les cellules utilisées ont été incubées
avec les SPs pendant 24h. Suite a cette incubation, une analyse du taux d’IL1-f dans le
surnageant des cellules en culture a été réalisée. Les mSP1000 non modifiées ont induit
une production d'IL1-p significativement plus élevée que le témoin PBS, tandis que les
SPs de plus petites tailles n'ont induit aucune production d'IL1-f. Ensuite, pour évaluer
la corrélation entre la modification de surface et I'effet inflammatoire des SP, ils ont
utilisé des mSP1000 modifiées avec divers groupes en surface (non modifiées ou avec
ajout de -COOH, -NH>, -SO3H ou -CHO). Les temps d’incubations des NPs avec les
cellules THP-1 étaient 6 et 24h. Les niveaux de production d'IL1-p ont été examinés.
Les mSP1000 non modifiées ont induit une production d'IL1-p beaucoup plus
importante que le controle a la fois a 6 et 24 h, tandis que les mSP1000 modifiées ont
induit des faibles niveaux de production d'IL1-B. In vivo, I’injection par voie
intrapéritonéale chez des souris C57CL de mSP1000 non modifiées a induit une
migration et une infiltration locale par diverses cellules inflammatoires par rapport au
contréle PBS. Les mSP1000 modifiées par les divers groupes mentionnés ci-dessus
n'ont pas induit une accumulation plus importante que le contrle PBS. Ces résultats
indiquent qu'une modification de surface appropriée supprime I'effet inflammatoire du

mSP1000 non modifiées 16°,
b- Toxicité au niveau cellulaire

Un aspect majeur de nano-toxicité est représenté par les lésions des membranes
lipidiques des compartiments cellulaires induites directement par les NPs. La perte de
I’intégrité de ces membranes pourrait perturbée 1’homéostasie voire I’intégrité de la

cellule 1%,

La production de ROS semble étre un autre aspect de toxicité induite par les NPs. Ces

radicaux libres sont soit formés directement par les NPs en catalysant des réactions
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d’oxydation de radicaux libres, soit indirectement en interférant dans les mécanismes
de maintien de I’homéostasie cellulaire, en particulier les régulateurs du statut redox
173 Les ROS ont la capacité d’endommager ’acide désoxyribonucléique (ADN), les
protéines et les lipides cellulaires, endommageant par conséquent des organites
cellulaires comme le noyau, les lysosomes et le réticulum endoplasmique % 74, Les
lésions cellulaires résultantes pourraient conduire a différentes formes de mortalités

cellulaires programmées comme 1’apoptose, la nécrose ou I’autophagie 1.

Chen et al. (2014) ont étudié la toxicité de NPs a base d’oxyde de zinc (ZnO) sur les
cellules endothéliales de la veine de cordon ombilical (HUVEC). Cette étude a conclu
que le zinc solubilisé a partir de la surface des NPs exerce une toxicité sur les cellules
HUVECs. Ces NPs induisent un stress important au niveau du réticulum
endoplasmique. La production de ROS provoquée par les ions Zn?* est responsable de
ce genre de stress. Des analyses d’expression de genes en PCR quantitative ont été
menées pour détailler la voie de signalisation activée qui conduit a ce stress. Les
résultats obtenus montrent une activation totale de la voie PERK-elF2R-ATF4-
CHOP/GADD34 dans les cellules HUVECs suite aux traitements avec les NPs ZnO.
Quand la cellule échoue a neutraliser les effets néfastes de ce stress, elle meurt par
apoptose (Fig. 34) 14,

ZnONPs  NAC MT %
g - S
" ses—> l . yp}?:}- aspase 3

Zn** °

by
At

“ Caspase 12 K
N ]
£ 72" ER Stress Rbbpiosis

> -‘

- '*.QE i Nucleus Chop,Caspase-12,
et GADD34

® “ 2
e 2t M&W bip/GRP78,HSPs,
HERPUD1

Figure 34 : Représentation schématique de I’influence des NPs ZnO sur I’homéostasie cellulaire et leur

Q\Q»'

activation de la voie de signalisation de stress au niveau du réticulum endoplasmique (endoplasmic reticulum)

[ER] Y74
c- Toxicité au niveau des organes

En général, les organes les plus affectés par les NPs sont ceux qui ont la quantité la plus
élevée de NPs accumulées, comme les poumons suite a une administration

intratrachéale et dans le foie suite & une injection intraveineuse .
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En outre, et suite a une administration intraveineuse, les NPs sont éliminées par les
cellules du systeme de phagocytes hépatobiliaires, rénaux et mononucléaires. Les NPs
circulent dans le sang pour atteindre les tissus cibles. Si les NPs ont une taille inférieure
a 6 nm, elles peuvent étre eéliminées via les reins par une clairance rénale quelques

heures a quelques jours aprés l'administration (Fig. 35) 6.
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Figure 35 : Schéma des voies de clairance des NPs. Les fleches pleines indiquent les interactions les plus

probables, les fleches en pointillés indiguent une interaction possible 176,

Suite a la phagocytose par les cellules du systeme RES, il y a deux scénarios possibles,
un pour les NPs biodégradables et un autre pour les NPs non biodégradables, par les
processus intracellulaires des cellules phagocytaires. Dans le cas des NPs
biodégradables, les NPs subissent une dégradation intracellulaire & l'intérieur des
cellules MPS aprés phagocytose, tandis que leurs substituants ayant échappé a ce
processus retournent a la circulation sanguine pour une clairance hépatobiliaire ou

rénale éventuelle 176,

En général, la plupart des NPs organiques telles que les liposomes et les NPs a base de
polymeres biodégradables sont facilement biodégradées par le systeme RES. Les
liposomes peuvent étre dégradés par les protéines sériques pendant la circulation

sanguine ou par les lipases lorsqu'ils sont endocytés par d’autres cellules 17,

Par contre, les NPs non biodégradables de grande taille sont plus susceptibles d'étre
retenues et sequestrées par les cellules du systeme RES. Quand la cellule phagocytaire
saturée en NPs meurt, les NPs sont probablement reprises par d'autres cellules
phagocytaires du méme organe, résultant en une quantité totale similaire de NPs

accumulées dans des clusters au sein d'une population plus petite de cellules dans le
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foie, telles que les cellules de Kiipffer par exemple 1@

. 1l a été démontré que cette
bioaccumulation de NPs pourrait entrainer des changements importants d'expressions
génétiques dans le foie méme deux mois aprés I'administration initiale de NPs 17°, Ces
données ont suscité des inquiétudes concernant la toxicité chronique des NPs non

(bio)dégradables.

Dans ce contexte, Sureh et al. ont étudié la biodistribution et la toxicité des NPs a base
d’or (Au-NPs) dans 25 organes apres un jour, une semaine, un mois et deux mois d’une
seule injection intraveineuse (i.v.) de NPs chez le rat a une dose égale a celle de
I’exposition environnementale normale. L'excrétion dans les excréments et I'urine a été
également examinée. Cette étude montre que les Au-NPs s’accumulent dans le foie et
la rate d’une fagon persistante tout au long de la période de deux mois. En paralléle,
une accumulation progressive d'’Au-NPs dans les reins, les testicules et le sang a eu lieu,
avec une réduction de la quantité des Au-NPs dans l'urine, les excréments et les
poumons apres un mois et deux mois de I'injection. Ceci indique que les Au-NPs étaient
inefficacement éliminées du corps par I'urine et les matieres fécales et que les Au-NPs
pourraient subir une redistribution dans le corps aprés un mois. Contrairement a
I'exposition par inhalation, l'injection i.v a entrainé une accumulation substantielle dans
le foie. Ensuite, I’expression d’un ensemble de génes hépatiques a été évaluée. La plus
forte augmentation d’expression a €té observée avec le sous-groupe ‘A’ de la famille
1 du cytochrome P450 (CYP450), notamment le polypeptide 1 (CYP1ALl). En outre,
plusieurs autres membres de la famille des CYP450, y compris les membres CYP4A et
CYP3, étaient significativement surexprimés, tandis que I’expression d’un seul membre
de cette famille a été sous-exprimée apres l'injection d'Au-NPs. Ceci suggere que des
géenes/voies métaboliques de détoxication sont induits lorsque les rats sont exposés a
des faibles niveaux d'Au-NPs. D’autres genes hépatiques liés au métabolisme lipidique
ont été également altérés par I'exposition aux Au-NPs. Parmi les genes sous-exprimeés
dans le foie, il y a ceux impliqués dans les processus du cycle cellulaire comme le
complexe Cyclin B1 — Cdkl1. Donc, il a été conclu qu'il existe une inhibition des
processus du cycle cellulaire et une altération importante de la fonction métabolique du

foie aprés le traitement avec les Au-NPs 178,

Autrement, d’autres NPs métalliques ont montré une hépatotoxicité importante. Dans
ce contexte, des études in vivo ont montré que différents types de NPs métalliques ont

tendance a s’accumuler dans le foie induisant des effets toxiques considérables 1%,
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1.4.4.3 Microenvironnement tumoral

a- L’hetérogéncéité tumorale et le ‘‘Binding site barrier’’

En 1992, Weinstein a defini le concept du ‘Binding Site Barrier (BSB)’ grace auquel il
a expliqué la distribution non uniforme des anticorps monoclonaux au sein des nodules
tumoraux. Il a proposeé que la population cellulaire localisée & coté des vaisseaux
sanguins et caractérisée par une forte densité d’antigéne et une forte affinité de liaison

contribue le plus au BSB (Fig. 36) 181 182,

Aprés administration intraveineuse, I’anticorps (ou le fragment d’anticorps) injecté
entre dans la circulation sanguine (Fig. 36A) et circule a travers le corps. Les propriétés
de taille et d’adhésion des molécules injectées influencent le ciblage de la tumeur de
plusieurs facons (Fig. 36 B). Il est nécessaire que les anticorps extravasent dans la niche
tumorale. Généralement, D’effet EPR favorise [’accumulation des molécules
relativement larges dans la tumeur. Dans I’interstitium tumoral, les molécules circulent
a travers la matrice extracellulaire tumorale pour atteindre les cellules cancéreuses (Fig.
36C). Les molécules de petites tailles diffusent plus rapidement dans la matrice
extracellulaire dense. Pour étre retenus dans la tumeur, les anticorps doivent avoir une
grande affinité pour leurs antigénes cibles exprimés a la surface des cellules
cancéreuses (Fig. 36D). Le ‘‘Binding Site Barrier’’est défini par le fait que des

molécules de hautes affinités possédent un acces limité a la masse tumorale (Fig. 36D).
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Figure 36 : Représentation schématique du trajet de ’anticorps ou du fragment de D’anticorps aprés

administration 18,

Aprés adhésion aux antigenes cibles, les anticorps sont internalisés par endocytose et
dégradeés dans les lysosomes. Le catabolisme cellulaire réduit la concentration locale

d’anticorps, ce qui constitue la force motrice du transport par diffusion. Le dégagement
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systémique des anticorps par le foie et/ou les reins réduit la concentration globale de la
molécule administrée dans le corps, affectant ainsi la distribution intra-tumorale (Fig.
36E) 183,

Ce méme concept peut étre appliqué a la distribution intra tumoral des NPs 2, dont la
captation indésirable par des cellules a proximité des vaisseaux sanguins peut réduire
significativement le nombre de NPs disponibles pour I’entrée dans la matrice tumorale
183 D’une part, des barriéres mécaniques comme les jonctions serrés, la matrice
extracellulaire (MEC) ou la pression du fluide interstitiel peuvent piéger les NPs non-
ciblées du stroma non cellulaire 8!, La captation par les composants cellulaires du
stroma tumoral en réduit également le nombre #°. De plus, les vaisseaux sanguins
présents dans la tumeur ne permettent pas une bonne extravasation des NPs dans la

niche tumorale due & leur dysfonction (Fig. 37) 1%,
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Figure 37 : Représentation schématique de la tumeur et du microenvironnement tumoral 7.

Par conséquent, la densité des composants de la matrice extracellulaire tumorale,
comme le collagene et 1’acide hyaluronique, influence I’accumulation des NPs. Ces
différents composants forment une barriere empéchant la pénétration des NPs
provenant des vaisseaux sanguins dans I’interstitium de la niche tumorale, contribuant

ainsi a une distribution inhomogéne des médicaments et des nano-vecteurs %,

Dans ce contexte, le collagéne et sa distribution jouent un rdle crucial dans 1’effet BSB.
Il a été confirmé que I’accumulation des NPs est limitée dans les tumeurs riches en

collageéne 8,

Miao et al. ont étudié ’effet des fibroblastes associés a la tumeur sur 1’induction de

I’effet BSB. Ils ont utilis¢é des NPs inorganiques a base de phosphate de calcium,
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enveloppées par une couche lipidique et des chaines de PEG, pour étudier leur
répartition dans plusieurs modéles tumoraux in vitro et in vivo. Leur étude a montré que
ces NPs sont de préférence captées par les fibroblastes localisés a proximité des
vaisseaux sanguins au sein de la tumeur indépendamment de leur taille et de la présence
de ligands de ciblage a leur surface, ce qui résulte d’une déplétion des NPs disponibles

pour les cellules tumorales °,

Dans cette méme étude, une seconde caractéristique de 1’effet BSB a ét¢ mise en
évidence. Cette caractéristique est représentée par le nombre de récepteurs présents a
la surface des fibroblastes associés au cancer [Cancer associated fibroblasts ou CAF]
185, Un de ces récepteurs surexprimés dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses est
le Sigma R. L’activité métabolique importante des CAFs par rapport aux fibroblastes
quiescents entrainerait la surexpression des récepteurs Sigma R & leur surface'®® 91,
Cette surexpression serait due a I’activation des fibroblastes par la cytokine
« Transforming Growth Factor Beta» (TGFB) ®. D’autres récepteurs, dont
I’expression est en corrélation avec 1’activité métabolique, existent aussi a la surface

des cellules tumorales et sont a I’origine d’une captation non-spécifique des NPs 12192,

b- Pression du liquide interstitiel tumoral (PLI)

La circulation du liquide a travers les vaisseaux tumoraux et I’interstitium tumoral ainsi
que le drainage du liquide en exces par le réseau de vaisseaux lymphatiques (drainage
lymphatique) sont les facteurs qui influencent la pression du liquide interstitiel (PLI)
de la tumeur. Les vaisseaux tumoraux poreux permettent I’extravasation d’une quantité
excessive de liquide et de molécules plasmatiques dans la niche tumorale.
Normalement, ce liquide en exces est drainé par les vaisseaux lymphatiques permettant
la maintenance d’un équilibre de la pression interstitiel tissulaire. Pourtant, les tumeurs
solides manquent d’un systéme de drainage lymphatique proprement fonctionnel, ils

tendent alors a développer une PLI élevée 1%,

La PLI élevée ainsi que la pression micro-vasculaire des vaisseaux sanguins tumoraux
(PMV) réduite diminuent la pénétration des NPs a I’intérieur de la niche tumorale et
notamment leur accumulation dans le centre de la tumeur par les mécanismes décrits
ci-aprés 194 Tout d’abord, la PLI élevée et la PMV réduite contribuent & la compression
des vaisseaux sanguins et lymphatiques, induisant leur effondrement et diminuant donc

le transport vasculaires des NPs %. De plus, le liquide interstitiel tumoral peut
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s’échapper de la périphérie tumorale vers les tissus normaux voisins, transportant, avec
les NPs, des facteurs de croissance et/ou des cellules tumorales. Ce phénomene conduit
a une réduction du transport trans-vasculaire des NPs 191%_Au final, la PLI peut forcer
les NPs a extravaser par diffusion passive au lieu du transport par convection ce qui

minimise surtout le transport interstitiel des grandes NPs*®’,

En conclusion, plusieurs facteurs liés au microenvironnement tumoral sont considerés

comme barrieres contre le transport des NPs dans le cas des tumeurs solides (Fig. 38).

Nanoparticles

Tumor cells Blood vessel

Figure 38 : Tllustration schématique représentant 1’ensemble des facteurs liés au microenvironnement
tumoral qui forme des barriéres contre I’entrée des NPs. ECM : Extracellular Matrix. IFP : Interstitial fluid

pressure 19,

1.4.5 Cahier de charges

Le processus de vectorisation de principe(s) actif(s) au niveau de tumeurs solides est
composé de cing étapes essentielles, appelées cascade CAPIR : circulation dans le sang,
accumulation et pénétration dans la tumeur, internalisation cellulaire et libération
intracellulaire du principe actif encapsulé dans le nanovecteur. Par conséquent
I’efficacité thérapeutique globale de la nanomédecine administrée est définie par le bon
fonctionnement du nanovecteur dans chagque compartiment et a chaque franchissement
d’étape (Fig. 39) 1%°. Pour qu’une nanomédecine soit efficace, elle doit avoir un indice

thérapeutique élevé en accomplissant parfaitement les cing étapes de la cascade CAPIR
199
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Figure 39 : (A) Les cing étapes du CAPIR dans la libération ciblée de principe(s) actif(s). (B) Les propriétés
requises pour qu’une nanomédecine soit capable d’accomplir les cing étapes de la cascades CAPIR %°

Parallélement, le nanovecteur doit avoir des propriétés ‘‘2R2SP’’, une abréviation
signifiant la libération du principe actif vs sa rétention (2R), la furtivité de la surface vs
son adhérence (2S) et la pénétration tumorale (P) ?®. L’abréviation ‘“2R’’ indique les
propriétés que doit posséder le nanovecteur en termes d’efficacité d’encapsulation du
principe actif. Les NPs doivent retenir la molécule thérapeutique sans libération
incontrélée durant le temps de résidence dans la circulation sanguine, mais avec une
libération efficace au niveau de la cible intracellulaire visée pour que le principe actif
ainsi libéré puisse effectuer I’action pharmaceutique souhaitée. De méme, 1’abréviation
“2S”’ refléte les caractéristiques en relation avec la surface des NPs. Ces derniéres
doivent étre furtives dans la circulation sanguine afin de permettre une accumulation
passive dans le tissu tumoral, mais adhérentes a proximité des cellules cancéreuses dans
le but d’interagir avec elles et étre internalisées de facon efficace 2°°. A coté des
propriétés 2R2S, le nanovecteur doit étre capable de pénétrer dans le tissu tumoral a
travers les vaisseaux sanguins et d’atteindre les cellules tumorales isolées. Par
conséquent, seuls les nanovecteurs possédant des propriétés 2R2SP sont capables
d’accomplir la cascade CAPIR avec succes et de délivrer le principe actif encapsulé au
bon moment et dans le bon endroit pour fournir une efficacité thérapeutique élevée et

un pronostic favorable 1% 2%,

Par ailleurs et pour accomplir la cascade décrite précédemment, les NPs doivent
répondre également a un ensemble de critéres d’innocuité. Les NPs devraient étre
biocompatibles (non toxiques et non-immunogénes, non mutagenes, et non

thrombogenes) et/ou biodégradables, bio-fonctionnelles (possedent des propriétes
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mécaniques, physiques, chimiques, thermiques et biologiques adéquates), faciles a
utiliser et étre préparées sous une forme « stérile » et stockables. Elles doivent aussi
étre capables d’encapsuler une quantité importante de principes actifs, et permettre une
libération prolongée et ciblée des principes actifs, cette libération pouvant étre contrdlée
par différents stimuli (stimuli internes tels que le pH, les conditions Red/Ox et/ou la
température ; stimuli externes tels que les ultrasons et le champ magnétique).
Finalement, il est important que ces NPs aient des surfaces furtives dans le but
d’échapper au systtme RES mais aussi d’étre capables de traverser les barriéres

biologiques (Fig. 40) 2%,
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Figure 40 : Ensemble de barriéres biologiques limitant le ciblage thérapeutique par les NPs. MDR : Multi-

drug resistance °.

Par conséquent, 1’¢laboration de nanovecteurs efficaces implique la maitrise des
caractéristiques physicochimiques des NPs, comme la taille, les propriétés de surface,
la stabilité et beaucoup d’autres. Les NPs doivent avoir des diametres hydrodynamiques
inférieurs a 100 nm leur permettant ainsi d’éviter la clairance rénale garantissant ainsi
un temps de circulation important dans le sang. La charge de surface doit étre neutre ou
Iégérement positive pour garantir une bonne internalisation des NPs par la cellule ciblée
127 Dans le milieu aqueux, les NPs ayant une surface hydrophobe sont éliminées plus
rapidement que celles ayant une surface hydrophile de la circulation sanguine grace a
la plus grande stabilité des NPs hydrophiles dans le sang. La décoration de la surface
des NPs par le polymére hydrophile poly(éthyléne glycol), PEG, constitue une
approche prédominante utilisée pour augmenter le temps de circulation dans le sang et
conférer aux NPs, dites PEGylées, des propriétés de furtivité et réduire la toxicité des
NPs 292, En effet, le PEG diminue, voire empéche, 1’opsonisation des NPs PEGylées en
réduisant les liaisons hydrophobes qui peuvent avoir lieu entre les NPs et les protéines

sanguines (Fig. 41).

53



PEGylated Particles
Opsonin mediated
phagocytosis

Uncoated
Particles

Phagocytosis

Blood Vessels

:> Opsonization protected

Reduce particles with high

. density PEG
18G Phagocytosis

Complement Fibrinogen

Figure 41 : Tllustration schématique de I’effet de ’opsonisation et de son inhibition par le PEG in vivo 2%,

Dans ce contexte, les NPs polyméres a base de polymeres naturels et/ou de synthése
ont recu une attention importante de la part des chercheurs en raison de leur stabilité et
de la facilité de modification de leurs surfaces et semblent répondre, en partie, aux
critéres de la cascade CAPIR 204 2% Toutefois, le concept de NPs idéales pour toutes
les applications et les types de pathologies semble étre utopique. Tout d’abord, la
conception de NPs doit répondre au type de 1’application envisagée. Par exemple, les
propriétés de fluorescence et de radioactivité de certains métaux offrent un avantage
aux NPs métalliques dans le domaine de 1’imagerie. Dans le cas de la nanomédecine
thérapeutique, les NPs doivent étre congues dune maniére spécifique a chaque type de
pathologie traitée. Le critere commun requis pour I’ensemble des applications en
thérapie est la biocompatibilité des NPs. Cependant, d’autres critéres comme la capacité
a traverser les membranes biologiques changent en fonction de la maladie et par suite
en fonction du type de barriéres biologiques concernées. A titre d’exemple, un critére
primordial dans le traitement des maladies neurodégénératives du cerveau est la faculté
des NPs a traverser la membrane hémato-encéphalique, par contre les NPs destinées au
traitement anticancéreux devraient étre capables de s’infiltrer a travers la matrice
extracellulaire tumorale pour atteindre les cellules cancéreuses. La captation cellulaire
est I'objectif de toute conception de NPs, c’est pour cela les NPs doivent étre
efficacement internalisées par le type de cellules ciblées dans la pathologie concernée.
La conception implique le choix du type des NPs (polymeére, lipidiques, métalliques...)
mais aussi le choix de leurs caractéristiques physicochimiques (taille, forme,
hydrophobicité, fonctionnalisation de surface, etc.). Par exemple, le choix du ligand
pour fonctionnaliser la surface des NPs et augmenter leur captation change entre les

deux pathologies citées ci-dessus, mais aussi entre les différents types de cancers traites.
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Pour toutes ces raisons, de nombreuses equipes interdisciplinaires poursuivent la
recherche de nouvelles méthodes de synthese de matiére de base (polymeres, lipides,
etc.) et de préparation de NPs afin d’accroitre la diversité des nanovecteurs et élargir

leurs champs d’applications.

1.5 Le poly(acide malique), PMLA, et ses dérives

La chimiothérapie conventionnelle des cancers, en particulier des tumeurs solides,
repose sur l’utilisation d’agents cytotoxiques ciblant les cellules tumorales a fort
potentiel prolifératif. Cependant, ces traitements bien qu’efficaces contre les cellules
tumorales entrainent des toxicités contre des tissus sains. Depuis de nombreuses années,
les chercheurs tentent de développer des traitements de plus en plus spécifiques, dans
le but d'améliorer I'effet thérapeutique des médicaments tout en diminuant les doses
administrées et les effets secondaires ainsi que de simplifier les protocoles
d'administration. Cette quéte est basée sur le concept du « Magic Bullet » de Paul
Ehrlich 2% qui a inspiré une génération de scientifiques dans la conception de thérapies
anti-cancéreuses plus spécifiques de la tumeur. Depuis la fin du XXe siécle, des progres
importants ont été réalisés dans la conception de tels traitements sur deux grands axes
de recherche : i). la conception de thérapies ciblées basées sur I’identification de
nouveaux médicaments ciblant une altération moléculaire spécifique de la tumeur, et
ii). la préparation de nanovecteurs capables de véhiculer des médicaments vers le site
tumoral dont certains ont déja recu I'approbation de la «Food and Drug
Administration » (FDA) ou qui sont en phase préclinique ou clinique 207 208 209,210, 211,
212.

Dans ce contexte, la combinaison des nanotechnologies et de la science des polymeres
devrait conduire a I'obtention de nanoplateformes présentant les propriétés requises
pour une vectorisation ciblée efficace de ces nanomédicaments. Cependant, un élément
primordial dans la conception des nanovecteurs consiste a définir un cahier des charges
trés strict auquel les nanoplateformes développées, quelle que soit leur forme, doivent
répondre, notamment lorsqu'elles sont congues pour des usages thérapeutiques. Les
nanoplateformes doivent : ). étre biocompatibles (c.-a-d. non toxiques, non
immunogeénes, non mutagenes et non thrombogénes) et/ou (bio)dégradables; ii). étre
bio-fonctionnelles (c.-a-d. posséder des propriétés mécaniques, physiques, chimiques,

thermiques et biologiques adéquates), étre facilement utilisables, étre stérilisables,
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pouvant étre stockées et obtenir I'approbation des administrations régissant la mise sur
le marché des médicaments; iii). permettre I'encapsulation et/ou le greffage de grandes
quantités de principes actifs, iv). conduire a une libération durable des principes actifs
pouvant étre contrélée par des stimuli internes (variations du pH, du taux de glutathion
qui est un réducteur de ponts disulfures, la présence d’hydrolases responsables du
clivage de sites spécifiques, etc.) ou en reponse a des stimuli externes (ultrasons, champ
magnétique, température, etc.), v). avoir une surface controlée (furtive) afin de
diminuer, voire éviter, la reconnaissance par le systeme réticulo-endothélial (systéme
phagocytaire mononucléaire), avoir la capacité de franchir les barrieres biologiques et
de délivrer aux tissus, cellules ou organes sélectionnés les principes actifs grace a la
présence d'une molécule de ciblage (anticorps, peptide, vitamine, etc.) 201213214,

Une nanoplateforme peut étre définie comme un support a base de nanomatériaux pour
administrer de petites molécules, des geénes et des peptides in vivo 1. Les
nanoplateformes ont une gamme de tailles allant de 10 a 200 nm et peuvent étre sous
forme de polymeéres, de liposomes et de micelles. Pour préparer de telles
nanoplateformes sous forme de nanoconjugués ou de micelles, plusieurs polymeéres
stables ou (bio)dégradables ont été développés avec des structures de plus en plus
complexes grace aux progrés de la science des polymeéres et de la médecine 20% 213: 216,
217 Alors que les progrés de la science des polyméres permettent la synthése de
matériaux macromoléculaires complexes dont la structure et les propriétés sont
adaptées aux applications sélectionnées, la meilleure connaissance des cancers a permis
- ). l'identification de récepteurs spécifiques pour lesquels des molécules de ciblage
peuvent étre greffées sur les polyméres pour conférer des propriétés de ciblage aux
nanoplateformes, et ii). une meilleure compréhension de leurs mécanismes de
développement permettant la sélection des nanoplateformes les mieux adaptées.

Suite aux premiers travaux réalisés par Ringsdorf, Duncan et Kopecek, qui ont concu
les premiers nanoconjugués préparés a partir de conjugué  N-(2-
hydroxypropyl)métacrylamide (HPMA)-doxorubicine, entrés en phase 1/11 en 1994 218
219, 220 et par Kataoka et al 219, 221, 222, 223, 224, 225 et Kabanov et al. 219, 226, 227, 228, 229, C]UI ont
congu les premiéres micelles a base de copolymeres a blocs amphiphiles entrées en
phase I/II d’essais cliniques dans les années 1990 2'°, de nombreuses nanoplateformes
ont été et continuent d'étre développées dans le méme but de trouver un nanovecteur

idéal qui puisse conduire & la meilleure réponse thérapeutique & une maladie donnée 2%
215, 219, 111

56



Dans ce contexte, plusieurs matériaux macromoléculaires biostables ou biodégradables
ont été et continuent d'étre développés afin d'obtenir des (co)polymeres portant diverses
fonctionnalités, tels que des principes actifs ou des groupes fonctionnels permettant le
greffage de principes actifs, des molécules de ciblage ou encore des groupes sensibles
aux stimuli qui peuvent étre transférées aux nanoplateformes 212 219 111,

Le poly (acide B-malique), PMLA, (Fig. 42) trouve une place de choix parmi les
(co)polyméres développés dans le sens ou ce polyester est dégradable par hydrolyse ou
par voie enzymatique (estérases) en acide malique, une molécule de faible masse

molaire non toxique faisant partie des cycles métaboliques naturels (Cycle de Krebs).

COOH 0

/r\ l\i/

Figure 42 : Structure du PMLA.

La dégradabilité du PMLA résulte de la présence de liaisons esters clivables dans le
squelette macromoléculaire de ce polymeére, alors que le PMLA est facilement
modifiable grace a la présence de fonctions acides carboxyliques latérales 2%, Grace a
la maitrise de la synthése des monomeres (Fig. 43) et de leur homopolymérisation et
copolymérisation, une grande famille de dérivés du PMLA peut étre obtenue, chacun
des dérivés ayant des propriétés physico-chimiques et biologiques pouvant étre ajustées
par la nature des unités de répétitions formant les (co)polymeres résultants et de

I’amorceur 231, 232, 233, 67
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Figure 43 : Structure des alkylmalolactonate

En plus des dérivés du PMLA préparés par synthése chimique, un PMLA naturel est
obtenu & partir du surnageant des cultures de Physarum polycephalum 234, Il a été
démontré que la structure de ce PMLA naturel était identique a celle du PMLA
synthétisé par polymérisation anionique par ouverture de cycle (aROP) du
malolactonate de benzyle (MLABe) et montrée par la figure 42 67234235 Tout comme
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pour le PMLA de synthése, les propriétés physico-chimiques et biologiques du PMLA
naturel sont ajustables par des modifications chimiques des fonctions acides
carboxyliques latérales 7 2% 237,238
Le PMLA est comparable de fagcon avantageuse aux autres nanoplateformes en raison
de la présence de nombreuses fonctions acides carboxyliques latérales, de la forte
homogénéité chimique et optique du PMLA naturel et du potentiel élevé de sa synthése
chimique. Enfin, grace a la présence de multiples groupes fonctionnels, les
nanoplateformes a base de PMLA offrent une diversité structurelle et fonctionnelle soit
sous la forme de conjugués macromoléculaires linéaires ou ramifiés, soit sous forme de
nanoparticules encapsulant des principes actifs.

- PMLA et dérivés en tant que « prodrogue » macromoléculaire
En 1975, Ringsdorf a défini, pour la premiére fois, un modeéle type d’une « prodrogue »
macromoléculaire constituée par un (co)polymere, biostable ou biodégradable et
soluble dans les milieux aqueux, sur lequel plusieurs groupes fonctionnels peuvent étre
introduits (Fig. 44).

Biostable or
(bio)degradable
(co)polymer

Figure 44: Structure du modéle de « prodrogue » macromoléculaire de Ringsdorf 219,

Ces groupes sont des molécules biologiquement actives (principes actifs) liées au
squelette via une liaison biodégradable, un agent de ciblage (targeting agent, TA) et un
modulateur de distribution (body distribution modulator, BDM) 21°,

Le (co)polymere constituant le squelette doit étre soluble dans les milieux aqueux, non
immunogeéne et excrétable ou biodégradable aprés avoir libéré le principe actif au site
d'action. La liaison entre le principe actif et le squelette du (co)polymere doit étre stable
dans la circulation mais dégradable de fagon contrélée au niveau de la cible. La

formulation entiére doit étre stable pour pouvoir étre développée commercialement 21°
239

58



Dans ce contexte, les nanoconjugues polymere-principes actifs a base de PMLA
pourraient offrir une solution élégante pour répondre aux criteres donnés ci-dessus. En
effet, ce polymere est connu pour étre dégradé en acide malique non toxigque avec une
vitesse de dégradation qui peut étre modulée par le degré de substitution chimique au
niveau des groupes acides carboxyliques latéraux. De plus, ces fonctions acides
carboxyliques latérales peuvent étre modifieées chimiquement de facon relativement
simple permettant ainsi l'introduction d'un large éventail de groupes biologiquement
actifs (principes actifs, agent de ciblage, etc.).

Dans ce contexte, les nanoconjugués nommés Polycefin™ sont préparés par des
modifications chimiques du PMLA naturel extrait de Physarum polycephalum : aprés
purifications, le PMLA extrait et fractionné en taille a une masse molaire comprise entre
50 000 et 100 000 g/mol avec une dispersité de 1,3 67236238240 Grjce 4 la présence des
fonctions acides carboxyliques latérales, Ljubimova et al. ont développé des méthodes
pour contrdler finement le couplage chimique de diverses molécules d'intérét sur le
squelette du PMLA: principes actifs anticancéreux (doxorubicine, témozolomide
hydrazide (TMZH), oligonucléotides antisens (AON)), le PEG (furtivité), des agents de
liaison clivables et sensibles a un stimulus pour la libération des principes actifs, des
molécules hydrophobes pour assurer le passage des nanoplateformes des endosomes
dans le cytoplasme, des agents de ciblage (anticorps monoclonaux), et, éventuellement,
des sondes de fluorescence (Alexa Fluor 680). La structure générale de Polycefin™ est

illustrée par la figure 45 57236237, 238,

NH—PEGsp;  OR, NHR; NHR, OH

Ry: Dox, TMZH or AONs R mAbs
R,: Florescence probe R,: endosmal escape units

Figure 45: Structure des Polycefin™.

Les résultats concernant l'utilisation des Polycefin™ pour traiter les cancers du cerveau
et du sein sont tres prometteurs. Parmi ces nanoplateformes, des variantes pour la
détection et le traitement par IRM des glioblastomes multiformes et des cancers du sein
humains HER2 positifs et triples négatifs et leurs métastases dans le cerveau ont été

également préparés 20 241 En effet, il a été montré que ces nanoplateformes
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n’induisaient pas de réponses toxiques et immunogeénes détectables in vivo et qu’elles
permettaient une inhibition significative de la croissance tumorale (cerveau et sein) in
vivo 7. 2%6.237. 238 Dya telles nanoplateformes sont actuellement incluses dans des essais
cliniques. En raison du potentiel de ces Polycefin™, une société, Arrogene Inc. détient
une licence exclusive. En effet, les chercheurs de cette société proposent qu'une telle
nanoplateforme peut étre considérée comme un excellent moyen d'administration et de
ciblage de principes actifs pour les thérapies et les diagnostics de cancers sur la base
des résultats des études précliniques menées au centre médical du Cedars-Sinai. Apres
avoir greffé plusieurs anticorps de ciblage par chaine polymere, il a été demontre, par
fluorescence et microscopie confocale, que les oligonucléotides antisens de type
morpholino pouvaient étre vectorisés au niveau des sites Visés aprés avoir traverse avec
succes plusieurs barriéres telles que la barriéere hémato-encéphalique et la membrane
des cellules tumorales. De plus, les Polycefin™ ont la capacité de vectoriser
simultanément différents principes actifs conduisant ainsi a une nanoplateforme
spécifique d’une tumeur particuliére et, potentiellement, adaptée a un patient en
particulier (nanomédecine personnalisée). De plus, comme les résultats obtenus a partir
de tests in vivo ont montré l'efficacité des Polycefin™ contre plus d'un type de cancer
(sein et cerveau), ces nanoplateformes peuvent avoir une application contre plusieurs
types de cancer a des fins thérapeutiques et diagnostiques.

Outre l'utilisation de PMLA naturel comme matériau de base pour la construction de
nanoplateformes multifonctionnelles, des dérivés de synthese du PMLA ont été
également élaborés pour répondre au cahier des charges des nanoplateformes a visée
thérapeutique.

Dans ce contexte, Chan-Park et al. ont synthétise et caractérisé un méthacrylate de 2-
hydroxyléthyle (HEMA) greffé sur du poly(e-caprolactone-co-RS-acide B-malique)
dans le but de préparer un polyester biodégradable fonctionnalisé et photo-modelable
pour des applications en tant que micro-supports d'ingénierie tissulaire 242. Ces auteurs
ont conclu que leur copolymeére liquide possédait les propriétés requises pour le micro-
marquage UV, une technique de micro-modelage liquide 2*2. Cependant, a ce jour,
aucun essai in vitro ou in vivo n'a été reporté. Ces mémes chercheurs ont également
préparé et caractérisé un hydrogel biodégradable a base de dérivés de PMLA pour
I'administration de principes actifs 2. Un copolymére & bloc PMLA-b-PEG-b-PMLA
a été obtenu apres hydrogénolyse catalytique du copolymére PMLABe-b-PEG-b-
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PMLABE, lui-méme synthétisé par polymerisation du MLABe en présence de PEG. Le
PMLA-b-PEG-b-PMLA aensuite été modifié par addition de groupes méthacrylate aux
deux extrémités de chaine (PEGMLAAC). Ces auteurs ont mélangé de 1'O-
carboxychitosane méthacrylé (OCMCS), du PEGMLAAc et du PEG diacrylate
(PEGDAC) dans diverses proportions dans I'eau. Ces solutions ont formé des hydrogels
aprés photopolymérisation de groupements acrylates 2. Le peptide Arg-Gly-Asp
(RGD) a été greffé sur les fonctions acides carboxyliques latérales des blocs PMLA.
Ces hydrogels ont été utilisés comme matrice de culture pour les cellules des muscles
lisses (SMC) qui ont grandi au fil du temps sans toxicité apparente. Ces hydrogels sont
dégradables avec une libération modérée d'acide malique a pH physiologique. Par
conséquent, ces hydrogels a base de PMLA pourraient étre considérés comme un
support prometteur pour la culture et la prolifération cellulaire a long terme 24,

Dans la conception de matériaux biodégradables pour l'ingénierie tissulaire, des
copolymeéres poly(acide lactide-co-acide malique) ont été synthétisés par
polymérisation anionique par ouverture de cycle du lactide (énantiomere L ou DL) et
du RS-MLABeg 244 245 246, 247, 248, 249, 250 | es quteurs ont étudié les propriétés de ces
copolymeéres biodégradables en termes de taux de dégradation, de propriétés
thermiques et de morphologie des copolymeres a blocs. Tous ces parametres variaient
selon la composition du copolymére et la température de synthése 24424, Les différents
copolymeéres synthétisés ont ensuite été évalués pour la colonisation et la
biocompatibilité des cellules ainsi que pour l'ingénierie tissulaire 246 247. 248, 249,250 o
et al. ont testé I'adhésion cellulaire sur des films préparés a partir de poly(acide L-
lactide-co-acide malique) en utilisant des fibroblastes de souris 3T3. Leur étude a
démontré que ces fibroblastes se développaient correctement a la fois a la surface et a
I'intérieur des supports macromoléculaires 2*¢. Dans le but de concevoir des matrices
biocompatibles pour la culture cellulaire, des chercheurs ont également évalué le
potentiel du poly(acide L-lactide-co-acide malique) amorphe, greffé ou non avec du
peptide RGD, pour la culture du cellules musculaires lisses primaires d’artére
ombilicale 2#7. La viabilité cellulaire a été améliorée et leur prolifération et migration
se sont révélées meilleures sur les films de poly(acide L-lactide-co-acide malique), avec
ou sans peptide RGD, que sur les films préparés a partir de PLA 24", Les poly(acide L-
lactide-co-acide malique) permettent egalement la culture de ces cellules musculaires,
ce qui conduit les auteurs a conclure que leurs copolymeéres fonctionnalisés pourraient

étre intéressants pour l'ingénierie des tissus vasculaires 24,
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Quelques anneées plus tard, une autre équipe de recherche a évalué I'utilisation de films
a base de poly(acide L-lactide-co-acide malique) sur lesquels ont été greffés soit des
bras hydroxyle ou carboxyle longs 2°° ou le peptide Gly-Arg-Gly-Asp-Ser (GRGDS)
249 pour l'ingénierie des tissus vasculaires. A la recherche d'un matériau biocompatible
idéal pour I'ingénierie des vaisseaux, Wang et al. ont synthétisé un copolymere a base
de PMLA avec des bras carboxyles étendus pour améliorer I'adhésion des cellules
endothéliales et I'némocompatibilité 2°. 1ls ont comparé les propriétés de ce nouveau
copolymeére aux copolymeres a base de PMLA avec des bras hydroxyles et du PLA en
termes de taux de dégradation, d'absorption d'eau, de morphologies de surface,
d'adhésion plaquettaire, d'hémocompatibilités et d'attachement et de prolifération des
cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine (HUVEC) 2. Les résultats de
leurs études ont montré que les taux de dégradation du poly(acide lactide-co-acide
malique) avec des bras hydroxyles latéraux (PMLA-HE) et du poly(acide lactide-co-
acide malique) avec des bras carboxyles étendus (PMLA-ECA) étaient similaires avec
des taux de dégradation lents au cours du premier mois, s’accélérant ensuite. Les temps
de coagulation intrinséque et extrinseque représentant I'némocompatibilité n'ont pas été
influencés par la présence des deux copolymeéres. Le PMLA-ECA a cependant réduit
de maniére significative I'adhésion des plaquettes sanguines sans les activer tout en
permettant la meilleure fixation et prolifération des HUVEC 2,

Enfin, Wang et al. ont évalué la compatibilité sanguine du poly(acide L-lactide-co-
acide malique) sur lequel le peptide GRGDS a été greffé 24°. Ces auteurs ont montré
que ce copolymere, contenant 9% d'unités d'acide malique et 2,9% en moles de peptide
GRGDS greffés sur les fonctions acides carboxyliques latérales du PMLA, : i). possede
une hydrophilie assez élevée; ii). n'active pas les voies de coagulation intrinseque et
extrinseque; iii). diminue de maniére significative I'adhésion et I'activation des
plaquettes sanguines; iv). favorise I'adhésion et la prolifération des HUVEC 2*. Des
tests de coagulation et d'adhésion plaquettaire ont également été étudiés sur les HUVEC
placés sur les copolymeres démontrant qu’aucune différence n'était observée avant et
aprés ensemencement cellulaire. Les auteurs ont conclu que les cellules cultivées sur
leurs films présentaient une bonne anti-thrombogénicité et que ces films biodégradables

pouvaient étre intéressants pour l'ingénierie des tissus vasculaires 2%°.
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Finalement, la copolymeérisation par ouverture anionique de cycle de trois B-lactones
substituées différentes, spécifiquement sélectionnées, a conduit a la synthése d’un ter-

polymére qui pourrait favoriser la cicatrisation des plaies (Fig. 46) 2>t 28 232 49,253,
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Figure 46 : Structure de la nanoplateforme de synthése ayant des propriétés facteurs de croissance des

fibroblastes 231 232, 253

Gréace a la polyvalence et au contrdle de la synthese a la fois des monomeres et des
polymeres, un ter-polymere bien défini a été obtenu. Ce dernier a été synthétisé pour
mimer ["’héparane-sulfate et se lier et stabiliser le facteur de croissance des fibroblastes.
Des essais in vitro ont démontré que cette nanoplateforme stabilisait et protégeait
effectivement le facteur de croissance des fibroblastes, et des expériences in vivo ont
indiqué une amélioration de la régénération musculaire 23 232 253,

Plus récemment, les fonctions acides carboxyliques latérales d’'un PMLA de synthése
ont été modifiées et ont servi pour greffer, avec succes, un PEG, de la doxorubicine
(Dox) et de la galactosamine en tant qu’agent de ciblage des cellules d’hépatome 252,
Les premiers résultats des essais in vitro sur les lignées cellulaires d’hépatome HepaRG
ont mis en évidence que ce nanoconjugué permettait de réduire significativement la
viabilité des cellules HepaRG 2°2,

Ces données intéressantes mettent en évidence le potentiel des dérivés naturels et de
synthese du PMLA en tant que nanoplateformes pour des applications dans le domaine
biomédical. La polyvalence structurelle et biologique, le controle des réactions de
synthese des monomeéres, des polymeres et des conditions de modifications, la

multifonctionnalité, la biodégradabilité, la non-toxicité et la non-immunogénicité
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mettent en avant le fort potentiel thérapeutique de ces nanoconjugués a base de PMLA

naturel et de synthese.

- PMLA et dérivés sous la forme de nanoparticules
Une autre stratégie pour vectoriser des principes actifs au niveau de leur site d'action
consiste en leur encapsulation dans des nanovecteurs polymeres (micelles et
nanoparticules). Les micelles (assemblage de type coeur/couronne) sont généralement
formées par l'autoassemblage de copolyméres amphiphiles alors que les nanoparticules
sont préparées par la dispersion forcée de polymeéres hydrophobes dans des milieux
aqueux. L’organisation spontanée de ces matériaux macromoléculaires implique des
interactions non covalentes 2% 2%, Par ailleurs et comme le montre la figure 47, des
principes actifs hydrophobes peuvent étre encapsulés dans le cceur des NPs et des
micelles soit par des interactions hydrophobes (encapsulation physique), soit par des
liaisons covalentes entre les principes actifs et le polymere (encapsulation chimique).
L’encapsulation offre une protection efficace contre la dégradation et la libération
prématurée du principe actif dans la circulation sanguine et une augmentation de la

biodisponibilité du médicament au niveau du site tumoral (Fig. 47) 2.

Targeting O/V\MMM/\A/\/W
Agent (TA) B
— — ;_.\,__/
Drug

Hydrophalic block Hydrophobic block N

Hydrophilic block Hydrophobic block

-

Nanoplateforms with physically Nanoplateforms with chemically
entrapped drug entrapped drug

Figure 47 : Structure ceceur/couronne des nanoplateformes.
Dans le domaine de I'administration de principes actifs encapsulés dans des micelles
macromoléculaires, deux groupes de chercheurs ont été les pionniers dans le

développement de tels systémes de vectorisation : i). Kataoka et al. ont développé des

NPs de type coeur/couronne a base de copolymeres di-blocs amphiphiles formés d’un
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bloc hydrophile de PEG et d’un bloc hydrophobe constitué poly(acides aminés) sur
lesquels un principe actif hydrophobe a été greffé, comme par exemple la doxorubicine
221, 222, 223, 224, 225, 251 gt i), Kabanov et al. ont élaboré des nanovecteurs a base de
copolyméres a blocs poly(oxyde d’éthyléne)-b-poly(oxyde de propylene), plus connus
sous le nom de Pluronics® 226 227, 228,229

La mise au point de méthodes de synthése chimiques de polyhydroxyalcanoates ou
PHAs, polyméres biodégradables pouvant étre également synthétisés par des
microorganismes placés en conditions de stress, a marqué le début d'une nouvelle classe
de nanovecteurs tres prometteurs pour la vectorisation ciblée et la libération controlee
de principes actifs. L'un de ces PHAs, le poly(acide lactique-co-acide glycolique),
PLGA (Fig. 48), est un polymére (bio)degradable largement utilisé pour des
applications dans le domaine biomédical.

O

(6] H
HO 0
Bty

m

PLGA copolymer

Figure 48 : Structure of PLGA.

Ce copolymere, dégradable en acides lactique et glycolique, est approuvé a la fois par
la FDA et I'Agence Européenne du Médicament (EMA) pour des applications chez
I’Homme 2%°. Par conséquent, les copolyméres PLGA ont été utilisés par les chercheurs
pour la formulation de nanovecteurs capables d'encapsuler divers principes actifs de
faibles masses molaires, de préférence hydrophobes, comme le Paclitaxel 2*°. Malgré
des résultats encourageants obtenus pour le traitement du cancer dans des essais
précliniques, il a été démontré que de tels nanovecteurs a base de PLGA étaient
rapidement reconnus par le systéme réticuloendothélial et ainsi €liminés de I'organisme
en raison de leurs surfaces hydrophobes 5. Une solution a été trouvée en greffant des
chaines PEG hydrophiles a la surface des nanoparticules PLGA ou en utilisant des
copolymeéres a blocs amphiphiles. Par ailleurs, les copolyméres PLGA manquent de
groupes chimiquement fonctionnalisables le long de la chaine polymeére ne permettant
pas le greffage de molécules biologiquement actives. Par conséquent, le choix de la
famille du PMLA a offert une solution aux inconvénients mentionnés ci-dessus grace a

la présence des fonctions acides carboxyliques latérales.

65



Dans ce contexte, des dérivés hydrophobes du PMLA naturel ont permis de formuler
des NPs similaires a celles préparées a partir du PLA et/ou du PGLA 7. Pour ce faire,
le PMLA naturel a été chimiquement modifié avec différents alcools ou avec des acides
aminés ayant des chaines latérales hydrophobes donnant ainsi accés a des copolymeéres
permettant la formulation de NPs capables de vectoriser et libérer un principe actif
encapsulé dans leur coeur hydrophobe. Cependant, les résultats ont montré que les NPs
a base de PMLA dont les fonctions acides carboxyliques latérales avaient été méthylées
induisaient des effets toxiques en raison de la libération de méthanol lors de la
dégradation du polymére 2%, Par conséquent, d'autres groupes hydrophobes ayant une
toxicité négligeable dans la plage de concentration utilisée pour un traitement in vivo,
tels que les esters d'acides aminés hydrophobes ou des peptides, ont été utilisés. La
toxicité de ces NPs a été efficacement diminuée et les principes actifs anticancéreux
comme le doxorubicine (DOX) et le ttmozolomide (TMZH) ont été encapsulés avec
succes 2%°,

Toutefois, la modification chimique du PMLA naturel ne permet pas une préparation
simple de copolyméres a blocs amphiphiles nécessaires a la préparation de micelles

macromoléculaires.

Par conséquent, la synthese de dérives du PMLA par (co)polymeérisation anionique par
ouverture de cycle de B-lactones B-substituées fonctionnelles a 1’aide d’amorceurs eux
aussi fonctionnalisés offre un moyen de préparer soit des homopolymeéres hydrophobes,
soit des copolymeres a bloc amphiphiles permettant la formulation de NPs et de
micelles fonctionnelles, respectivement.

Dans ce domaine, Stolnik et al. ont publié les premiers résultats sur la préparation et la
caractérisation de particules colloidales biodégradables préparées a partir de dérivés
amphiphiles de PMLA 38 %% 262 Djfférents poly(acide malique-co- malate de benzyle)
ont été synthétisés par ROP anionique de MLABe suivi d'une hydrogénolyse
catalytique partielle. Ces auteurs n'ont effectué qu'une caractérisation physico-chimique
des systemes particulaires correspondants et ont montre que leur taille, leur charge et
chimie de surface variaient considérablement selon la composition du copolymere : la
présence d'unités acide malique entrainait la formation de NPs plus grosses avec une
diminution significative du potentiel zéta. % %°. Les vitesses de dégradation de ces

nanosphéres étaient lentes et variaient selon la composition du copolymere : la présence

66



de fonctions esters benzyliques réduisait le taux d'hydrolyse des liaisons esters dans les
chaines principales du polymére 262, Méme si de tels systémes semblaient présenter un
intérét en tant que systemes d'administration de medicaments, aucun essai in vitro et in

Vvivo n'a encore été publié.

Il'y a plus d'une décennie, Osanai et al. ont étudié les effets de la complexation entre
liposomes et PMLA sur le comportement d'agrégation et d'encapsulation dans le but de
préparer des liposomes sensibles au pH 2%, Ces auteurs ont préparé un poly(malate de
sodium-co-malate d’octyle) par copolymérisation du MLABe et de malolactonate
d'octyle suivie d'une hydrogénolyse catalytique. Ce copolymere a ensuite été mélange
avec du L,o-dipalmitoyl phosphatidylcholine (DPPC) de lécithine de soja pour
formuler des liposomes possédant une couronne formée par le polymére synthétisé 2%,
Il a été montré que les liposomes obtenus avaient une structure sphérique et des
diametres compris entre 30 et 55 nm, les groupes octyle introduits sur le PMLA
fonctionnant comme des ancres stabilisant la complexation entre lipide et PMLA 253,
Osanai et al. ont étudié I'influence du pH sur I'agrégation et la fusion de ces liposomes
ainsi que sur la libération de calcéine encapsulée dans ces liposomes. Ils ont montré que
I'agrégation et la fusion étaient faibles a pH neutre et augmentaient dans des conditions
de pH acide. Le méme comportement a été observé pour la libération de calcéine, faible
a pH neutre et plus rapide dans des conditions acides 3.

Plusieurs études rapportent également 1’utilisation de poly(acide lactide-co-acide
malique) pour la conception de NPs dégradables 264 265 266 \Wang et al. ont synthétisé
un copolymere amphiphile di-blocs MeOPEG-b-poly(lactide-co-acide malique) par
hydrogénolyse catalytique du MeOPEG-b-poly(lactide-co-malate de benzyle)
synthétisé par copolymeérisation par ouverture de cycle du DL-lactide et du RS-MLABe
en utilisant le MePEG comme amorceur et I'octoate stanneux comme catalyseur 2%, Les
nanospheéres correspondantes ont été préparéees par la méthode d'évaporation de solvant.
Les images obtenues par microscopie électronique a transmission (TEM) ont montré
que ces nanospheres préparées a partir des copolymeéres a blocs protégés avaient une
morphologie sphérique compacte tandis que celles préparées a partir des copolyméres
a blocs déprotégés avaient une morphologie sphérique non compacte. De plus, les
experiences in vitro ont démontré que les taux de dégradation augmentaient avec les
quantités d'unités d'acide malique hydrophiles 2%°. Récemment, Nottelet et al. ont

préparé et caractérisé des micelles a base des copolymeéres sequences entiérement
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dégradables, le PMLA-b-poly(dihexyllactide), le PMLA-b-poly(monohexyllactide) et
le PMLA-b-PLA. La premiere étape a consisté en la polymerisation par ouverture du
cycle du MLABe générant le bloc PMLABe qui a été utilisé, dans une 2éme étape, pour
la polymérisation par ouverture du cycle du dihexyllactide (DiHeLA), du
monohexyllactide (MoHeLA) ou du LA. La derniére étape, I'hydrogénolyse catalytique
des blocs PMLABEe, a conduit aux copolyméres blocs amphiphiles attendus 2%4. Les
micelles correspondantes ont été préparées en ajoutant une solution d'acétone de ces
copolymeéres dans de I'eau ou du PBS a pH physiologique sous sonication. Les micelles
résultantes ont des diametres allant de 21 a 60 nm et des concentrations micellaires
critiques (cmc) comprises entre 7 et 100 mg/L 2%. L’étude de la stabilité et du taux
d’encapsulation de ces micelles, évalués avec la sonde de fluorescence NilRed, a
démontré que ces derniéres présentaient : i). une stabilité acceptable a température
ambiante, ii). une stabilité raisonnable pendant les deux premieres semaines a pH 7,4
et 37° C suivie d'une dégradation assez rapide, et iii). une dégradation plus rapide a pH
5 et 37° C. Les auteurs ont conclu que les propriétés des micelles polymeres PMLA-b-
PDiHeLA pourraient étre intéressantes pour une libération contr6lée du médicament in
vivo 2%,

Dans le but d'administrer des siARN spécifiques capables de cibler le récepteur alpha
des cestrogénes (ERa) sans affecter le récepteur ERB, Bouclier et al. ont étudié les
possibilités d’encapsulation des siARN dans des NPs constituées de copolymeres a
blocs PEG-b-poly(e-caprolactone-co-malate de dodécyle) 2%7. Les auteurs ont donc
décrit la synthése et la caractérisation physico-chimique des NPs chargées en siRNA
ainsi que les résultats de plusieurs tests in vitro et in vivo. Les NPs & base de PEG-b-
poly (e-caprolactone-co-malate de dodécyle), préparées par double émulsion en
présence ou en l'absence de siRNA, ont un diamétre de 105 a 118 nm, avec un potentiel
zéta légérement négatif et un taux d’encapsulation de siRNA de 72% 2%7. Les NPs a
base de PEG-b-poly(e-caprolactone-co-malate de dodécyle) n'ont pas montré de
toxicité significative vis-a-vis des cellules MCF7 in vitro. Les auteurs ont ensuite étudié
le profil de libération de siRNA et ont montré que la présence de protéines augmentait
le taux de libération de siRNA et qu'un effet « burst » était observé suivi d'une période
de libération plus lente, phénomeéne expliqué par la morphologie des NPs 267, Avant de
passer a des essais in vivo, les auteurs ont montré que les siRNA encapsulés dans les

NPs de PEG-b-poly(e-caprolactone-co-malate de dodécyle) diminuaient
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significativement I'expression des Era dans les cellules MCF7 in vitro, prouvant ainsi
une internalisation efficace de SiRNA dans les cellules ?%’. Enfin, des NPs de PEG-b-
poly(e-caprolactone-co-malate de dodécyle) chargées en siRNA ont été injectees par
voie intraveineuse a des souris immuno-incompétentes (nude) portant des xénogreffes
de cellules cancéreuses cérébrales cestrogéno-dépendantes. Dans les conditions
expérimentales, les auteurs ont observé une diminution significative de I'expression des
Era dans les tumeurs et une légére diminution de la croissance tumorale 27, Les auteurs
ont conclu que les formulations doivent étre optimisées pour conduire a des effets plus
significatifs sur la régression tumorale mais que ces NPs présentaient cependant un réel
potentiel en tant vecteur d'acides nucléiques et de principes actifs.

Avec I’objectif de préparer des micelles macromoléculaires possédant des capacités de
ciblage, Yang et al. ont utilisé des copolymeres a blocs PEG-b-poly(e-caprolactone-co-
acide malique), sur lesquels ils ont greffé de I'acide folique (FA), comme agent de
ciblage, a I'extrémité de la chaine libre du bloc PEG et de la DOX sur les fonctions
acides carboxyliques latérales du bloc PMLA via une liaison hydrazone sensible au pH
268 _es micelles obtenues ont un diamétre d'environ 25 nm et 14% de DOX greffée. A
pH 7,4, presque aucune quantité de DOX n'a été libérée, tandis que la libération de la
DOX a été augmentée a des valeurs de pH inférieures. Les micelles présentant des
molécules de fluorescéine amine (FA) en surface se sont avérées étre efficacement
captées par les cellules 4T1 in vitro, induisant une cytotoxicité grace a la libération de
la DOX 268,

Yin et al. ont, quant a eux, greffé sur du chitosane, de I'acide linoléique hydrophobe et
du poly(acide malique) hydrophile ayant a une extrémité de chaine de I'acide lactique,
ce dernier polymeére étant obtenu par polymérisation par ouverture de cycle du MLABe
en présence d'acide lactique 2%°27°, Dans une premiére étude, Yin et al. ont préparé des
NPs par sonication a partir du dérivé de chitosane ainsi synthétisé. Les NPs obtenues
ont des diametres dans la gamme de 190 a 330 nm avec un potentiel zéta négatif
(environ -10 mV), tandis que la concentration d'agrégation critique (CAC) dépendait
de la balance hydrophile/hydrophobe contrélée par le nombre de molécules d'acide
linoléique et de PMLA greffées sur le chitosane 2%°. Le paclitaxel (PTX) a été encapsulé
dans des NPs au cours de I'étape de préparation par sonication avec une efficacité
d’encapsulation d'environ 70% en poids. Le profil de libération in vitro du PTX (PBS
pH 7,4 contenant 0,1% de tween 80) a montré une libération de PTX trés rapide dans
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la premiére heure (effet « burst ») suivie d'une libération de PTX Iégerement plus lente.
Pres de 80% du PTX encapsulé ont été libérés aprés 12 heures d'incubation. Les effets
hémolytiques in vitro des NPs, représentatifs de la compatibilité sanguine in vivo,
étaient assez faibles, indiquant que les formulations préparées pouvaient convenir aux
injections intraveineuses et aux applications hématologiques 2. Une légére toxicité
aigué a été observée pour l'une des formulations. En effet, lorsque cette formulation a
été injectée par voie intraveineuse a des souris a une dose de 625 mg/kg, aucun signe
de toxicité et de mortalité n'a été observé. De plus, une dose plus élevée (1250 mg/kg)
n'a induit que des signes de toxicité modérés et transitoires, qui ont disparu apres 24
heures 2%, Huit jours aprés l'injection intraveineuse de cette formulation chargée de
PTX, le volume et le poids de la tumeur ont été considérablement réduits, ce qui signifie
que le PTX encapsulé dans les formulations a base de chitosane était plus efficace que
le PTX seul 2%°,

De méme, Yin et al. ont également préparé et caractérisé des formulations a base de
chitosane ayant une charge de surface positive permettant la complexation d’ADN, dans
le but de développer des systemes vectorisation dégradables de genes thérapeutiques.
Comme decrit ci-dessus, ils ont, dans un premier temps, synthétisé un deérivé
amphiphile du chitosane par greffage sur ce polymere de I'acide linoléique et du PMLA
avec un degré de substitution inférieur a ceux de I'étude précédente 2%°. La sonication
d'une solution tamponnée a pH 5,5 contenant ce dérivé amphiphile du chitosane leur a
permis d'obtenir des NPs de diametre variant de 170 a 260 nm et ayant un potentiel zéta
entre +30 et +50 mV 27°, IIs ont ensuite préparé des nanocomplexes en mélangeant ces
NPs avec le plasmide pEGFP codant la protéine fluorescente verte (GFP). Des
nanocomplexes NPs/pEGFP stables et uniformes ont été obtenus a pH 5,5 avec un
diametre inférieur a 300 nm. lls ont démontré que le greffage de I'acide linoléique
hydrophobe et du PMLA hydrophile permettait la suppression de l'adsorption non
spécifique, la réduction des interactions au sein des nanocomplexes NPs/pEGFP et une
libération accrue d'/ADN. D'autre part, Yin et al. ont démontré que l'adsorption et la
captation cellulaires des nanocomplexes étaient favorisées par une teneur plus élevée
en acide linoléique et un plus faible degré de substitution du PMLA 27°, Des tests de
transfection in vitro sur des cellules HEK 293 ont demontré que les nanocomplexes
ayant un rapport pondéral de 12 avaient un niveau d'expression genique élevé avec 34%
de cellules HEK positives a la GFP. Ce nanocomplexe a été sélectionné pour le test de

transfection intramusculaire. Il a montré une capacité de transfection in vivo supérieure
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a celle observée pour les nanocomplexes  chitosane/pEGFP et
poly(éthylénimine)/pEGFP indiquant que le chitosane substitué par le PMLA pourrait
étre intéressant dans le domaine de la vectorisation de médicaments et de génes 27°.
Dans une autre étude, Dove et al. ont préparé des NPs par stéréocomplexation entre le
PEG-b-P(L)MLABe et le PEG-b-P(D)MLABe. Ces deux copolyméres ont été
préalablement synthétisés par polymérisation par ouverture de cycle du R-MLABe ou
du S-MLABe a I'aide de PEG comme macro-amorceur et de 4-méthoxypyridine comme
catalyseur 2’1, Ces auteurs n'ont réalisé que des caractérisations physico-chimiques
partielles de leurs micelles montrant que ces dernieres, formées par la
stéréocomplexation des deux copolyesters a blocs, étaient plus stables que celles
préparées a partir de PEG-b-P(L)MLABe ou de PEG-b-P(D)MLABe. Finalement, ces
auteurs ont conclu qu’elles pouvaient trouver des applications dans le domaine de la
vectorisation de principes actifs 2.

Parallélement a ces travaux, Cammas-Marion et al. ont également synthétisé des
dérivés amphiphiles et hydrophobes du PMLA dans le but d’élaborer des micelles et
des NPs fonctionnelles pour la vectorisation ciblée et la libération contrdlée de
principes actifs. Les premiers systemes nanoparticulaires développés par cette équipe
étaient basés sur les derivés hydrophobes du PMLA : le PMLABe, le poly(malate
d'isopropyle) ou PMLAIPr, le poly(malate de néohexyle) not¢é PMLAnNHe, le
poly(malate d'hexyle) ou PMLAHEe et le poly(acide malique-co-malate d’hexyle) noté
P(MLA-co-MLAHe) (Fig. 49) 231.272,
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Figure 49 : Structure des PMLABe, PMLAIPr, PMLANHe, PMLAHe et P(MLA-co-MLAHEe).
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Les NPs correspondantes, préparées par nanoprécipitation, ont été analysées (diffusion
dynamique de la lumiére, DLS) et évaluées dans divers tests in vitro. Il a été montré
que les diamétres des NPs obtenues dépendaient de la nature des unités répétitives et
variaient de 85 a 160 nm. Il convient de noter que les potentiels zéta se sont avérés étre
denviron —30 mV quel que soit le polymere utilisé pour préparer les NPs, mettant
probablement en évidence que les fonctions acides carboxyliques terminales étaient
situées a la surface des NPs 231272 | a dégradation des NPs a été évaluée dans divers
milieux a 37 ° C par chromatographie d'exclusion stérique (évolution des masses
molaires des polyméres), RMN H (structure des produits de dégradation) et DLS
(stabilité des NPs). Les résultats ont logiquement montré que la vitesse de dégradation
des NPs constituées par des dérivés hydrophobes du PMLA était plus lente que celle
des NPs a base des dérivés plus hydrophiles du PMLA. De plus, le processus de
dégradation semblait étre un phénomene se produisant de fagon aléatoire dans la chaine
principale du polymeére 23L 272 Par ailleurs, la cytotoxicité de ces NPs sur les
macrophages murins J774 Al était faible et dépendait, d’une part, du taux de
dégradation des polymeres formant les NPs et, d’autre part, de la formation de produits
de dégradation 2’2. Enfin, ’halofantrine, principe actif peu soluble dans 1’eau utilisé
dans le traitement du paludisme, a été encapsulé dans les NPs a base de PMLAIPr et de
PMLAnNHe a hauteur de 5% en poids. Les diameétres des NPs chargées étaient corrélés
a la quantité d'halofantrine ajoutée au milieu de nanoprécipitation et une inversion des
potentiels zéta avec une augmentation de la quantité initiale d'halofantrine a été
observée laissant penser qu'une partie de ce principe actif était adsorbée a la surface des
NPs. Comme prévu, la libération d'halofantrine a été plus rapide dans le milieu
intestinal que dans le PBS et un effet « brust » a été observé avec 50% d'halofantrine
libérée aprés 30 min d'incubation 2%,

Afin d’améliorer ces systémes nanoparticulaires et proposer une plus large gamme de
nanovecteurs avec des propriétés physico-chimiques variées et adaptées a I’application
envisagée, Cammas-Marion et al. ont travaillé & la conception de micelles
macromoléculaires entiérement dégradables 2% 273, Pour atteindre cet objectif, trois
copolymeres a bloc amphiphiles, le PMLA4s-b-poly(malate de butyle)7, le PMLA43-b-
poly(malate de butyle)io et le PMLAgs-b-poly(malate de butyle)1s ont été synthétisés
par polymérisation anionique par ouverture de cycle séquentielle du MLABe suivie du

malolactonate de butyle, et caractérisés (Fig. 50) 27
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Figure 50 : Structure des copolyméres a bloc amphiphiles : PMLA4s-b-poly(malate de butyle)7, PMLA43-b-
poly(malate de butyle)io et PMLAss-b-poly(malate de butyle)ua.

En raison de la présence de fonctions acides carboxyliques latérales sur le bloc PMLA
hydrophile, un protocole a été établi afin d’obtenir des micelles stables dans des
conditions (pH, salinité, etc.) compatibles avec les applications in vivo. Des micelles
macromoléculaires stables ont été obtenues par dissolution directe des copolymeéres a
blocs amphiphiles dans une solution tampon phosphate (PBS) a 10 mM et pH7,4
contenant 0,15 M de NaCl. Les micelles avaient des propriétés dépendant de la nature
et de la longueur de chacun des blocs des copolyméres amphiphiles : les micelles les
plus stables, d'un diametre de 35 nm et ayant une concentration micellaire critique
(cmc) de 8 mg/L, ont été obtenues avec le copolymere a bloc ayant i). des blocs
hydrophiles et hydrophobes les plus longs, ii). un bloc hydrophobe avec le degré
d'’hydrophobie le plus élevé, et iii). une balance hydrophile/hydrophobe la plus élevée
213 De plus, il a été montré que les micelles dégradables obtenues présentaient des
propriétés dépendantes du pH de la solution. Par conséquent, ces micelles
macromoléculaires entiérement dégradables pourraient étre intéressantes en tant que
vecteurs de principes actifs répondant a une variation de pH du milieu environnent.

Dans le but de concevoir des systemes nanoparticulaires plus efficaces pour la
vectorisation ciblée de principes actifs, des NPs possédant des agents de ciblage en
surface et/ou furtives ont été élaborées a partir de dérivés amphiphiles du PMLA
constitués par : i). un bloc hydrophile PEG formant la couronne des NPs et leur
conférant stabilité et furtivité, et ii). un bloc hydrophobe PMLABe formant le coeur
hydrophobe des NPs dans lequel des principes actifs hydrophobes peuvent étre
encapsulés 2 27°. Ces nanovecteurs ont été élaborés dans le but de disposer de
nanovecteurs efficaces pour la thérapie et/ou le diagnostic du carcinome
hépatocellulaire (CHC) 27, Par conséquent, trois dérivés du PMLA ont été synthétisés

par polymeérisation anionique par ouverture de cycle du MLABe en présence soit
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benzoate de tétraéthylammonium comme amorceur conduisant au PMABess
hydrophobe, d’a-méthoxy,m-carboxylate-PEG4, de tétraéthylammonium comme
amorceur conduisant au copolymeére a bloc amphiphile PEGa42-b-PMLABegs ou d’a-
biotine,m-carboxylate-PEGs> de tétraéthylammonium comme amorceur conduisant au
copolymére a bloc amphiphile ciblant Biot-PEGe-b-PMLABe7s (Fig. 51) 274275,

PEG »-5-PMLABe

Figure 51 : Structure des PMABegs, PEGa2-b-PMLABess et Biot-PEGe2-b-PMLABe7s.

La biotine a été sélectionnée pour deux raisons principales : i). elle est connue pour étre
un agent de ciblage de certaines cellules cancéreuses 277 27827 et ij). elle est capable

d'interagir fortement avec la streptavidine 2°

, propriété utilisée pour greffer toute une
série de peptides sur l'enveloppe externe des NPs afin de cribler rapidement leur
spécificité vis-a-vis des hépatocytes in vitro avec l'objectif final de sélectionner les
peptides les plus hépatotropes pour un greffage covalent en fin de chaine libre du bloc
PEG 275, Des dérivés fluorescents des dérivés du PMLA ont également été synthétisés
en greffant une molécule de fluorescéine amine sur I’extrémité libre du bloc PMLABe
afin de visualiser les NPs correspondantes dans les cellules par microscopie de
fluorescence. Partant soit des dérives non fluorescents du PMLA, soit d'un mélange de
copolymeéres a bloc non fluorescents et fluorescents (50/50% en poids), des NPs vides,
chargées en principe actif (DOX) ou en sondes de fluorescences (DiDoil ou DiR) ont
été préparées par nanoprécipitation conduisant a I'obtention de nano-objets bien définis
d'une maniére reproductible 2’* 2°. La cytotoxicité in vitro des NPs & base de
PMLABess, PEG42-b-PMLABesgs et Biot-PEGe2-b-PMLABe7s vides a été évaluée sur
plusieurs lignées de cellules cancéreuses (PC3, NCI, Caco, HCT116, MDA, HuH7 et
mmt 060562) et saines (fibroblastes humains). Ces tests ont montré que ces NPs étaient

non toxiques in vitro pour toutes les lignées cellulaires testées, avec seulement une
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legere diminution de la viabilité cellulaire uniqguement pour des concentrations élevées
supérieures a 10 uM 24, La cinétique de libération de la DOX encapsulée dans les NPs
a base de PEG42-b-PMLABegs et Biot-PEGe2-b-PMLABe7s a été suivie dans I'eau et
dans un milieu de culture cellulaire & 37°C. Comme attendu, un effet « burst » a été
observé dans les premiéres heures d'incubation avec environ 40% a 50% de DOX
libérée apres 10 heures d’incubation, suivi d'une libération lente sur la période testée
(70 heures d'incubation) 2°. Le traitement des cellules HuH7 in vitro avec de la DOX
encapsulée dans les NPs a base de PMLABegs, PEG42-b-PMLABess et Biot-PEGe:-b-
PMLABe7s ainduit, comme pour la DOX libre, une cytotoxicité dose-dépendante avec
des concentrations inhibitrices (ICso) similaires a celle de la DOX libre. Ces résultats
étaient encourageants dans le sens ou I'efficacité de DOX n'était pas affectée par le
processus d'encapsulation

Pour étudier I'effet de la biotine sur la captation in vitro par les cellules mmt 060562
connues pour surexprimer le récepteur de la biotine, des nanoparticules a base de
PEG42-b-PMLABess et Biot-PEGe2-b-PMLABe7s encapsulant la sonde de fluorescence
DiDoil ont été préparées : la fluorescence rouge n'a été observée que dans les cellules
ayant été incubées avec les NPs Biot-PEGs2-b-PMLABe7s chargées en DiDoil 27, Ces
résultats ont démontré que le ciblage des cellules tumorales avec la biotine semblait
étre efficace et met en évidence I’intérét des dérivés du PMLA pour 1’¢laboration de
nanovecteurs potentiellement intéressants pour la vectorisation ciblée et la libération
contr6lée de principes actifs hydrophobes.

Comme mentionné plus haut, outre l'utilisation de la biotine comme agent de ciblage,
cette molécule a été utilisée pour développer une procédure polyvalente de criblage
d’agents de ciblage spécifiques des cellules cancéreuses du foie (Fig. 52), ’objectif
final étant de sélectionner les peptides présentant un tropisme tres élevé pour les cellules

d’hépatome puis de les greffer en bout de chaine libre du bloc PEG.

NPencapsulant = @ :
le DiDoil beptine

S~trep‘taviAdine

.Biotine

Figure 52 : Structure de I’assemblage Peptide-Biot-Strep-Biot-NPs.
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Pour cette étude, des NPs fluorescentes constituées d'un mélange de PEGuaz-b-
PMLABess et PEGa42-b-PMLABegs-FA (50% en poids) ou Biot-PEGe2-b-PMLABe7s et
Biot-PEGs2-b-PMLABe7s-FA (50% en poids) ont été préparées. Le peptide cyclique c-
RGD biotinylé a d'abord été associé a la streptavidine suivi par I'ajout de ce complexe
a des NPs fluorescentes biotinylées dans des conditions bien définies (4 uM de
copolyméres a blocs, 4 UM de streptavidine et 8 uM du peptide c-RGD biotinyl¢) 2°.
Une augmentation modérée du diamétre et de I'indice de dispersité de ces NPs a été
observée aprés I'ajout du complexe Biot-cRGD/streptavidine dans du PBS et dans du
milieu de culture 27>, Plusieurs tests in vitro ont été réalisés avec les NPs modifiées par
le c-RGD afin d'évaluer leur potentiel pour des applications in vivo 2°. La captation
cellulaire in vitro par la lignée cellulaire d’hépatome humain HepaRG des NPs
fluorescentes mentionnées ci-dessus a été suivie en cytométrie en flux et par
microscopie a fluorescence. Les données obtenues ont démontré que I'ajout du peptide
c-RGD en surface des NPs fluorescentes biotinylées a conduit a une amélioration
considérable de leur captation cellulaire ®”. La spécificité de la captation par les cellules
HepaRG des NPs fluorescentes modifiées par le c-RGD a été évaluée en présence ou
en absence d'un exces de c-RGD libre : les résultats ont démontré que la présence du
peptide c-RGD a la surface des NPs était effectivement responsable de I’augmentation
de la captation de ces NPS par les cellules HepaRG. La captation des NPs fluorescentes
biotinylées et des NPs fluorescentes modifiées par le c-RGD par trois lignées cellulaires
différentes (cellules cancéreuses HepaRG, HT29 et Hela) a ensuite été étudiée par
cytométrie de flux. Les trois lignées cellulaires ont montré de faibles niveaux de
fluorescence lorsqu'elles ont été incubées avec les NPs fluorescentes biotinylées. Pour
les cellules HT29, le nombre de cellules positives et le taux de captation étaient trés
faibles. Au contraire, le nombre de cellules HeLa positives était Iégérement supérieur a
celui des cellules HepaRG. Cependant, le degré de captation par les cellules Hel a était
beaucoup plus faible celui observé avec les cellules HepaRG. Ces résultats mettent en
évidence que le peptide c-RGD avait un véritable tropisme pour les cellules hépatiques.
Par ailleurs, ces études ont mis en évidence que I'échafaudage moléculaire Pept-Biot-
Streptavidine-Biot-NPs pourrait étre utilisé pour cribler d'autres peptides courts ciblant
les cellules cancéreuses du foie. Des peptides courts (<20 acides amines) ont été
sélectionnés et greffés en surface des NPs biotinylées via la streptavidine, comme décrit
plus haut avec le c-RGD biotinylé. Des études de captation cellulaire avec ces NPS

fluorescentes ont été réalisées par cytométrie de flux sur plusieurs lignées cellulaires
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hépatiques (cancéreuses et saines) et sur d’autres lignées cellulaires cancéreuses non
hépatiques. Les resultats obtenus ont permis de dégager deux peptides, le GBVA10-9
et le CPB, montrant un fort tropisme pour les lignées de cellules cancéreuses du foie
(\Véne et collaborateurs, manuscrit en rédaction). Des études sont actuellement en cours
afin de greffer directement ces peptides en fin de chaine du PMLABe et du PEG-b-
PMLARBEe afin de s’affranchir de I’utilisation de la streptavidine pour de futurs essais in
vivo de biodistribution.

Parallélement, une étude préliminaire de biodistribution in vivo chez des souris BALB/c
« nude » aprés injection intraveineuse de NPs & base de Biot-PEGe2-b-PMLABe7s
modifiées ou non avec du peptide c-RGD encapsulant du DiR a été menée. Les résultats
préliminaires ont indiqué que ces NPs étaient bien tolérées sans aucun signe de toxicité.
De plus, il a été possible de détecter de la fluorescence chez I'animal vivant démontrant
ainsi que les conditions expérimentales utilisées étaient compatibles avec ce type
détude. De plus, les premiéres analyses semblaient mettre en évidence une
accumulation abdominale plus importante des NPs modifiées par le c-RGD chargées
en DiR par rapport aux NPs biotinylées encapsulant le DiR ©’.

Tous ces résultats mettent en évidence la polyvalence des dérivés de synthése du PMLA
dans 1’¢laboration de NPs capables d’encapsuler des principes actifs hydrophobes et
ayant des propriétés (vitesse de dégradation et de libération des principes actifs,
biocompatibilité, etc.) adaptées a I'application ciblée. De plus, a travers cet apercu
rapide des travaux réalisés avec des derivés du PMLA, il apparait qu'une telle famille
de polymeres dégradables et biocompatibles puisse étre intéressante pour la conception
de nanovecteurs permettant la vectorisation ciblée et la libération contrdlée de principes
actifs.
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1.6 Objectifs des travaux de thése

Mon travail de thése s’inscrit dans un des thémes du laboratoire dédié au
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques du carcinome hépatocellulaire.
Ce theme de recherche comporte & la fois un volet clonique et une recherche

préclinique.

Au niveau clinique, les Prs J. Edeline et E. Garin, respectivement oncologue et médecin
nucléaire, utilisent et optimisent des radiothérapies vectorisées (microsphéres, lipiodol)
pour I’embolisation de tumeurs hépatiques. Ces approches sont utilisées dans un
nombre encore restreint de patients mais constituent une voie prometteuse de thérapie
des tumeurs primitives du foie avec des optimisations originales liées a une dosimétrie
personnalisée a chaque patient.

Au niveau préclinique, notre projet vise a développer de nouveaux copolymeres a base
de polyesters biocompatibles et biodégradables dérivés du poly(malate de benzyle)
(PMLABe) pour formuler des nanoparticules (NPs) innovantes décorées ou non de
peptides de liaison aux cellules hépatomes qui pourront étre évaluées en tant que
systemes d'administration de médicaments pour cibler le CHC.

Mon travail de thése s’inscrivait dans ce second axe préclinique et a consisté a étudier
de nouveaux nanovecteurs et de caractériser leur toxicité et leur captation par des

cellules en culture.

Les polyesters aliphatiques, comme le poly(acide malique) (PMLA) et ses dérivés, sont
des polymeéres aux propriétés de biocompatibilité et de biodégradabilité remarquables,
qui en font des candidats de choix pour I'élaboration de systémes de vectorisation de
principes actifs 214, La synthése de ce type de polyesters peut étre réalisée soit par
polycondensation, soit par polymérisation par ouverture de cycle (ROP) d’esters
cycliques correspondants (les B-lactones). La premiere méthode conduit a des
polymeres de structure non contrdlée et de masse molaire faible. Par contre, la
deuxieme méthode permet de préparer des polymeres de structures bien définies et de
masses molaires bien controlées 21282, Cependant, les réactions de polymérisation par
ouverture de cycle impliquent 1’'usage d’amorceurs cationiques ou anioniques, en
présence le plus souvent de catalyseurs organométalliques dont la présence méme a

I’état de traces peut induire une toxicité remarquable in vivo 283284,
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Une alternative intéressante a [’emploi d’amorceurs toxiques est 1’utilisation
d’enzymes, et plus spécifiquement des lipases en tant qu’amorceurs « écologiques ».
Les lipases sont des enzymes appartenant a la famille des hydrolases, ce qui est
équivalent a la classe 3 selon la nomenclature fournie par la commission des enzymes
(Enzyme commission numbers) [EC]. Plus spécifiqguement se sont des hydrolases de
sérines qui ont la particularité d’étre activées en présence d une interface phase aqueuse
(eau ou tampon)/phase organique (substrat hydrophobe ou solvant organiques). Ces
enzymes présentes chez les plantes, les insectes, les animaux et les microorganismes
jouent un réle essentiel dans la synthése et la dégradation des lipides.
Physiologiquement, les lipases catalysent des réactions d’hydrolyses de mono- di- et
triglycérides. Pourtant elles sont aussi capables de catalyser des réactions
d’estérification et de transestérification quand D’activité de I’eau est faible 2%, Ces
enzymes ont été déja étudiés dans la catalyse de réactions de polymérisation par

ouverture de cycle de lactone non substitués comme I’e-caprolactone 2,

En s’inspirant de ce concept, nous avons poursuivis notre travail de recherche en
collaboration avec I’Ecole Nationale Supérieure de Chimie de Rennes (ENSCR) et plus
spécifiguement avec Hubert Casajus pour effectuer des synthéses de polymeéres a base
de PMLA par voie chimique et par voie enzymatique et les utiliser pour préparer des
NPs par la technique de nanoprécipitation 2%, Cette étude visait a comparer la toxicité
aiglie et chronique de NPs préparées a partir de dérivés du PMLABe synthétisés soit
par polymérisation chimique soit par polymérisation enzymatique. Nous avons
également étudié leur captation par les cellules HepaRG et des macrophages humains.
Dans cet objectif, nous avons synthétise et caractérisé une série de huit dérivés du
PMLABE, formulé les NPs correspondantes et enfin étudié leur toxicité sur les cellules
HepaRG progénitrices et différenciées et leur captation par les cellules HepaRG et les
macrophages humains. Cette étude visait également a étudier la relation entre le mode

de syntheése des NPs d’une part et leur captation et leurs toxicités d’autre part.

Toutefois quel que soit le degré de biocompatibilité des NPs préparées, un nombre
important de barrieres biologiques reste a franchir pour achever un ciblage
thérapeutique anticancéreux efficace. Ces barrieres sont soit liées au
microenvironnement tumoral, soit liées au systéme immunitaire. Concernant le
microenvironnement tumoral, des barrieres moléculaires représentées par les

composants de la matrice extracellulaire tumorale et d’autres cellulaires comme les
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macrophages associes a la tumeur et les fibroblastes associés a la tumeur limitent la
captation des NPs par les cellules tumorales, réduisant ainsi leur efficacité
thérapeutique ®2. De plus, I’opsonisation des NPs par les protéines du sang facilitent
leur phagocytose par les macrophages du systeme RES déviant ainsi leur accumulation

vers les organes du systéme réticuloendothélial *°.

Dans le but d’évaluer I’impact des barrieres biologiques sur la captation des NPs a base
de PMLABEe et de son dérive le copolymére amphiphile PEG-b-PMLABe, nous avons
utiliseé les mémes modeles cellulaires que ceux mentionnés ci-dessus. Nous avons
¢valué I’effet de la présence de la couronne de PEG, et de I’opsonisation de NPs a base
de PMLABe73 et de PEG42-b-PMLABe73 par les protéines sériques sur leur captation.
Nous avons caractérisé le processus d’internalisation des NPs mis en jeux par les
cellules (Phagocytose ou Endocytose), ainsi que des cinétiques de captation des NPs.
Nous avons également testé 1’impact d’expositions répétées des modeles cellulaires

utilisés aux NPs afin d’évaluer le devenir de ces cellules.

Une autre alternative a 1’usage d’amorceurs toxiques dans les réactions de
polymérisation réside dans I’utilisation d’amorceurs organiques comme 1’acide pyréne
acétique activé par une base phosphazéne (Ps-t-Bu). Les amorceurs organiques
apportent une variété de procédures synthétiques de polymérisation de lactones et
surtout des B-lactones. Parmi les dérives du PMLA, le poly(acide diméthyle malique)
est connu pour sa biocompatibilité et sa biodégradabilité, et peut &tre obtenu par aBROP
de p-lactones a, o’,p-substituées en présence du couple acide pyréne

acétique/phosphazéne 2.

Dans ce contexte et grace a une collaboration avec Ali Khalil (ENSCR-France) et
Olivier Coulembier (Université de MONS - Belgique), nous avons exploité ce systéme
amorceur/base  pour synthétiser trois homopolyméres hydrophobes (le
PdiMeMLABe2s, le PdiMeMLAHe2, et le PdiMeMLAPrOBez1) ainsi que deux
copolymeéres a blocs amphiphiles différent entre eux par la longueur respective des deux
blocs (le PdiMeMLA:7-b-PdiMeMLAHesg, et le PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHez).
Ensuite les différents polymeres synthétisés ont été utilisés pour préparer les NPs
correspondantes par la technique de nanoprécipitation. Le but de ce travail était de tester
la captation de ces NPs ainsi que leur toxicité sur les cellules de la lignée d’hépatome

HepaRG.
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2 Matériels et méthodes
2.1 Modeles cellulaires

2.1.1 HepaRG

2.1.1.1 Avant-propos

L’activité du laboratoire dans lequel j’ai effectué mon doctorat est centré autour du foie et des
maladies associées dont le carcinome hépatocellulaire (CHC). Un des objectifs de recherche du
laboratoire est donc la compréhension et I’élaboration de traitements efficaces de ce type de
cancer hépatique. Par conséquent, le modele cellulaire HepaRG qui semble étre un des modéles

les plus représentatifs de ce type de cancer hépatique a été sélectionné.

La lignée cellulaire HepaRG est dérivée d’un carcinome hépatocellulaire différencié et
développé consécutivement a une infection par le virus d’hépatite C (Hepatitis C virus, HCV)
288 Ensemencées a une faible densité, ces cellules proliférent rapidement jusqu’a confluence ou
elles commencent a se différencier. Les cellules HepaRG sont des cellules bipotentes, elles se
différencient en des colonies de cellules de type hépatocyte entourées par des cellules épithéliales

de type biliaire 2°.

Le statut de différenciation acquis par les cellules HepaRG n’est possible qu’aprés une
quiescence prolongée de ces cellules maintenues en confluence associée a une exposition au
diméthyle sulfoxide (DMSO). Sans le DMSO et en présence d’hydrocortisone, la confluence
seule permet de restaurer 1’expression de plusieurs fonctions hépatiques. Pourtant, le DMSO est

indispensable pour un niveau d’expression élevé de cytochrome P450 2%,

Il est important de noter que ces cellules différenciées sont capables de se retro-différencier

lorsqu’elles sont réensemencées a faibles densités 2°,

2.1.1.2 Culture des cellules HepaRG

Les cellules HepaRG sont cultivées suivant le protocole adopté par Corlu & Loyer 21, Nous
avons utilisé le milieu de culture William’s E (Lonza, Basel, Switzerland) supplémenté avec 2
mM de glutamine (Gibco, ThermoFischer, Waltham, MA, USA), 5 mg/L d'insuline (Sigma,
Saint Louis, MO, USA), 10"2mM d'hémisuccinate d'hydrocortisone, 50 unités/mL de pénicilline,
50 pg/mL de streptomycine et 100 mL de sérum de veau feetal (SVF) FetalClone II® a une

température de 37 °C avec 5% de CO2 humidifié. Aprés une semaine en culture (Fig. 53), les

cellules atteignent la confluence et commencent le phénoméne de différenciation donnant
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naissance a des cellules HepaRG hépatocytaires (phénotypiquement semblables aux hépatocytes

humains) et des cellules biliaires (phénotypiquement semblables aux cholangiocytes) humains.

Figure 53 : Cellules HepaRG : des progénitrices bipotentes se différenciant en hépatocytes & cholangiocytes.

2.1.2 Macrophages humains

2.1.2.1 Avant-propos

Les macrophages humains sont l'un des nombreux agents de la réponse immunitaire innée. Ils
phagocytent des corps étrangers circulant dans notre sang, ils sont donc en partie responsables
de I'élimination des nanoparticules de I'organisme. Ce type cellulaire est également présent dans
le foie (cellules de Kupffer). Bien qu'ils ne représentent que 5% de la population cellulaire totale
du foie, ils jouent un réle majeur dans la physiopathologie hépatique 2%2. C'est pourquoi nous
avons intégré les macrophages dans notre étude.

Dans ce but, nous avons trié les monocytes CD14 + a partir de cellules sanguines

mononucléaires, qui sont ensuite différenciées en macrophages (Fig. 54).

Figure 54 : Macrophages humains différenciés a partir de monocytes CD44+,

2.1.2.2 Tri cellulaire et culture des macrophages

Nous avons obtenu des cellules mononucléaires du sang périphérique a partir de couches
leucocytaires (Etablissement Frangais du Sang, Rennes, France), en appliquant la technique de
centrifugation différentielle sur des tubes UNI-SEP maxi U10 (Novamed, Jérusalem).

Les experiences ont été réalisées en respectant la législation frangaise sur le don de sang et
I'utilisation et la sécurité des produits sanguins Nous avons utilisé un kit de séparation CD14

humain pour enrichir le surnageant obtenu en macrophages (Microbeads; Miltenyi Biotec,

82



Bergisch Gladbach, Allemagne). Les cellules obtenues sont ensuite ensemenceées a une densité
de 0,5 x 10° cellules par puits dans des plaques a 24 puits et cultivées a 37 °C avec 5% de CO>
humidifié et dans du milieu RPMI 1640 complémenté avec 100 Ul /mL de pénicilline — 100 mg
/mL de streptomycine, 2 mM de L-glutamine et 10% de FCS BioWhittaker®.

Les macrophages ont été obtenus apres différenciation des monocytes par incubation avec 50
ng/ml de rhGM-CSF dans du milieu RPMI 1640 pendant 7 jours, comme décrit précédemment
par Gicquel et al. 2%,

2.2 Preparation des nanoparticules a base de poly(malate de benzyle), PMLABe pour
I’étude réalisée dans le chapitre 1

2.2.1 Synthese de MLABe racémique et optiquement actif

Les RS, R et S-MLABe ont été synthétisés (Fig. 55) comme déja décrit dans les travaux de
Cammas et al.?>%. Briévement, I'acide DL, L ou D-aspartique (1 eq) a été mis en réaction avec du
bromure de sodium (5,5 eq) et du nitrite de sodium (1,2 eq) dans H2SO4 2N, conduisant apres
recristallisation dans I'acétonitrile, a l'acide RS, S ou R-bromosuccinique pur correspondant.
L'acide bromosuccinique racémique ou optiquement actif a été dissous dans du THF anhydre et
a réagi avec de I'anhydride trifluoroacétique (1,3 eq), conduisant a I'anhydride bromosuccinique
racémique ou optiquement actif correspondant, qui a immédiatement réagi avec de l'alcool
benzylique (1 eq) pour obtenir le mélange correspondant de monoesters racémiques ou
optiquement actifs. Le pH de ce mélange de monoesters racémiques ou optiquement actifs a été
augmenté a 7,2 par addition de NaOH 2N. La solution aqueuse résultante a été mélangée avec
du dichlorométhane et le milieu biphasique a été chauffé a 45 °C. Les RS, R et S-MLABe sont
récupérés dans la phase dichlorométhane. Ce solvant organique est ensuite éliminé sous vide
pour donner les lactones brutes sous forme d’une huile 1égérement jaune. Apres purification par
chromatographie sur colonne et distillation sous vide, les RS, R ou S-MLABe purs ont été
obtenus et caractérisés par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR) et par

résonnance magnétique nucléaire du proton (RMN *H).
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Figure 55 : Synthese du malate de benzyle.
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2.2.2 Polymérisation chimique des RS et R-MLABe

Les RS-PMLABEe (P1) et S-PMLABe (P2) ont été synthétises comme décrit précédemment par
Cammas et al.}”® par polymérisation anionique par ouverture de cycle (Anionic ring opening
polymerization, aROP) des RS-MLABe et R-MLABE, respectivement, en présence de benzoate
de tétraéthylammonium comme amorceur. La masse molaire théorique (30 000 g/mol) a été fixée
par le rapport monomere/amorceur. Les deux polymeéres ont été purifiés par précipitation dans
I'éthanol. Aprés séchage sous vide, le RS-PMLABe et le S-PMLABe ont été analysés par RMN

'H, chromatographie d’exclusion stérique (SEC) et polarimétrie.

Le PEG4s-b-PMLABe73 (P3) a été synthétisé comme décrit précédemment par Huang et al. par
aROP du RS-MLABe en présence du tétraéthylammonium d’a-méthoxy,w-carboxylate PEGas
comme amorceur dans du THF anhydre 2’4 Dans ce cas également, la masse molaire du
PMLABe a été fixée par le rapport monomeére/amorceur sur la valeur de 15 000 g/mol. Le
copolymeére a bloc résultant a été purifié par précipitation dans I'éthanol. Aprés séchage sous
vide, le copolymére bloc pur a été analysé par RMN *H et par SEC.

2.2.3 Polymérisation enzymatique des RS, R et S-MLABe

Le RS-PMLABe P4 a été synthétisé comme décrit précédemment par Casajus et al. par
polymeérisation par ouverture de cycle du RS-MLABe en présence de lipase pancréatique porcine
(PPL) %, Les synthéses ont été réalisées dans une ligne Biichi Syncore de 24 réacteurs multiples
(Flawil, Suisse). Dans un tube de 30 mL, la PPL (8,4 mg) a été mélangée avec du RS-MLABe
(336 mg) et du tampon Tris-HCI (125 pL, pH7, 105 mM). Le mélange a été agité a 390 tours/min
et la température a été contrdlée a 60 ° C. Aprés 72 h, la réaction a été arrétée par l'addition de 3
mL de THF et 3 mL de chloroforme. Le mélange a ensuite été transféré dans une ampoule a
décanter. Les séparations ont été réalisées en ajoutant 15 mL d'eau distillée et 15 mL de
chloroforme. Les phases organiques ont été séchées sur du sulfate de magnésium (MgSQOa) et
filtrées. Enfin, les solvants ont été évaporés sous pression réduite. Le RS-PMLABe P4 a été
dissous dans du chloroforme puis précipité dans un large exces d'éther diéthylique froid. Aprés
élimination du surnageant, le polymére a été séché sous vide et analysé par RMN *H, SEC et

polarimétrie.

Le RS-PMLABe P5, le S-PMLABe P6 et le R-PMLABe P7 ont été obtenus comme décrit
précédemment dans les travaux de Casajus et al. par polymérisation par ouverture de cycle des
RS-MLABe, R-MLABe et S-MLABe, respectivement, en présence de lipase pancréatique
porcine (PPL) 28, Les expériences ont été réalisées dans une ligne Biichi Syncore a 24 réacteurs.
Dans un tube de 30 mL, la PPL (8,4 mg) a été mélangée avec les RS-MLABe, R-MLABe ou S-
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MLABEe (338 mg), respectivement, du Tris- HCI (333 pL, pH =7, 105 mM) et du toluene (667
pL). Le volume final était de 1 mL. Les mélanges réactionnels ont été agités a 390 tours/min a
60 °C. Apres 72 h, la réaction a été arrétée par I'addition de 3 mL de THF et 3 mL de chloroforme.
Les mélanges ont ensuite été transférés dans une ampoule a décanter. Les séparations ont été
réalisées en ajoutant 15 mL d'eau distillée et 15 mL de chloroforme. Les phases organiques ont
été séchees sur MgSOs et filtrées. Finalement, les solvants ont été évaporés sous pression réduite.
Les RS-PMLABe P5, S-PMLABe P6 et R-PMLABe P7 ont été dissous dans du chloroforme,
puis précipités dans un large exces d'éther diéthylique froid. Apres élimination du surnageant,

les polyméres ont été séchés sous vide et analysés par RMN *H, SEC et polarimétrie.

Le PEG17-b-PMLABes7 (P8) a été synthétisé par polymérisation enzymatique a ouverture de
cycle (ROP) du RS-MLABe en présence de a-méthoxy-w-hydroxy-PEG;7 et de PPL comme
catalyseur. Avant la réaction, la PPL et 1'a-méthoxy-w-hydroxy-PEG17 (M = 736 g/mol) ont été
Iyophilisés pendant 12 h. Dans un tube de 30 mL, 12,5 mg de PPL ont été mélangés avec 427
mg (2,07 mmol, 1 eq) de RS-MLABe, 77 mg (0,1 mmol, 0,05 eq) d'a-méthoxy-w-hydroxy-PEG17
et 630 ul de toluene anhydre. La réaction a été effectuée a 60 ° C, sous une agitation a 390
tours/min pendant 72 h. La réaction a été arrétée par l'addition de 5 mL de chloroforme. Ensuite,
le mélange a été transféré dans des tubes Eppendorf et centrifugé pendant 3 min a 14 000
tours/min. Les surnageants ont été filtrés et le chloroforme a été évaporé sous pression réduite.
Le polymeére P8 a été dissous dans du chloroforme, puis précipité dans un large excés d'éther
diéthylique froid. Apres élimination du surnageant, les polymeres ont été séchés sous pression
réduite & température ambiante. Le PEG17-b-PMLABes7 (P8) a été analysé par RMN H et SEC
(Fig. 56).
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Figure 56 : Synthése enzymatique du PMLABe P4, P5, P6 et P7 et du PEG17-b-PMLABess P8.

85



2.2.4 Préparation des NPs a base de PMLABe

2.2.4.1 Formulation de NPs pour I’évaluation de la captation cellulaire

Les NPs ont été chargées avec du DiR (DilC18 (7) (iodure de 1,1 "-dioctadécyl-3,3,3", 3 "-
tétraméthylindotricarbocyanine). Le DiR est une sonde de fluorescence hydrophobe de type
carbocyanine émettant dans le proche infrarouge (780 nm). Cing mg du polymeére sélectionné
ont été dissous dans 100 uL de DMF, puis 50 pL de DiR (1 mg/ml dans le diméthylformamide
(DMF), correspondant a 1% en poids avec le polymeére dissous) ont été ajoutés. Cette solution a
été rapidement ajoutée dans 1 mL d'eau distillée sous agitation vigoureuse. Les NPs se forment
instantanément en raison de la nature hydrophobe ou amphiphile des (co)polyméres. La
suspension a été laissée sous agitation pendant 1 h. Ensuite, les NPs chargées en DiR ont été
purifiées en utilisant des colonnes d'exclusion stérique Sephadex G25 (colonne PD-10) pour
éliminer le DIR libre, puis caractérisées par DLS. La concentration de DIiR encapsulé a été
mesurée par UV a 670 nm dans une solution préparée en melangeant 80 uL de NPs chargées de
DiR avec 320 pL de DMF, et en utilisant une courbe d'étalonnage de la solution de DiR dans un
mélange de DMF/H.O (80/20). L'absorbance des solutions a été mesurée a l'aide d'un
spectrophotomeétre a microplaques powerwase XS / XS2 (Biotek, Winooski, VT, USA), équipé
d'un logiciel d'analyse de données Gen5 (Biotek, Winooski, VT, USA). Les NPs ont été
caractérisées par une diffusion dynamique de la lumiere (DLS) dans I'eau a température ambiante

avec une concentration en polymeére de 2,5 mg/mL.

Pour I’étude réalisée dans le chapitre 2 de la partie 3, les NPs 1 et NPs 3 chargées en perchlorate
de 1,1'-dioctadécyl-3,3,3 ', 3'-tétraméthylindodicarbocyanine (DiDoil) ont été préparées en
utilisant la procédure de nanoprécipitation suivantes : 1% (wt/wt) du fluorochrome DiDoil
dissous dans de I'acétone (2 mg/mL) ajouté a la solution du copolymere a bloc (5 mg) dissous
dans l'acétone jusqu'a un volume final de 1 mL ; évaporation du solvant organique, et élimination
du DiDoil non encapsulé par filtration sur une colonne de Sephadex PD 10. Le volume de la
solution récupérée a été complété avec de I'eau distillée afin d'obtenir une concentration en NPs
équivalente a 2 mg/mL de polymere et les NPs ont été caractérisées par DLS. La concentration
de DiDoil encapsulé a été évaluée par UV a 660 nm en utilisant une courbe d'étalonnage d'une
solution de DiDoil dans un mélange de DMF/H20 (80/20, v/v). Un volume de 80 pL de NPs
chargées en DiDoil a été mélangé avec 320 pL de DMF et la solution résultante a été analysée
par UV pour mesurer l'efficacité d'encapsulation (EE) calculée en utilisant I’équation suivante :

EE (%) = [DlDOlI] encapsulée/ [DlDOlI] 0 X 100
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2.2.4.2 Preéparation de NPs vides pour les tests de toxicité

Les NPs ont été préparés par la méthode de nanoprécipitation comme décrit par Thioune et al. et
Rivas et al. 2+ 2%, Cing mg du polymére sélectionné ont été dissous dans 5 mL de 1,4-dioxane.
Cette solution a été rapidement ajoutée dans 2 mL d'eau distillée sous agitation vigoureuse. La
suspension a été laissée sous agitation pendant 15 min, et le 1,4-dioxane a été évaporé sous
pression réduite a 40°C. La concentration finale de polymere était de 2,5 mg/ml. Les NPs ont été
caractérisées par DLS dans I'eau a température ambiante.

2.3 Preparation des nanoparticules a base de poly(malate de benzyle), PMLABe pour
I’étude réalisée dans le chapitre 2

2.3.1 Préparation molécule de fluorescence
Trois mg de DiD Oil sont solubilisés dans 3 mL de DMF. La concentration de cette solution est
donc : [DiD Oil] =1 mg/mL

2.3.2 Préparation des NPs PMLABe7; [DiD Qil]

Une masse de 5 mg de PMLABe73 (M=15 000 g/mol) est solubilisée dans 100 pL de DMF. 50
pL de la solution DiD Oil a 1 mg/mL (1wt%) sont rajoutés et la solution bleue est additionnée
rapidement dans 1 mL d’eau sous forte agitation. Le mélange et agité a température ambiante
pendant 1 heure. La solution est déposée sur une colonne Séphadex G25 (PD10). Quand tout
I’échantillon a pénétré dans la colonne, 1,5 mL d’eau sont rajoutés. Quand toute 1’eau a pénétré
dans la colonne, 3,5 mL d’eau sont rajoutés. Les NPs chargées en DiD oil sont récupérées dans

un pilulier et caractérisées par DLS.

2.3.3 Préparation des NPs PEGa2-b-PMLABess [DiD Qil]

Une masse de 5 mg de PEGa42-b-PMLABegs (M=15 620 g/mol) est solubilisée dans 100 pL de
DMF. 50 uL de la solution DiD Oil a 1 mg/mL (1wt%) sont rajoutés et la solution bleue est
additionnée rapidement dans 1 mL d’eau sous forte agitation. Le mélange et agité a température
ambiante pendant 1 heure. La solution est déposée sur une colonne Séphadex G25 (PD10). Quand
tout I’échantillon a pénétré dans la colonne, 1,5 mL d’eau sont rajoutés. Quand toute I’eau a
pénétré dans la colonne, 3,5 mL d’eau sont rajouté. Les NPs chargées en DiD oil sont récupérées

dans un pilulier et caractérisées par DLS.

2.3.4 Préparation des NPs 50wt% PEGa2-b-PMLABess [DiD Oil] + 50wt%o
PMLABer3[DiD Oil]

2,5 mg de PEGa2-b-PMLABess (M=15 620 g/mol) et 2,5 mg de PMLABe73 (M=15 000 g/mol)
sont solubilisés dans 100 uL de DMF. 50 pL de la solution DiD Oil a 1 mg/mL (1wt%) sont
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rajoutés et la solution bleue est additionnée rapidement dans 1 mL d’eau sous forte agitation. Le
mélange et agité a température ambiante pendant 1 heure. La solution est déposée sur une colonne
Séphadex G25 (PD10). Quand tout 1’échantillon a pénétré dans la colonne, 1,5 mL d’eau sont
rajoutés. Quand toute 1’eau a pénétré dans la colonne, 3,5 mL d’eau sont rajoutés. Les NPs

chargées en DiD oil sont récuperées dans un pilulier et caractérisées par DLS.

2.3.5 Préparation des NPs 25wt% PEGa2-b-PMLABess [DiD Oil] + 75wt%
PMLABer3[DiD Oil]

1,25 mg de PEG42-b-PMLABegs (M=15 620 g/mol) et 3,75 mg de PMLABe73 (M=15 000 g/mol)
sont solubilisés dans 100 uL de DMF. 50 pL de la solution DiD Oil a 1 mg/mL (1wt%) sont
rajoutés et la solution bleue est additionnée rapidement dans 1 mL d’eau sous forte agitation. Le
mélange et agité a température ambiante pendant 1 heure. La solution est déposée sur une colonne
Séphadex G25 (PD10). Quand tout I’échantillon a pénétré dans la colonne, 1,5 mL d’eau sont
rajoutés. Quand toute 1’eau a pénétré dans la colonne, 3,5 mL d’eau sont rajouté. Les NPs

chargées en DiD oil sont récupérées dans un pilulier et caractérisées par DLS.

2.4 Préparation des NPs a base de dérivés du poly(acide diméthyle malique),
PdiMeMLA pour I’étude réalisée dans le chapitre 3

2.4.1 Synthese des monomeres

Les lactones sélectionnées, diMeMLAHe et diMeMLABe, ont été synthétisées a partir de
propionate de diéthyloxal comme décrit précédemment par Barbaud et al 2% 2°7 | En bref, le tert-
butoxyde de potassium dissous dans du toluene sec a été mis en réaction avec du propionate de
diéthyloxal, de I’éther couronne 18-6 et de l'iodure de méthyle. Le diéthyl-3,3-diméthyl-2-
cétosuccinate 1 obtenu a été purifié par distillation donnant une huile incolore qui a été mise en
réaction avec du tetrahydroborate de sodium (NaBH4) dans de I'éthanol absolu conduisant au
diéthyl-3,3-diméthylmalate 2. Les deux groupes carboxyliques de ce produit ont été déprotégés
en utilisant une solution de KOH/éthanol conduisant ainsi a lI'acide 3,3-diméthylmalique 3 qui a
été mis en réaction avec de l'anhydride trifluoroacétique (TFAA) suivi par l'addition soit de
I’alcool benzylique anhydre, conduisant a l'acide 3-benzyloxycarbonyl-2,2- diméthyl-3-
hydroxypropanoique 4, ou I'alcool hexylique anhydre conduisant a I'acide 3-hexyloxycarbonyl-
2,2-diméthyl-3-hydroxypropanoique 5. Enfin, ces acides hydroxypropanoiques ont subi une
réaction de Mitsunobu en présence de triphénylphosphine (TPP) et de diisopropyl
I'azodicarboxylate (DIAD) conduisant aux lactones attendues, diMeMLABe 6 et diMeMLAHe
7, avec des rendements de I'ordre de 25%, similaires a ceux donnés dans la littérature (Fig. 57)

296,297 | es lactones ont ensuite été caractérisées par FT-IR et RMN H.
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Figure 57 : Synthése des monomeres diMeMLABe et diMeMLAHe.

2.4.2 Synthese du PdiMeMLABes30

Dans une boite a gants, I'acide 1-pyréne acétique (2,6 mg, 0,011 mmol, 1 équivalent) et le P4-t-
Bu (2,1 mg, 0,008 mmol, = 1 équivalent) ont été introduits dans un flacon et dissous dans du
THF (0,5 mL). Dans un autre flacon, 82 mg de diMeMLABe (0,352 mmol, 32 équivalents) ont
été dissous dans 1 mL de THF anhydre. Les deux solutions ont été mélangées ([diMeMLABEe] o
= 0,16 M) a température ambiante pendant un temps de réaction approprié. Le mélange résultant
a été concentré a sec sous vide. L'homopolymére PdiMeMLABe3o a été précipité dans de
I'éthanol froid. Les échantillons d'homopolymére ont été caractérisés par RMN tH et SEC et ont

été conservés sous atmospheére inerte a 4 °C.

2.4.3 Synthese du PdiMeMLAHes0

Dans la boite a gants, I'acide 1-pyréne acétique (1,8 mg, 0,0069 mmol, 1 équivalent) et le Ps-t-
Bu (2,1 mg, 0,0068 mmol, =1 équivalent) ont été introduits dans un flacon et dissous dans du
THF (1 mL). Dans un autre flacon, 52 mg de diMeMLAHe (0,228 mmol, 33 équivalents) ont été
dissous dans 2 mL de THF anhydre. Les deux solutions ont été mélangées ([diMeMLAHe] 0 =
0,15 M) a température ambiante pendant un temps de réaction approprié. Le mélange résultant a
été concentré a sec sous vide. L'hnomopolymeére PdiMeMLAHeso récupéré a ensuite été précipité
dans de I'heptane froid. Les échantillons d'homopolymére ont été caractérisés par RMN *H et

SEC et ont été conservés sous atmospheére inerte a 4 °C.

2.4.4 Synthese des copolymeéres a blocs amphiphiles

Dans la boite a gants, I'acide 1-pyréne acétique (1,8 mg, 0,0069 mmol, 1 équivalent) et le P4-t-
Bu (4,3 mg, 0,0068 mmol, = 1 équivalent) ont été introduits dans un flacon et dissous dans THF
(0,5 mL). Dans un autre flacon, 50 mg de diMeMLAHe (0,226 mmol, 32 équiv), pour le
copolymére PdiMeMLABess-b-PdiMeMLAHezg, ou 77 mg de diMeMLAHe (0,339 mmol, 49
équiv), pour le copolymere PdiMeMLABe,7-b-PdiMeMLAHes, ont été dissous dans 1 mL de
THF anhydre. Les deux solutions ont été mélangées ([diMeMLAHe] o = 0,16 M) a température
ambiante pendant un temps de réaction approprié. Apres conversion complete du diMeMLAHe
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(déterminée par FTIR), une solution de 80 mg de diMeMLABe (0,345 mmol, 49 équiv), pour le
copolymere PdiMeMLABess-b-PdiMeMLAHe29, dans 0,8 mL de THF, ou une solution de 39
mg de diMeMLABe (0,166 mmol, 24 équiv), pour le copolymére PdiMeMLABe27-b-
PdiMeMLAHesg, dans 0,39 mL de THF a été ajoutée au melange réactionnel ([diMeMLABe] =
0,16 M). Aprés conversion compléte, le mélange résultant a été concentré a sec sous vide. Le
copolymére PdiMeMLABen-b-PdiMeMLAHen récupéré a été dissous dans une quantité
minimale d'acétone puis précipité dans de I'éthanol froid. Les échantillons de copolymére ont été

caractérisés par RMN *H et SEC et ont été conservés sous atmosphére inerte a 4 °C.

Les deux copolymeres hydrophobes ont ensuite été soumis a une hydrogénolyse catalytique
permettant la déprotection spécifique des groupes latéraux d'acide carboxylique. Ils ont été
dissous dans un melange THF/éthanol (50/50 v/v%) et 20% en poids de palladium sur charbon
actif, Pd/C, (quantité relative par rapport aux groupes benzyle) ont été ajoutés. Les mélanges ont
été placés sous pression atmosphérique d’hydrogéne (H2) et laissés sous agitation vigoureuse
pendant une nuit. Les suspensions noires ont été filtrées sur célite pour éliminer le Pd/C et les
solvants ont été évaporés sous vide conduisant ainsi aux copolymeéres a blocs amphiphiles

attendus caractérisés par RMN H.

2.4.5 Préparation de NPs vides a base d"homopolyméres hydrophobes

Dans un Eppendorf, 2,5 mg d'homopolymeére ont été dissous dans 150 pL de DMF et ajoutés
goutte a goutte a 2 ml d'eau distillée a une vitesse d'agitation de 1 400 tours/min. La solution a
été agitée pendant 20 minutes. La solution a ensuite été passée a travers une colonne G25
Sephadex conduisant a des suspensions de NPs de 3,5 mL qui ont été caractérisées par DLS,

zétamétrie et microscopie électronique a transmission (TEM).

2.4.6 Préparation de NPs vides a base de copolymeéres a blocs amphiphiles

Dans un flacon, 10 mg de PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHezs ou 5 mg de PdiMeMLA:7-b-
PdiMeMLAHeso ont été solubilisés dans 1 mL d'acétone puis ajoutés goutte a goutte a 2 mL de
phase aqueuse sous une vitesse d'agitation de 1 400 tours/min. La solution a été agitée pendant
20 minutes et I'acétone a été éliminée sous pression réduite. Les volumes finaux des suspensions
de NPs ont été ajustés a 2 mL (si nécessaire) par addition du volume adéquate de phase aqueuse,

puis les NPs ont été caractérisées par DLS, zétamétrie et TEM.

2.4.7 Préparation de NPs chargées de DiR a base d’homopolymeres hydrophobes
Dans un Eppendorf, 2,5 mg d'homopolymére ont été solubilisés dans 135,5 uL de DMF et 14,5

pl d'une solution de DiR/DMF a une concentration de 1 mg/mL (0,5% en poids de la masse du
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polymere) ont été ajoutés. Ce mélange a ensuite été ajouté goutte a goutte a 2 ml d'eau distillée
sous une vitesse d'agitation de 1 400 tours/min. La solution a été agitée pendant 20 minutes. La
solution a ensuite été passée a travers une colonne de Sephadex G25 conduisant a 3,5 ml de
suspensions de NP chargées en DiR. Les NPs résultantes ont été caractérisées par DLS et

zétamétrie.

2.4.8 Préparation des NPs chargees en DIiR a base de copolymeres a blocs amphiphiles

Dans un flacon, 10 mg de PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHezs ou 5 mg de PdiMeMLA27-b-
PdiMeMLAHes ont été solubilisés dans un volume total de 1 mL d'acétone : 900 pL d'acétone
et 100 pL d'une solution DiR/acétone a 1 mg/mL (1% en poids de la masse du copolymere bloc)
pour le copolymére bloc PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHezg ; 950 pL d'acétone et 50 pL de la
solution DiR/acétone a 1 mg/mL (1% en poids de la masse du copolymere bloc) pour le
copolymere bloc PdiMeMLA:7-b-PdiMeMLAHeso. Ces solutions ont ensuite été ajoutées goutte
a goutte a 2 mL de phase aqueuse sous une vitesse d'agitation de 1 400 tours/min. La solution a
été agitée pendant 20 minutes et I'acétone a été éliminée sous pression réduite. Les échantillons
ont ensuite été passés a travers une colonne G25 Sephadex conduisant a 3,5 mL de suspensions

de NPs chargées en DiR qui ont été caractérisées par DLS et zétamétrie.

2.5 Evaluation de la toxicité des NPs

2.5.1 Test de Viabilité cellulaire “MTT”’

En ce qui concerne le chapitre 1 de la partie 3 “‘Résultats et discussion’’, la cytotoxicité des NPs
a été évaluée a l'aide du test au bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl
tétrazolium), MTT. Les cellules HepaRG ont été incubées avec du MTT (0,5 mg/ml) pendant 1
h a 37°C. Les cristaux formés ont été dissous dans du DMSO a température ambiante pendant
10 min, et lI'absorbance a été lue a 490 nm avec un lecteur de microplaques. Les valeurs
déterminées a I’aide du test au MTT, reflétant le nombre de cellules viables, ont été exprimées
en pourcentage par rapport a l'absorbance déterminée dans les cultures témoins. Les cellules ont
été exposées aux huit NPs a des concentrations molaires dans des polyméres allant de 0,5 pM a
20 uM, correspondant a des concentrations massiques différentes, car les polymeres présentent
des masses molaires différentes. Les masses de polymére en grammes (g) par litre (L) obtenues
sont présentées dans le tableau 5. La méme gamme de concentrations molaires dans les
polymeres a été choisie, car les NPs avaient des diametres relativement similaires, indiquant que
les mémes quantités de masses de polymeres produiraient des nombres presque identiques de
NPs.
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2.5.2 Test de viabilité cellulaire ‘““‘ATP”’

La toxicité des NPs dans les chapitres 2 et 3 de la partie 3 ‘‘Résultats et Discussion’” du manuscrit
a éte évaluée par le test de viabilité cellulaire ATP. Les cellules ont été ensemencées dans des
plagues & 96 puits a une densité de 1 x 10* cellules par puits. Aprés 24h de culture, les cellules
ont été traitées avec des milieux contenant des NPs pendant le temps d’incubation correspondant
pour chaque expérience. Apres le temps d’incubation correspondant, le milieu a été retiré et
remplacé par un autre exempt de rouge de phénol. Trente minutes plus tard, un volume de
CellTiter-Glo® Reagent (Luciférine coléoptere + tampon de lyse) équivalent au volume de
milieu de culture cellulaire présent dans chaque puits (100 pL) a été ajouté. Les plaques ont été
placées sur un agitateur orbital pendant 2 minutes, puis 1’intégralité du contenu des plaques a été
transférée dans des plaques multi-puits a parois opaques, adéquates pour la culture cellulaire. Les
valeurs de luminescence ont été mesurées en utilisant un luminometre Omega Polarstar (BMG
Labtech) (Fig. 58).
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Figure 58: Illustration schématique du test de viabilité cellulaire ‘““ATP”’.

Les valeurs de luminescence obtenues sont proportionnelles au contenue cellulaire en ATP, et
par suite proportionnelles aux nombres de cellules vivantes, ce qui nous a servi pour évaluer la

toxicité de nos NPs.

2.6 Evaluation de la captation des NPs par cytométrie en flux

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 24 puits & une densité de 0,15 x 10° cellules
par puits. Aprés 24h d'ensemencement, I'ancien milieu a été retiré et remplacé par un nouveau
milieu contenant les NPs ([NPs = 25 pg/mL). Apres le temps d'incubation correspondant, le
milieu a été a nouveau retiré et les cellules ont été lavées par du PBS. Ensuite, les cellules ont
été décollées en utilisant de la trypsine (0,05% pour les cellules HepaRG ou 0,25% pour les
macrophages). La fluorescence moyenne ainsi que le pourcentage de cellules fluorescentes ont
été évalues par cytométrie en flux (Becton Dickinson le LSRFortessa™ X-20, Franklin Lakes,
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NJ, USA) a la plateforme Biosit - Biologie, Santé, Innovation technologique - UMS Inserm 18/
CNRS 3480 — Rennes-France. Des tracés de points de la diffusion vers I’avant (Forward scatter)
[FSC: axe des x, taille des événements] et de diffusion latérale (side scatter) [SSC: axe des v,
structure des événements] ont permis de localiser les cellules viables avant de détecter la
fluorescence émise par les NPs en utilisant le canal BV786-1A pour les NPs chargées en DiR et
le canal APC-A pour les NPs chargées en DiDoil. Deux parametres ont été analysés : le
pourcentage de cellules positives qui internalisaient les NPs et l'intensité de la fluorescence
(moyenne de fluorescence) reflétant I'accumulation de NPs fluorescentes dans les cellules (Fig.
59).

Figure 59: Illustration schématique du protocole expérimental suivi pour évaluer la captation de NPs par cytométrie en

flux.

Concernant les macrophages et toutes les cellules utilisées pour la réalisation de cinétique de
captation, un protocole de fixation des cellules a été adopté pour protéger le fluorochrome d’une
dégradation probable. Suite au temps d’incubation des cellules avec les NPs, les cellules sont
décollées par la trypsine puis transférées dans des tubes Eppendorf avant d’étre centrifugées a la
vitesse de 2 800 tours/min. Aprés centrifugation, le surnageant a été éliminé et 300 uL de
paraformaldéhyde (PFA) 4% ont été transférés dans les tubes qui ont été placés a 4 °C pendant
15 minutes. Ensuite, les tubes sont centrifugés a nouveau a la méme vitesse de 2 800 tours/min,
le surnageant constitué de PFA en exces a été éliminé et remplacé par 400 uL de PBS. Apreés,

fixation, ’ensemble des tubes ont été stockés a 4 °C avant d’étre passes en cytométrie.

2.7 Evaluation de I’internalisation des NPs par microscopie confocale

Apres avoir traité les cellules par les NPs et évalué la fluorescence cellulaire, il était important
de confirmer la localisation des NPs dans les cellules (localisation membranaire, cytoplasmique,
nucléaire...). Pour cette raison, nous avons utilisé la microscopie confocale pour déterminer
I’endroit des NPs captées. Dans cet objectif, nous avons ensemencé les cellules en question dans
des chambres de culture de verre (Chamber slide system, 8puits, NUNC) a une densité de 4,5.10°
cellules/puits. Vingt-quatre heures plus tard, un volume de 300 pL de NPs [25 pg/mL] a été

ajouté a chaque puits. Apres le temps d’incubation correspondant, les monocouches cellulaires
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ont été lavées deux fois au PBS puis fixées avec 100 puL de PFA 4% pendant une durée de 15
minutes a 4 °C. Ensuite, les cellules ont été lavées a nouveau par du PBS puis les noyaux des
cellules ont été colorés par le Hoechst 3342 (Sigma-Aldrich) : la solution mére de Hoechst (5
mg/mL) a été diluée au 1/5000 dans du PBS et 100 pL de ce mélange sont transférés dans les
puits. Apres 10 min d’incubation a température ambiante, deux lavages au PBS sont effectués et
les chambres de cultures sont décollées de la lame support. Une goutte du liquide de montage
(Ultamount, Dako) est déposée et une lamelle est fixée sur la lame. Les cellules sont observées
en microscopie confocale grace a I’appareil SP8 (SP8, Leica. Plateforme MRic photonics Biosit-

BiogenOuest).
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3 Résultats et discussion
3.1 Chapitre 1. Etude de I’influence de la méthode de synthése du PMLABe sur la
biocompatibilité et la captation cellulaire des NPs correspondantes

3.1.1 Contexte générale de I’étude

Dans le cadre du traitement de patients atteints de cancers hépatiques a des stades avanceés,
I’application de la nanomédecine en thérapie pourrait étre une approche prometteuse pour
améliorer le résultat thérapeutique de principes actifs. L’encapsulation de ces derniers dans des
nanovecteurs pourrait améliorer leur biocompatibilité, leur biodisponibilité, leur biodistribution,
leur pharmacocinétique et donc leur efficacité en favorisant leur distribution au niveau des

cellules tumorales.

Cependant, les nanovecteurs doivent répondre a un cahier des charges trés strict pour étre
appliqués en médecine. Ils doivent étre biocompatibles et (bio)dégradables, facile a produire et

capable d’encapsuler des quantités importantes de principes actifs.

Les polyesters aliphatiques, comme le poly(acide malique) (PMLA) et ses dérivés, semblent étre
des candidats appropriés pour I'élaboration de systémes de vectorisation de principes actifs 24,
La synthese de ce type de polyesters est normalement réalisée par polymérisation par ouverture
de cycle (ROP) d’esters cycliques correspondants tels que le lactide et la B-propiolactone. Les
réactions ROP impliquent 1’'usage d’amorceurs cationiques ou anioniques en présence, le plus
souvent, de catalyseurs organométalliques dont la présence méme a 1’état de traces peut induire

une toxicité importante in vivo 23 284,

Dans ce contexte, 1’utilisation d’enzymes comme les lipases, en tant que catalyseurs des réactions
de ROP, peut étre une solution élégante pour le remplacement des amorceurs et catalyseurs

chimiques.

Par ailleurs, la forme des NPs semble avoir une influence sur leur toxicité et leur captation par
les cellules traitées. Enfin, la morphologie des nanoparticules peut étre influencée par la

conformation et/ou la chiralité des polymeéres qui les constituent.

Dans le but d’étudier I’effet du mode de synthése des polymeres (chimique vs enzymatique) et
la chiralité des unités monomeres constituants ces polymeéres sur la captation et la toxicité des
NPs correspondantes, nous avons lancé un projet de recherche en collaboration avec Hubert

Casajus lors de son doctorat réalisé au sein de 1’équipe Chimie Organique aux Interfaces (Corint)
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de I’'Institut des Sciences Chimiques de Rennes (ISCR) située dans les locaux de I’Ecole

Nationale de Chimie de Rennes (ENSCR).

Ce travail vise a comparer la toxicité aigiie et chronique de NPs préparées a partir de dérivés du
poly(malate de benzyle) (PMLABe) synthétisés soit par polymérisation chimique soit par
polymérisation enzymatique a partir de monomeres racémiques et optiquement actifs. La
captation des NPs par les cellules HepaRG et des macrophages humains été également évaluée.
Dans cet objectif, nous avons synthétisé et caractérise une série de huit dérivés du PMLABe,
formulé les NPs correspondantes et, enfin, étudié leur toxicité sur les cellules HepaRG
progénitrices et différenciées ainsi que leur captation par les cellules HepaRG et les macrophages
humains. Ce travail a fait 1’objet d’une publication dans le journal Polymers en 2018 pour

laguelle je suis co-premier signataire.
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3.1.2 Cell uptake and biocompatibility of nanoparticles prepared from poly(benzyl
malate) (co)polymers obtained through Chemical and enzymatic polymerization in
human HepaRG cells and primary macrophages.
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Abstract: The design of drug-loaded nanoparticles (NPs) appears to be a suitable strategy for the
prolonged plasma concentration of therapeutic payloads, higher bioavailability, and the reduction of
side effects compared with classical chemotherapies. In most cases, NPs are prepared from (co)polymers
obtained through chemical polymerization. However, procedures have been developed to synthesize
some polymers via enzymatic polymerization in the absence of chemical initiators. The aim of this work
was to compare the acute in vitro cytotoxicities and cell uptake of NPs prepared from poly(benzyl
malate) (PMLABe) synthesized by chemical and enzymatic polymerization. Herein, we report the
synthesis and characterization of eight PMLABe-based polymers. Corresponding NPs were produced,
their cytotoxicity was studied in hepatoma HepaRG cells, and their uptake by primary macrophages
and HepaRG cells was measured. In vitro cell viability evidenced a mild toxicity of the NPs only
at high concentrations/densities of NPs in culture media. These data did not evidence a higher
biocompatibility of the NPs prepared from enzymatic polymerization, and further demonstrated that
chemical polymerization and the nanoprecipitation procedure led to biocompatible PMLABe-based NPs.
In contrast, NPs produced from enzymatically synthesized polymers were more efficiently internalized
than NPs produced from chemically synthesized polymers. The efficient uptake, combined with low
cytotoxicity, indicate that PMLABe-based NPs are suitable nanovectors for drug delivery, deserving
further evaluation in vivo to target either hepatocytes or resident liver macrophages.

Keywords: enzymatic polymerization; chemical polymerization; poly(benzyl malate); biocompatible
nanoparticles; cell uptake; cytotoxicity; HepaRG cells; human macrophages
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1. Introduction

Biocompatible polymeric nanoparticles combined with the design of more specific therapeutic
molecules are developed toward the goal of reducing the drug amounts administrated to patients,
simplifying protocols of administration, and overcoming side effects. This research is based on the
“Magic Bullet” concept first coined by Paul Ehrlich [1] at the beginning of the 20th century, which was a
concept that inspired generations of scientists in the design of more efficient therapeutic molecules and
vectorized therapies. Since the end of the 20th century, progress in this area has been significant, and has
led to the design of nanovectors approved by the United States (US) Food and Drug Administration
(FDA), or in pre-clinical or clinical phases [2-7].

The design of nanovectors for clinical applications implies very strict specifications. They must:
(i) be biocompatible and/or (bio)degradable; (ii) be easy to produce in Good Manufacturing Practice
(GMP) grade for clinical use; (iii) allow the encapsulation of a significant amount of active molecules
such as drugs, genes, or peptides [8]; (iv) lead to the controlled release of active molecules at the targeted
sites (cells, tissues, and/or organs) through the presence of targeting agents (antibodies, peptides,
vitamins) [9-11]; and (v) have controlled surface characteristics to minimize their recognition by the
immune system. These nanovectors can take the form of active molecule—polymers conjugates [12],
nanoparticles [13], micelles [14], or polymersomes [15].

Aliphatic polyesters are produced for multiple industrial use such as the plastic bag
industry instead of poly(ethylene), which is a non-biodegradable polymer derived directly from
petrochemicals [16]. Their remarkable properties of biodegradability and biocompatibility make
them also suitable for biomedical and pharmacological applications, including the preparation of
nanoparticles (NPs) for drug delivery [11,17].

Such aliphatic polyesters are usually synthesized by the polymerization of the corresponding
monomer(s) using chemically-based initiators [18]. On the other hand, some of these polyesters can
be extracted from fungi, such as for instance the natural poly(malic acid) extracted from Physarum
polycephalum [19], or may be prepared by biotechnological means using a large-scale culture of bacteria
as for polyhydroxyalkanoates or (PHAs) [20]. The advantage of these biotechnological pathways
relies mainly in the use of so-called “green” synthetic processes. However, it is difficult, if not
impossible, to control the molar masses of the polymers, and only chiral polymers are obtained
when the repeating unit of the block (co)polymers has one or more asymmetric carbon(s). Therefore,
the so-called conventional “chemical” methods of synthesis cannot, at present, be totally ruled out.
However, authors have pointed out the question of whether the initiators and/or catalysts that are
used during these polymerization reactions might induce cytotoxicities when the corresponding
polymers are in contact with cells in living organisms, even if initiators and catalysts are present only
as traces in the final material [21]. Among the aliphatic polyesters’ family, poly(malic acid) (PMLA)
and its derivatives have raised a growing interest in the biomedical field because of their properties of
biocompatibility and biodegradability [22,23] and potential applications in drug delivery. In addition
to these remarkable properties, a whole family of PMLA derivatives can be obtained by modifying
the synthesis of the monomers and the reactions of the homopolymerization and copolymerization of
these monomers [24,25]. We and others have recently developed PMLA-based nanovectors, taking
advantage of the exceptional properties of such polymers [22,24,26-28]. The first nanovector is a
polymer-drug conjugate constituted of a PMLA whose lateral carboxylic acids were modified to graft
different molecules of interest: doxorubicin as a drug, poly(ethylene glycol) to improve the hydrophilic
properties of the conjugate, and N-acetyl galactosamine as a targeting agent [29]. Furthermore, we also
prepared NPs from either hydrophobic poly(benzyl malate) (PMLABe) or amphiphilic poly(ethylene
glycol)-block-PMLABe (PEG-b-PMLABe) having or not having the biotin as a targeting agent at the free
end of the PEG block [22,23,30,31].

This family of polyesters is obtained by the anionic ring-opening polymerization (AROP) of
alkyl malolactonates (monomers) in the presence of tetraethylammonium carboxylate salts, and more
particularly tetraethylammonium benzoate [32]. It is important to note that this last initiator is
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a powerful neurotoxin [33]. Therefore, the use of biocatalysts, such as lipases, is an interesting
alternative to avoid the presence of traces of toxic chemical initiators in polymeric materials. Lipases
are enzymes belonging to the family of hydrolases, which is class 3 in the EC nomenclature (Enzyme
Commission numbers). More specifically, they are serine hydrolases that have the particularity of
being active in the presence of an interface, called activation, between an aqueous phase (water
or buffer) and an organic phase (hydrophobic substrate and/or organic solvent). Present in plants
as well as in insects, animals, and microorganisms, lipases play a key role in the degradation and
synthesis of lipids [34]. The physiological reaction catalyzed by lipases is the hydrolysis of mono, di,
and triglycerides. However, they are also capable of synthesizing esters, either by esterification or
transesterification, when the activity of the water is low. This property is one of the main reasons for
the use of this class of enzymes, along with their high selectivity during hydrolysis [34]. More than
100 three-dimensional structures are deposited on the Protein Data Bank (PDB), which has made it
possible to highlight the highly conserved structural elements specific to lipases [34]. The canonical
mechanism of hydrolysis of ester functions involves the three amino acids of the catalytic triad, namely,
aspartate, histidine, and serine [35].

These enzymes have been studied as potential catalysts in the ring-opening polymerization of
unsubstituted lactones such as e-caprolactones [36]. The mechanism of this enzymatic catalyzed
ring opening polymerization of unsubstituted lactones has been extensively studied and described
in the literature: it occurs through the canonical mechanism described for the hydrolysis of
esters’ functions [37-39]. However, despite the interest of such enzymatic polymerization, several
technological barriers still need to be overcome to completely replace the chemical initiators/catalysts.
Indeed, enzymatic polymerizations are, to date, less controlled than chemical ones [40-42].
Nevertheless, we recently set up conditions to synthesize well-defined poly(benzyl malate) (PMLABe)
derivatives of high molar masses through the enzymatic polymerization of benzyl malolactonate
(MLABe) in the presence of pancreatic porcine lipase (PPL) [43].

Taking advantage of the availability of (co)polymers synthesized by polymerization in the
presence of chemical initiators and enzymatic polymerization, the aim of this work was to compare the
acute in vitro cytotoxicity of NPs prepared from PMLABe derivatives synthesized either by chemical
(PMLABe chemicals) or enzymatic (PMLABe enzymatic) polymerization and their cell uptake. For that
purpose, we have synthesized and characterized a series of eight PMLABe-based polymers, formulated
the corresponding NPs, and studied their cytotoxicity in progenitor and differentiated hepatoma
HepaRG cells, and measured their uptake by both primary macrophages and HepaRG cells.

2. Materials and Methods

2.1. Materials and Apparatus

All of the chemicals were used as received. x-methoxy,w-carboxylic acid PEG,5 (Mw = 2000 g/mol,
n = 45) and a-hydroxyl,w-methoxy-PEG;; (Mw = 736 g/mol, n = 17) were purchased from PEG
Iris Biotech. Porcine pancreatic lipase (PPL) was purchased from Sigma-Aldrich Co. (Saint Louis,
MO, USA).

Nuclear magnetic resonance spectroscopy: The standard temperature was adjusted to 298K.
NMR spectra were recorded on a Bruker Avance III 400 spectrometer (Billerica, MA, USA) operating at
400.13 MHz for 'H, equipped with a BBFO probe with a Z-gradient coil and a GREAT 1/10 gradient
unit. The zg30 Bruker pulse program was used for 1D '"H NMR, with a TD of 64 k, a relaxation delay
d1 =25, and eight scans. The spectrum width was set to 18 ppm. Fourier transform of the acquired
FID was performed without any apodization in most cases.

Infrared spectroscopy: Fourier transform infrared (FT-IR) spectra were recorded on an Avatar
320FT-IR Thermo Nicolet spectrometer (ThermoFischer, Waltham, MA, USA) between 500-4000 cm 1
by direct measurement.
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Size exclusion chromatography: Mass average molar mass (Mw) and dispersity (D = Mw/Mn)
values were measured by size exclusion chromatography (SEC) in THF at 40 °C (flow
rate = 1.0 mL/min) on a GPC2502 Viscotek apparatus (Malvern Instruments, Malvern, UK) equipped
with a refractive index detector Viscotek VE 3580 RI, a guard column Viscotek TGuard, Org 10 mm
X 4.6 mm, a LT5000L gel column (for samples soluble in organic medium) 300 mm X 7.8 mm, and a
GPC/SEC OmniSEC Software. The polymer samples were dissolved in THF (2 mg/mL). All of the
elution curves were calibrated with polystyrene standards.

Polarimetry: Optical rotations were measured using a Perkin-Elmer 341 polarimeter (Waltham,
MA, USA) with a sodium lamp (wavelength = 589 nm). Samples were dissolved in chloroform
(concentration around 10 mg/mL) and transferred into the polarimeter microcell (length = 1 dm).
Measures were performed at room temperature.

Dynamic light scattering: The size and polydispersity index (PDI) of the formulations were
measured by dynamic light scattering using a Zetasizer Nano-ZR90 (Malvern Instruments, Malvern,
UK) apparatus at 25 °C, an He-Ne laser at 633 nm, and a detection angle of 90°. Data were processed
by the Zetasizer Software v7.11 (Malvern Instruments, Malvern, UK).

Flow cytometry: Cell monolayers were detached with trypsin and analyzed by flow cytometry
(Becton Dickinson le LSRFortessa™ X-20, Franklin Lakes, NJ, USA), using the cytometry core facility
of the Biology and Health Federative research structure Biosit, Rennes, France to quantify the
fluorescence emitted by the DiIC18 (7) (1,1”-dioctadecyl-3,3,3”,3”-tetramethylindotricarbocyanine
iodide) (DiR)-loaded NPs within cells. Cytometry data were analyzed using DIVA software (Becton
Dikinson, Franklin Lakes, NJ, USA).

2.2. Synthesis of Monomers and Polymers

Synthesis of racemic and optically active MLABe: RS, R, and S-MLABe were synthesized as
previously described [32]. Briefly, DL, L, or D-aspartic acid (1 eq) was reacted with sodium bromide
(5.5 eq) and sodium nitrite (1.2 eq) in 2N HSO4 leading, after recrystallization in acetonitrile, to the
corresponding pure RS, S, or R-bromosuccinic acid. The racemic or optically active bromosuccinic acid
was dissolved in anhydrous THF and reacted with trifluoroacetic anhydride (1.3 eq), leading to the
corresponding racemic or optically active bromosuccinic anhydride, which was immediately reacted
with benzyl alcohol (1 eq) to obtain the corresponding mixture of racemic or optically monoesters.
The pH of this mixture of racemic or optically active monoesters was increased to 7.2 by addition of
2N NaOH; the resulting aqueous solution was mixed with dichloromethane, and the biphasic medium
was heated at 45 °C. After purification (column chromatography and distillation under vacuum),
the pure RS, R, or S-MLABe was obtained and characterized by FT-IR and 'H NMR (Figure SI).

RS-MLABe (Figures SI 1.1 and SI 2.1):

FT-IR (v, cm™1): 1840 (C=0, lactone) 1750 (C=0, ester)

1H NMR (400 MHz, Acetone-dg), & (ppm): 7.47-7.28 (m, 5H), 5.27 (s, 2H), 5.11 (dd, ] = 6.7, 4.4 Hz, 1H),
4.00-3.60 (dd, ] = 16.5, 6.7 Hz, 1H), 3.72 (dd, | = 16.5, 4.4 Hz, 1H).

S-MLABe (Figures SI 1.2 and 2.2):

FT-IR (v, cm™1): 1840 (C=0, lactone) 1750 (C=0, ester)

TH NMR (400 MHz, Acetone-dg), 5 (ppm): 7.47-7.28 (m, 5H), 5.27 (s, 2H), 5.11 (dd, | = 6.7, 4.4 Hz, 1H),
4.00-3.60 (dd, ] = 16.5, 6.7 Hz, 1H), 3.72 (dd, | = 16.5, 4.4 Hz, 1H).

R-MLABe (Figures SI 1.3 and 2.3):

FT-IR (v, cm~1): 1840 (C=0, lactone) 1750 (C=0, ester)

TH NMR (400 MHz, Acetone-dg), 5 (ppm): 7.47-7.28 (m, 5H), 5.27 (s, 2H), 5.11 (dd, ] = 6.7, 4.4 Hz, 1H),
4.00-3.60 (dd, ] = 16.5, 6.7 Hz, 1H), 3.72 (dd, | = 16.5, 4.4 Hz, 1H).

Chemical polymerization of RS and R-MLABe: The RS-PMLABe (P1) and S-PMLABe (P2) were
synthesized as previously described [32] by anionic ring-opening polymerization (AROP) of the
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RS-MLABe and R-MLABe, respectively, in presence of tetraethylammonium benzoate as initiator.
The theoretical molar mass (30,000 g/mol) was fixed by the ratio monomer/initiator. Both polymers
were purified by precipitation into ethanol. After drying under vacuum, the RS-PMLABe and
S-PMLABe were analyzed by 'H NMR, SEC, and polarimetry.

RS-PMLABe (P1): 'H NMR (400 MHz, Acetone-d6) 6(ppm): 7.40-7.25 (m, 5nH), 5.55 (m, 1nH), 5.16 (m,
2nH), 3.24-2.67 (m, 2nH)—Figure SI 3.1. SEC (THF, 40 °C, polystyrene standards): Muw = 14,850 g/mol,
b =1.60. [x]p =0;

S-PMLABe (P2): 1TH NMR (400 MHz, Acetone-d6) O(ppm): 7.40-7.25 (m, 5nH), 5.55 (m, InH), 5.16 (m, 2nH),
3.24-2.67 (m, 2nH)—Figure SI 3.2. SEC (THF, 40 °C, polystyrene standards): impossible to measure in THF.
[a]p = —10.7.

The PEGy5-b-PMLABey; (P3) was synthesized as previously described [23] through the AROP
of RS-MLABe in presence of o-methoxy,w-carboxylate PEGys5 tetraethylammonium salt as initiator,
in anhydrous THF. In this case also, the PMLABe molar mass was set by the ratio monomer /initiator,
and selected to be 15,000 g/mol. The resulting block copolymer was purified by precipitation in
ethanol. After drying under vacuum, the pure block copolymer was analyzed by 'H NMR and SEC.

PEGy5-b-PMLABe;; (P3): 'H NMR (400 MHz; Acetone-d6), & (ppm): 7.40-7.20(m, 5nH),
5.60-5.49 (m, 1nH), 540 (m, 2nH), 3.60 (m, 4mH (m = 45)), 3.10-2.80 (m, 2nH)—Figure SI 3.3.
Mnmr = 15,040 g/mol for the PMLABe block (n = 73). SEC (THE, 40 °C, polystyrene standards):
Muw = 9600 g/mol, b = 1.30.

Enzymatic polymerization of RS, R, and S-MLABe: The RS-PMLABe P4 was synthesized as
described previously [43] by ring-opening polymerization of the RS-MLABe in the presence of porcine
pancreatic lipase (PPL) without toluene. Experiments were realized in a 24-multi reactor Biichi Syncore
Line (Flawil, Switzerland). In a 30-mL tube, PPL (8.4 mg) was mixed with pure RS-MLABe (336 mg)
and Tris/HCl buffer (125 uL, pH = 7, 105 mM). The mixture was stirred at 390 rpm, and the temperature
was controlled at 60 °C. After 72 h, reaction was stopped by the addition of 3 mL of THF and 3 mL of
chloroform. The mixture was then transferred into a separatory funnel. Separations were realized by
adding 15 mL of distilled water and 15 mL of chloroform. Organic phases were dried over MgSO, and
filtered. Finally, solvents were evaporated under reduced pressure. The RS-PMLABe P4 was dissolved
in chloroform and then precipitated in a large excess of cold diethyl ether. After elimination of the
supernatant, the polymer was dried under vacuum and analyzed by 'H NMR, SEC, and polarimetry.

RS-PMLABe (P4): 1TH NMR (400 MHz, CDCl3) d(ppm): 7.25 (m, 5nH), 5.49 (m, 1nH), 5.08 (m, 2nH), 2.88
(m, 2nH)—Figure SI 3.4. SEC (THF, 40 °C, polystyrene standards): Muw = 12,250 g/mol, D =1.4. [a]p =0.

The RS-PMLABe P5, the S-PMLABe P6, and the R-PMLABe P7 were obtained as described
previously [43] by ring-opening polymerization of the RS-MLABe, R-MLABe, and S-MLABe,
respectively, in the presence of porcine pancreatic lipase (PPL) with toluene. Experiments were
realized in a 24-multi reactor Biichi Syncore Line. In a 30-mL tube, PPL (8.4 mg) was mixed with
RS-MLABe, R-MLABe, or S-MLABe (338 mg), Tris/HCl (333 uL, pH = 7, 105 mM), and toluene (667 puL).
The final volume was 1 mL. The reaction mixtures were stirred at 390 rpm, and the temperature was
maintained at 60 °C. After 72 h, reaction was stopped by the addition of 3 mL of THF and 3 mL of
chloroform. The mixtures were then transferred into a separatory funnel. Separations were realized by
adding 15 mL of distilled water and 15 mL of chloroform. Organic phases were dried over MgSO4 and
filtered. Finally, solvents were evaporated under reduced pressure. The RS-PMLABe P5, S-PMLABe
P6, and R-PMLABe P7 were dissolved in chloroform, and then precipitated in a large excess of cold
diethyl ether. After elimination of the supernatant, polymers were dried under vacuum and analyzed
by 'H NMR, SEC, and polarimetry.

RS-PMLABe (P5): 1H NMR (400 MHz, CDCl3) d(ppm): 7.25 (m, 5nH), 5.49 (m, InH), 5.08 (m, 2nH), 2.88
(m, 2nH)—Figure SI 3.5. SEC (THF, 40 °C, Standards Polystyrene): Muw = 3850 g/mol, B =1.5. [a]p = 3.
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S-PMLABe (P6): 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 8(ppm): 7.25 (m, 5nH), 5.49 (m, 1nH), 5.08 (m, 2nH), 2.88 (m,
2nH)—Figure SI 3.6. SEC (THE, 40 °C, polystyrene standards): Mw = 2000 g/mol, D = 1.50. [a]p = —11.

R-PMLABe (P7): 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 5(ppm): 7.25 (m, 5nH), 5.49 (m, 1nH), 5.08 (m, 2nH), 2.88 (m,
2nH)—Figure SI 3.7. SEC (THE, 40 °C, polystyrene standards): Mw = 2300 g/mol, D = 1.40. [a]p = +18.

The PEG;7-b-PMLABey; (P8) was synthesized by enzymatic ring opening polymerization (ROP)
of RS-MLABEe in the presence of x-methoxy-w-hydroxy-PEG;; and PPL as the catalyst. Before the
reaction, the PPL and the o-methoxy-w-hydroxy-PEG1; (M, = 736 g/mol) were lyophilized for 12 h.
In a 30-mL tube, PPL (12.5 mg) was mixed with 427 mg (2.07 mmol, leq.) of RS-MLABe, 77 mg
(0.1 mmol, 0.05 eq) of a-methoxy-w-hydroxy-PEG;7, and anhydrous toluene (630 pL). The reaction
was performed at 60 °C at 390 rpm during 72 h. The reaction was stopped by the addition of 5 mL
of chloroform. Then, the mixture was transferred in Eppendorf tubes and centrifuged for 3 min at
14,000 rpm. Supernatants were filtered, and the chloroform was evaporated under reduced pressure.
Polymer P8 was dissolved in chloroform, and then precipitated in a large excess of cold diethyl
ether. After elimination of the supernatant, polymers were dried under reduced pressure at room
temperature. The PEG;7-b-PMLABey; (P8) was analyzed by IH NMR (Figure SI) and SEC.

PEGq7-b-PMLABey7 (P8): 'H NMR (400 MHz, Acetone-d6) 6 (ppm): 7.57-7.07 (m, 5nH), 5.55 (m, 1nH),
5.16 (m, 2nH), 3.60 (m, 4mH), 3.24-2.67 (m, 2nH).—Figure SI 3.8. SEC (THF, 40 °C, 1 mL/min, polystyrene
standards): Mw = 9650 g/mol D = 1.50.

2.3. Formulation of PMLABe-Based Nanoparticles

Formulation of NPs for the cell uptake assays: NPs were loaded with DiR (DiIC18 (7)
(1,1”-dioctadecyl-3,3,3" 3" -tetramethylindotricarbocyanine iodide)). DiR is a hydrophobic
carbocyanine-type probe emitting in the near infrared (780 nm). Five mg of the selected polymer
were dissolved in 100 pL of DMF, and then 50 pL of DiR (1 mg/mL in dimethylformamide (DME),
corresponding to 1 wt % with the dissolved polymer) was added. This solution was rapidly added
into 1 mL of distilled water under vigorous stirring. The nanoparticles formed instantly because of the
hydrophobic or amphiphilic nature of the (co)polymers. The suspension was left under stirring for 1 h.
Then, DiR-loaded NPs were purified using Sephadex steric exclusion columns (PD-10 column) to
eliminate free DiR. The concentration of loaded DiR was measured by UV at 670 nm in a solution
prepared by mixing 80 uL of the DiR-loaded nanoparticles with 320 pL of DMF, and using a calibration
curve of DiR solution in a mixture of DMF/H,O (80/20). The absorbance of the solutions was
measured using a Microplate Spectrophotometer powerwase XS/XS2 (Biotek, Winooski, VT, USA),
equipped with Gen5 Data Analysis Software (Biotek, Winooski, VT, USA). The NPs were characterized
by dynamic light scattering (DLS) in water at room temperature with a concentration in polymer of
2.5mg/mL.

Formulation of NPs for the acute toxicity: NPs were prepared by the nanoprecipitation method
as described described [44,45]. Five mg of the selected polymer were dissolved in five mL of 1,4-dioxane.
This solution was rapidly added into two mL of distilled water under vigorous stirring. The suspension
was left under stirring during 15 min, and the 1,4-dioxane was evaporated under reduced pressure at
40 °C. The final polymer concentration was 2.5 mg/mL. The NPs were characterized by dynamic light
scattering (DLS) in water at room temperature with a concentration in polymer of 2.5 mg/mL.

2.4. In Vitro Assays

HepaRG culture: For all of the studies, proliferating progenitors HepaRG cells were seeded at a
density of 3.10* cells/cm? and cultured as previously described [46], in William’s E medium (Lonza,
Basel, Switzerland) supplemented with 2 mM of glutamine (Gibco, ThermoFischer, Waltham, MA,
USA), 5 mg/L of insulin (Sigma, Saint Louis, MO, USA), 1072 mM of hydrocortisone hemisuccinate,
and 10% of fetal calf serum (FCS) (Lonza, Basel, Switzerland). HepaRG cells were cultured in William’s
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E medium supplemented with 10% of FCS, 50 units/mL of penicillin, 50 pg/mL of streptomycin,
5 ug/mL of insulin, 2 mM of L-glutamine, and 50 uM of hydrocortisone hemisuccinate.

Primary macrophage culture: Peripheral blood mononuclear cells were purified from human
buffy coat (Etablissement Frangais du Sang, Rennes, France) by differential centrifugation on UNI-SEP
maxi U10 (Novamed, Jerusalem, Israel). The experiments were performed in compliance with the
French legislation on blood donation and blood products’ use and safety. Monocytes from healthy
donors were enriched using a human CD14 separation kit (Microbeads; Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany), plated at a density of 0.5 x 10 cells per well in 24-well plates, and cultured at
37 °C with 5% humidified CO; in RPMI 1640 medium supplemented with 100 IU/mL of penicillin,
100 mg/mL of streptomycin, 2 mM of L-glutamine, and 10% FCS BioWhittaker®. Macrophages were
obtained after differentiation from monocytes by incubation with 50 ng/mL of thGM-CSF in RPMI
1640 medium for seven days, as previously described [47].

Cytotoxicity assays: The cytotoxicity was assessed using the human HepaRG hepatoma cell line
and the Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) assay. Briefly, cells were incubated with MTT
(0.5 mg/mL) for 1 h at 37 °C. The formed crystals were dissolved in DMSO at room temperature for
10 min, and the absorbance was read at 490 nm with a microplate reader. The MTT values reflecting the
number of viable cells were expressed in percentage relative to the absorbance determined in control
cultures. The cells were exposed to the eight NPs at molar concentrations in polymers ranging from
0.5 uM to 20 uM, corresponding to different mass concentrations, since the polymers exhibit different
molar masses. The polymer masses in grams per liter (L) were the following: NPs 1: 15 x 1073 to
0.6 g/L;NPs2: 15 x 1072 t0 0.6 g/L; NPs 3: 7.5 x 1072 t0 0.3 g/L; NPs 4: 6.125 x 1073 t0 0.245 g/L;
NPs 5: 1.925 x 1073 to 0.077 g/L; NPs 6: 1073 to 0.04 g/L; NPs 7: 1.15 x 1073 to 0.046 g/L; NPs 8:
4.8 x 1073 to 0.193 g/L. The same range of molar concentrations in polymers was chosen, since
the NPs had relatively similar diameters, indicating that the same amounts of masses of polymers
would produce almost nearly identical numbers of NPs. The 5 mg of polymers that was used to
prepare NPs (2 mL suspension of water) produced the following numbers of NPs: NPs 1=9.9 x 10'!,
NPs 2 = 1.5 x 10", NPs 3 = 1.3 x 10'%, NPs 4 = 9.2 x 10'!, NPs 5 = 3.8 x 10'%, NPs 6 = 2.4 x 102,
NPs 7 = 3.3 x 10'2, and NPs 8 = 1.2 x 10'2.

Cell uptake assays: For the cell uptake assay of NPs, human macrophages and HepaRG cells
were plated in 24-well plates. The culture medium of macrophages and HepaRG cells was renewed,
and PMLABe-based NPs loaded with DiR were added to the wells for 24 h. After incubation, culture
media were discarded, and the cell monolayers were washed once with Phosphate Buffer Saline (PBS);
then, they were detached with trypsin and analyzed by flow cytometry. Dot plots of forward scatter
(FSC: x axis, size of events) and side scatter (SSC: y axis, structure of events) allowed to gate the viable
cells prior to detecting the fluorescence emitted by DiR-loaded NPs using the BV786-1A channel.
Two parameters were analyzed: the percentage of positive cells that internalized NPs and the intensity
of fluorescence (mean of fluorescence) reflecting the accumulation of fluorescent NPs within the cells.

Statistical analyses: Statistical analyses were performed using a one-way Anova followed by
the Kruskal-Wallis post-test or Dunn’s multiple comparison tests. Statistically significant variations
after treatment were compared with controls using Student’s t-test with Excel software. * p < 0.05;
*p < 0.01.

3. Results and Discussion

3.1. Synthesis and Characterization of the Monomers.

The three (3-substituted 3-lactones involved in this study were synthesized in four steps starting
from DL, L, or D-aspartic acid, as described previously (Scheme 1) [32].
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Scheme 1. Synthesis of poly(benzyl malate) (MLABe).

As shown by the results given in the Experimental part and in the Supplementary Information
(Figure SI), the characteristics (yields and 'H NMR and FT-IR spectra) of the synthesized RS,
S, and R-MLABe were identical to those given in the literature [32]. The L-aspartic acid leads
to the R-MLABe, while the D-aspartic acid leads to the S-MLABe. Indeed, the last step of the
MLABe’s synthesis occurs through an intramolecular nucleophilic substitution of second-order (Sn2)
reaction [10]. We thus obtained pure racemic and optically active benzyl malolactonates, which can be
therefore polymerized in the presence of either chemical or enzymatic initiators.

3.2. Synthesis and Characterization of the Polymers

Chemical polymerization: Two lactones, the RS and the R-MLABe, were polymerized by anionic
ring-opening polymerization (AROP) in the presence of tetraethylammonium benzoate as the initiator,
leading to the expected RS- and S-PMLABe, respectively (Scheme 2) [32].

S G

Tetraethylammonium benzoate

;JJ*/&O Bulk, 37°C, 72 hours o

RS-MLABe RS-PMLABe (n = 146), P1
R-MLABe S-PMLABe (n = 146), P2

Scheme 2. Synthesis of the RS-PMLABe (P1) and S-PMLABe (P2).

The ring-opening of the monomer occurs via an O-alkyl bond cleavage, and thus with an inversion
of configuration of the asymmetric carbon. Therefore, the R-MLABe leads to the S-PMLABe. Due to
a fast initiation step, the molar mass of the resulting polymer is controlled by the monomer versus
initiator ratio. Within this study, we chose to synthesize RS and S-PMLABe with a theoretical molar
mass of 30,000 g/mol. The polymerization’s reaction was followed by FT-IR and stopped when the
band characteristic of the lactone ring at 1850 cm ™! totally disappeared from the FT-IR spectrum.
After reaction, the obtained polymers were purified by precipitation in ethanol and characterized
by 'H NMR (structure—Figures SI 3.1 and 3.2), SEC (molar mass and dispersity) and polarimetry
(Table 1). The SEC analysis on the S-PMLABe was not possible as a result of the insolubility of this
polymer into THE.

Table 1. Characteristics of the RS-PMLABe (P1) and S-PMLABe (P2).

Polymers Miheoritical g/mol Muw 2 g/mol pa [alp P
RS-PMLABe, P1 30,000 14,850 1.60 0
S-PMLABe, P2 30,000 n.d. n.d. —-10.7

2 Measured by SEC in THF, standards polystyrene, 40 °C, 1 mL/min; b Measured by polarimetry in chloroform.
n.d.: not determined.

The synthesized RS-PMLABe (P1) and S-PMLABe (P2) have the expected characteristics and were
further used for preparing the corresponding NPs.
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Besides, we synthesized an amphiphilic block copolymer composed by a hydrophilic block of
poly(ethylene glycol) (PEG) and a hydrophobic block of PMLABe by the AROP of the RS-MLABe
in the presence of x-methoxy,w-carboxylate-PEG tetraethylammonium salt as initiator (Scheme 3),
as described previously [23]. The theoretical molar mass of the PMLABe block was fixed by the ratio
monomer to the initiator and selected at 15,000 g/mol.

@ MeOV\ WO' *NEt,

[¢) MeO o o

4

: ! o np Ty
[ o]

JOJAO THF, 37°C, 4 hours

RS-MLABe PEG 5-b-PMLABe;, P3

Scheme 3. Synthesis of the poly(ethylene glycol)-block-PMLABe (PEG45-b-PMLABe73) (P3).

In this case also, the polymerization’s reaction was followed by FT-IR, and stopped when the
band characteristic of the lactone ring at 1850 cm ! totally disappeared from the FT-IR spectrum.
After reaction, the obtained polymers were purified by precipitation in ethanol (elimination of
unreacted PEG chains) and characterized by I'H NMR (structure and PMLABe molar mass—Figure SI
3.3) and SEC (molar mass and dispersity). Due to the presence of the PEG block with a known molar
mass, it is possible to determine, by IH NMR, the molar mass of the PMLABe block [23] (Table 2).

Table 2. Characteristics of the PEG,5-b-PMLABey3 (P3).

MI’EG a g/mol MI’MLABeTheO g/mol MPMLABe NMR g/mol b Muw © g/mol b
PEGy5-b-PMLABey3, P3 2000 15,000 15,040 9600 1.30

@ Molar mass given by the supplier PEGIris Biotech. P Determined by 'H NMR. ¢ Measured by size exclusion
chromatography (SEC) in THEF, standards polystyrene, 40 °C, 1 mL/min.

As shown by results gathered in Table 2, the expected amphiphilic block copolymer P3 was
successfully obtained.

We have included this PEG5-b-PMLABe;3 amphiphilic block copolymer in the present study
because it spontaneously forms stable core-shell NPs that are particularly suitable as a drug delivery
system [22,23,30,31].

Enzymatic polymerization: The enzymatic polymerization of unsubstituted lactones
(y-butyrolactone, d-valerolactone, e-caprolactone, and others) has been widely studied since the
1980s-1990s [48,49]. On the other hand, the enzymatic polymerization of substituted lactones, such as
MLABEe, is much less described [50]. The first enzymatic polymerization of MLABe was carried out
in 1996 by Matsumura et al. [51]. More recently, Panova et al. [52] have also studied the enzymatic
polymerization of propyl malolactonate in the presence of Candida rugosa lipase. In this context,
we have first replicated Matsumura’s work, and we have next tried to improve it. Thus, the effect
of various parameters (enzyme/MLABe ratio, aqueous phase/organic phase ratio, and stirring rate)
was studied. However, given the large number of parameters that can influence the reaction, we have
chosen to use a design of experiment approach to find the best conditions leading to well-defined high
molar mass enzymatic PMLABe [43]. Using such an approach, we were able to find reaction conditions
under which the expected enzymatic PMLABe were reproducibly synthesized [43].

Therefore, we used the conditions that we previously defined to synthesize racemic and optically
active PMLABe as well as an amphiphilic PEG-b-PMLABe block copolymer by the ring-opening
polymerization of racemic or optically active MLABe in the presence of PPL as a catalyst (Table 3,
Scheme 4). The enzymatic polymerizations were conducted either in the presence or absence of toluene.
After 72 h of reaction, all of the polymers were purified by precipitation in diethyl ether, and analyzed
by 'H NMR (structure, Figures SI 3.4-3.8), SEC (molar mass and dispersity) and polarimetry.
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Table 3. Characteristics of RS-PMLABe (P4 and P5), S-PMLABe (P6), R-PMLABe (P7), and
PEGq7-b-PMLABeys (P8) obtained by enzymatic polymerization in presence of porcine pancreatic
lipase (PPL) as the catalyst.

Polymer Toluene Muw 2 g/mol b? [alp €
RS-PMLABe, P4 No 12,250 1.40 0
RS-PMLABe, P5 Yes 3850 1.50 -3

S-PMLABe, P6 Yes 2000 1.50 —-11
R-PMLABe, P7 Yes 2300 1.40 +18
PEG17-b-PMLABe45, P8 Yes 9650 1.50 -

2 Measured by size exclusion chromatography (SEC) in THF, standards polystyrene, 40 °C, 1 mL/min; ® Determined
by 'H NMR; ¢ Measured by polarimetry in chloroform.

Well-defined enzymatic PMLABe derivatives were obtained as highlighted by the relatively
low dispersity values of around 1.5 (Table 3). Moreover, the molar masses of the polymers can be
modulated by adding toluene or not during the enzymatic polymerization reaction. Indeed, the molar
mass of the PMLABe P4 that was obtained by enzymatic polymerization of RS-MLABe in the absence
of toluene is higher than the one of RS-PMLABe P5 obtained by the same reaction conducted in the
presence of toluene (Table 3). The S-PMLABe P6 was obtained by enzymatic polymerization of the
R-MLABe in toluene, while the R-PMLABe P7 was prepared by the ring-opening polymerization of
the S-MLABe in toluene in presence of PPL as the catalyst.

HO@O)H
[o M ¢] o’

oy

RS-PMLABe, P4 (n = 59)

HO( . O)H
PPL, Toluene, Tris-HCI pH7 o n
))J'/go 60°C, 72 hours o "o
A
o , ©)
G

RS-MLABe RS-PMLABe, P5 (n =19)
R-MLABe S-PMLABe, P6 (n = 10)
S-MLABe R-PMLABe, P7 (n =11)

\g/\/o* O}H

PEG,;-b-RS-PMLABe,s, P8 (n = 45)

Scheme 4. Enzymatic synthesis of PMLABe P4, P5, P6, and P7, and of PEG;7-b-PMLABeys P8.

It is important to note that enzymatic ring-opening polymerization leads to an inversion of
configuration of the asymmetric carbon. This is similar to the chemical ring-opening polymerization
of the optically active MLABe [53], as demonstrated by the value of the specific rotary power for
the enzymatic S-SPMLABe P6 polymer, which is itself similar to the one measured by the chemical
S-PMLABe P2 compound in both the value and sign. Both polymers P6 and P2 were synthesized by the
ring-opening polymerization of the R-MLABe in presence of PPL and tetraethylammonium benzoate,
respectively. Such an observation suggested that the MLABe ring-opening in the presence of the PPL
occurs through an O-alkyl cleavage without the intervention of the serine from the catalytic triad.
This result is quite surprising, especially if compared to what is usually observed for unsubstituted
lactones. Indeed, the ring-opening polymerization of unsubstituted lactones in the presence of lipases
has been described to occur via the canonical mechanism involving the activated serine of the catalytic
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triad, leading to a ring opening through an O-acyl cleavage [37-39]. Our preliminary results rather
support the conclusion that the (3-substituted {3-lactones, as in the case of the AROP reactions, are
polymerized by lipases through an O-alkyl cleavage. However, the exact mechanism needs to be
further studied, and we undertake several experiments using a serine-knocked-out lipase, which is
currently under synthesis, to confirm that the ring-opening polymerization of 3-substituted (3-lactones
by lipases occurs through an O-alkyl cleavage without involvement of the catalytic serine.

Although the mechanism of polymerization is not clearly established, the enzymatic polymers
obtained (P4 to P7) were used to prepare the corresponding NPs.

The last enzymatic synthesis of an amphiphilic block copolymer was realized in toluene solution
in the presence of PPL as the catalyst and an «-methoxy,w-hydroxyl PEGy;. The obtained polymer
PEG;7-b-PMLABey5 (P8) was characterized by I'H NMR (structure, Figure SI 3.8) and SEC (molar mass
and dispersity). The SEC analysis indicated the formation of a block copolymer as a result of the
presence of only one peak with a quite narrow distribution (b = 1.50, Table 3).

3.3. Preparation and Characterization of the Nanoparticles

The methodology that was used to prepare the NPs starting from the eight polymers that were
previously produced was based on the nanoprecipitation method as previously described [44,45] (see
materials and methods section).

For the NPs loaded with the DiR fluorescent probe, the rate of DiR encapsulation was determined.
To measure the amount of DiR encapsulated in the nanoparticles, 80 uL of the solution of nanoparticles
encapsulating the DiR were added to 320 uL of DMF. The optical density of these solutions was then
measured at 670 nm. The amount of encapsulated DiR was determined using a calibration curve of
DiR solutions at different concentrations in DMF/water (80/20) (Figure SI 4).

Knowing the initial amount of DiR, we were able to determine the rate of DiR encapsulation that
varied between 45-95%, with quantitative encapsulation rates for NPs 2, NPs 3, and NPs 8 (Table 4).

Table 4 also summarizes the hydrodynamic diameters (Dh) and dispersities (PDIs), measured by
DLS, of the PMLABe-based NPs. All of the NPs have hydrodynamic diameters between 83200 nm,
which are values expected for NPs based on either hydrophobic or amphiphilic (co)polymers
encapsulating a fluorescent probe such as the DiR. The samples are relatively monodisperse, since the
PDIs values were all between 0.13-0.26.

Table 4. Characteristics of the prepared NPs loaded with DiR formulated for the cell uptake studies.

Entry Polymers Way of Synthesis  Dhnm PDI DiR Encapsulation Rate %
NPs 1 RS-PMLABe, P1 Chemical 195 0.19 61

NPs 2 S-PMLABe, P2 Chemical 170 0.26 Quantitative

NPs 3 PEGy5-b-PMLABey3, P3 Chemical 83 0.22 Quantitative

NPs 4 RS-PMLABe, P4 Enzymatic 200 0.13 45

NPs 5 RS-PMLABe, P5 Enzymatic 125 0.19 83

NPs 6 S-PMLABe, P6 Enzymatic 145 0.19 95

NPs 7 R-PMLABe, P7 Enzymatic 130 0.16 94

NPs 8 PEG,7-b-PMLABeys, P8 Enzymatic 185 0.24 Quantitative

Preparation of nanoparticles for the in vitro cytotoxicity assays. PDI: polydispersity index.

In this case, the synthesized PMLABe polymers were dissolved in 1,4-dioxane. This solution was
quickly added in distilled water to trigger nanoprecipitation and auto-assembly of the polymers into
NPs. The final concentration of polymers was 2.5 mg/mL. Table 5 summarizes the hydrodynamic
diameters (Dh) and PDIs of the corresponding NPs used for the cytotoxicity study.
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Table 5. Characteristics of the nanoparticles prepared for the in vitro cytotoxicity assays.

Entry Polymers Way of Synthesis Dh nm PDI
NPs 1 RS-PMLABe, P1 Chemical 72 0.18
NPs 2 S-PMLABe, P2 Chemical 122 0.32
NPs 3 PEGy5-b-PMLABe73, P3 Chemical 51 0.16
NPs 4 RS-PMLABe, P4 Enzymatic 113 0.28
NPs 5 RS-PMLABe, P5 Enzymatic 96 0.17
NPs 6 S-PMLABe, P6 Enzymatic 121 0.19
NPs 7 R-PMLABe, P7 Enzymatic 107 0.18
NPs 8 PEGq7-b-PMLABeys, P8 Enzymatic 83 0.17

The hydrodynamic diameters (Dh) of NPs were found in the range of 50 nm to 120 nm
(average diameter of 102 nm £ 19 nm). The smallest Dh was measured for NPs 3 produced with
the amphiphilic block copolymer PEGy5-b-PMLABe7; P3, harboring the longest PEG chain. Such a
result is in good agreement with the already observed characteristics of NPs based on PEGylated
amphiphilic block copolymers [23]. All of the PDIs’ values are lower than 0.3, indicating a good size
distribution with the exception of the NPs 2 formulation, for which the PDI is slightly greater than 0.3.
Nevertheless, we considered that all of the prepared formulations meet the conditions for the in vitro
cytotoxicity assays.

3.4. In Vitro Assays

3.4.1. In Vitro Cytotoxicity Assays

In order to evaluate the biocompatibility of the PMLABe-based NPs, we incubated human
hepatoma HepaRG cells with the 8 NPs in a wide range of concentrations. HepaRG cells are bipotent
hepatic progenitors that can be differentiated into hepatocyte-like cells [54] expressing most of the
major hepatic detoxifying enzymes [55]. These metabolically competent hepatocyte-like cells are used
worldwide as an in vitro model for studying the metabolism [56] and toxicity of xenobiotics [57-59],
including exposure to NPs [31,47,60].

Proliferating progenitor and quiescent differentiated HepaRG cells were incubated with NPs for
24 h and 72 h at concentrations ranging from 0.5 uM to 20 uM, and the cell viability was assayed
using the MTT assay (Figure 1). The exposure of progenitor cells during 24 h triggered a moderate
and partially dose-dependent decrease in MTT activity for NPs 1, 2, 3, 4, 7, and 8 compared to that
measured in control cultures without nanoparticles (Figure 1A). This effect was less significant at 72 h.
For these NPs, the highest concentrations in polymers (10 uM and 20 pM) reduced the cell viability by
less than 30%, and the half-maximal inhibitory concentration (ICs) was not reached for these amounts
of NPs. The exposure of hepatocyte-like HepaRG cells that exhibit a higher ability to metabolize
xenobiotics, showed a weaker decrease in MTT activities (Figure 1B).
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Figure 1. MTT assays (viability assay) in progenitor (A) and hepatocyte-like HepaRG cells
(differentiated cells, B) incubated with PMLABe-based nanoparticles at 24 h (24 h) and 72 h (72 h).
Statistical analyses: * p < 0.05; ** p < 0.01 versus non treated cells, three independent experiments.

Together, these data demonstrated the mild toxicity of these PMLABe-based NPs following
incubation with HepaRG cells, which is in agreement with our previous reports describing the
moderate effects on total cell numbers following the exposure of various human cell lines, including
the Huh7 hepatoma cell line with NPs 1 and NPs 3 [23]. Interestingly, in this work, we compared the
effects of NPs prepared from polymers synthesized by chemical (NPs 1 to 3) and enzymatic (NPs 4
to 8) polymerization. Our data indicate that mild effects on cell viability were observed with both
types of NPs based on either enzymatic or chemically synthesized PMLABe. Morever, the use of NPs
constituted by PMLABe derivatives prepared through enzymatic synthesis did not really improve the
cell viability in comparison to what is observed with NPs based on chemical PMLABe dervatives.

3.4.2. In Vitro Cells Uptake Assays

The NPs’ cell uptake by HepaRG cells (Figure 2) and human macrophages (Figure 3) of
PMLABe-based nanoparticles was monitored by the detection of the cells that internalized NPs
encapsulating the DiR lipophilic fluorescent dye using flow cytometry.

The flow cytometry analysis (Figures 2 and 3) was performed on single cells gated on dot
plots with size of events (x axis, forward scatter, FSC-A) and structure (y axis, side scatter, SSC-A).
HepaRG cells and macrophages non-incubated with NPs were used to determine the endogenous cell
fluorescence and the M1 gate corresponding to negative cells. The M2 gate defined the positive cell
populations that internalized fluorescent NPs.
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Figure 2. (A) Dot plot (control HepaRG cells) and histograms used to detect negative (M1 gate)
and positive (M2 gate) cells and determine the mean of fluorescence in control (CTRL) and cells
incubated with nanoparticles (NPs) 1 to 8; (B) Quantification of percentages of positive cells and mean
of fluorescence in progenitor HepaRG cells incubated with PMLABe-based nanoparticles for 24 h.
Statistical analyses: ** p < 0.01: cells incubated with 5 pug/mL of polymers versus cells incubated
with 25 pg/mL; $$ < 0.01: highest percentages of positive cells or mean of fluorescence versus all the

other conditions.
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Figure 3. (A) Dot plot (control macrophages) and histograms used to detect negative (M1 gate) and
positive (M2 gate) cells and determine the mean of fluorescence in control (CTRL) and cells incubated
with NPs 1 to 8; (B) Quantification of percentages of positive cells and mean of fluorescence in
macrophages incubated with PMLABe-based nanoparticles for 24 h. Statistical analyses: $$ < 0.01:
highest percentages of positive cells or mean of fluorescence versus all the other conditions.

We first compared the HepaRG cell uptake of NPs using 5 pg/mL and 25 pg/mL of polymers
(Figure 2B). At 5 pg/mL, the cell uptake was very low for NPs 1, 3, 4, and 8, with less than 10%
of positive cells, while NPs 2, 5, 6, and 7 were internalized in more than 60% of the HepaRG
cells. At 25 ug/mL, the percentages of positive cells and the intensity of fluorescence, reflecting
the intracellular accumulation of NPs, were considerably enhanced with high levels of internalization
for NPs 1, 2, 4, 5, 6, and 7, indicating that this concentration of polymers and the corresponding
amounts of NPs were more appropriate to visualize the cell uptake. At this concentration, in
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both cultures of HepaRG cells and macrophages, cellular uptakes of NPs 2, 5, 6, and 7 prepared
from PMLABe were very efficient, with at least 80% of positive cells and the highest mean of
fluorescence. The efficient internalization of these NPs was not correlated to the molar masses of
the corresponding homopolymers, but with small hydrodynamic diameters (Table 4). Interestingly,
the cell uptake of NPs 2 was much higher than that of NPs 1, while they exhibit similar molar masses
and hydrodynamic diameters. The main difference between these two NPs was that NPs 1 were
prepared with RS-PMLABe, while NPs 2 were formulated with S-PMLABe, suggesting that NPs
derived from this optically active polymer exhibit a physicochemical feature favoring cell uptake.
Furthermore, the highest cell uptake was observed for NPs 5 to 7, which were prepared from
homopolymers synthesized by enzymatic polymerization. This data led us to postulate that PMLABe
homopolymers obtained by enzymatic polymerization, and with low molar masses (<4000 g/L),
formed NPs that are more efficiently internalized than NPs produced from PMLABe polymers
synthesized by chemical polymerization.

In contrast, the percentages of positive cells were much lower for PEGylated NPs 8
(PEG17-b-PMLABeys5) with 45% to 55% of positive cells and almost abolished for PEGylated NPs
3 (PEGy5-b-PMLABey3) with less than 5% of positive cells. These data are in agreement with the
well-established role of the neutral PEG moiety that reduces the opsonization of PEGylated NPs by
plasma proteins and their cell internalization.

4. Conclusions

In the present work, we have successfully synthesized and characterized a series of
eight PMLABe-based polymers through chemical and enzymatic polymerization, formulated the
corresponding NPs, studied their cytotoxicity human hepatoma HepaRG cells, and measured their
uptake by both primary macrophages and HepaRG cells.

In vitro cell viability assessed by MTT on HepaRG cells evidenced a mild toxicity of the
NPs formed from PMLABe polymers at high concentrations/densities of NPs in the culture
media of cells. This cytotoxicity is in agreement with our previous reports, and does not
evidence a higher biocompatibility of the NPs prepared from polymers synthesized by enzymatic
polymerization. These data further demonstrate that the chemical polymerization and the procedure
of nanoprecipitation led to the production of biocompatible PMLABe-based NPs. The efficient uptake
combined with low cytotoxicity toward HepaRG cells indicates that PMLABe-based NPs are suitable
nanovectors for drug delivery that will further be evaluated in vivo to target either hepatocytes or
resident liver macrophages.

Supplementary Materials: The supplementary materials are available online at http:/ /www.mdpi.com/2073-
4360/10/11/1244/51.
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3.1.3 Discussion

Dans cette étude, nous avons préparé un ensemble de huit lots de NPs & base des polymeéres
PMLABe et PEG-b-PMLABe synthétisés par voie chimique ou enzymatique a partir de
monomeres racémiques ou optiquement actifs. Des cellules HepaRG progénitrices et
différenciées ont été incubées avec les différentes NPs a des doses allant de 0,5 uM a 20 uM
pendant 24h et 72h.

Les tests de cytotoxicités réalisés apres chaque incubation montrent que toutes les NPs possédent
une toxicité tres faible et que les NPs 1, 2, 3, 4, 7 et 8 ont une cytotoxicité dose-dépendante a
24h, ce qui est en accord avec les résultats des études précédentes pour lesquelles plusieurs
lignées cellulaires ont été incubées avec les NPs 1 et NPs 3 274, Dans 1’étude réalisée par Huang
et al., en 2012, la cytotoxicité in vitro des NPs a base de PMLABess, PEG42-b-PMLABess et
Biot-PEGs2-b-PMLABe7s a été évaluée sur plusieurs lignées de cellules cancéreuses (PC3, NCI,
Caco, HCT116, MDA, HuH7 et mmt 060562) et saines (fibroblastes humains) : les résultats ont
mis en évidence que ces trois types de NPs n’avaient qu’une faible toxicité a des doses élevées
(> 10 pM) sur I’ensemble des lignées cellulaire utilisées y compris sur la lignée d’hépatome
HuH7 2’4, En comparant les deux études, nous pouvons conclure que les NPs 1 et 3 ne sont que
tres faiblement toxiques sur le grand nombre de lignées cellulaires testé dont les lignées
d’hépatomes HUH7 et HepaRG. L’absence de toxicité met en évidence la biocompatibilité in
vitro de ces deux NPs (1 et 3). D’autre part, la présence de poly(éthylene glycol) [PEG] en surface
des NPs n’a pas d’influence sur leur toxicité vis-a-vis des lignées cellulaires considérées dans

cette étude.

La viabilité cellulaire pour les différentes lignées est similaire pour les huit lots de NPs a une
dose donnée. Il semble donc qu’il n’existe pas de corrélation entre la taille des NPs, allant de 51
nm a 122 nm, et la viabilité cellulaire observée. En outre, la similitude des niveaux de viabilité
cellulaire observée entre les NPs préparées a partir de PMLABe synthétisés par voie enzymatique
et celles préparées a partir de PMLABe synthétisés par voie chimique semble indiquer une
absence de corrélation entre le mode de synthése des polymeres et la toxicité des NPs a base de
PMLABEe et PEG-b-PMLABEe.

Par ailleurs, les NPs a base de polymeéres synthétisés a partir de monomeéres racémique (RS) ou
optiquement actif (R ou S) par voie enzymatique montrent aussi des taux de viabilités cellulaires
similaires : la chiralité des unités monomeres constituant les polymeres ne semble donc pas avoir

d’influence sur la toxicité des NPs correspondantes.

99



La captation des NPs par les cellules HepaRG progeénitrices et différenciées ainsi que par des

macrophages humains a ensuite été évaluée aux doses de 5 pg/ml et 25 pg/ml.

La captation des NPs réalisée a une concentration de 25 pg/ml par tous les modeles cellulaires
étudiés était beaucoup plus importante par rapport a celle réalisée a une concentration de 5 pg/ml.
Ces données pourraient refléter une captation dose dépendante des NPs. Cependant, le méme
profil de captation est conservé pour les deux modeles cellulaires utilisés (macrophages humains
et HepaRG) indiquant que les différences du niveau de la captation entre un lot de NPs et un

autre sont liées aux caracteristiques physicochimiques des NPs.

Les données obtenues par cytométrie en flux montrent que les NPs 3 et les NPs 8 sont beaucoup
moins bien captées que les autres lots de NPs. Les copolymeéres a blocs amphiphiles constituants
ces deux lots de NPs (NPs 3 et NPs 8) sont le PEG4s-b-PMLABe73 et le PEG11-b-PMLABes7,
respectivement. Le critere commun entre ces deux copolymeres est la présence du PEG, ce qui
implique que la présence de PEG réduit significativement la captation des NPs. Ces données sont
en accord avec plusieurs études menées sur la captation des NPs polyméres in vitro 2%,
Cependant, en comparant I’efficacité de captation des NPs 3 et des NPs 8, la captation des NPs
8 est nettement supérieure a celle des NPs 3. La différence entre ces deux lots de NPs, outre le
fait que le copolymere a bloc constituant les NPs 3 est synthétisé par voie chimique alors que
celui constituant les NPs 8 est préparé par voie enzymatique, est la masse molaire du bloc PEG
qui est de 2 000 g/mol pour le copolymere a bloc constituant les NPs 3 contre 500 g/mol pour
celui formant les NPs 8 (45 unités de PEG pour NPs 3 vs 11 unités de PEG pour NPs 8). Ces
résultats montrent que plus le bloc PEG a une masse molaire élevée, plus la captation cellulaire
est diminuée, en accord avec les résultats de la littérature concernant les ¢tudes de 1’influence de
la masse molaire du PEG constituant la couronne hydrophile de NPs sur la diminution de leur

reconnaissance par le systéme immunitaire et donc sur leur captation cellulaire 2%,

Le diametre hydrodynamique des NPs semble, quant a lui, avoir une influence significative sur
leur captation par les deux modéles cellulaires : I’internalisation des NPs est plus efficace lorsque
leurs diametres hydrodynamiques sont petits. En effet, les NPs 4 et 5, préparées toutes les deux
a partir d’homopolymeéres synthétisés par voie enzymatique a partir de RS-MLABe ont des
diameétres hydrodynamiques de 200 et 125 nm, respectivement. Les NPs 4 ayant un diametre
hydrodynamique plus important (200 nm), sont moins bien captées que les NPs 5, vérifiant que

la captation diminue en fonction du diametre hydrodynamique de la nanoparticule (Fig. 60).
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Figure 60 : A : Histogrammes représentants la moyenne de fluorescence pour I’ensemble des cellules (gauche), et le
pourcentage des cellules positives (droite) suite a ’incubation des HepaRG progénitrices et des macrophages humains
avec les différents types de NPs. B : Tableau représentant les différents types de NPs préparées et leurs caractéristiques
physicochimiques (Polyméres d’origine, diamétre hydrodynamique, indice de polydispersité, et mode de synthése).

Par ailleurs, la chiralité des unités monomeres constituant les polymeéres formant les NPs pourrait
jouer un role dans la captation des NPs correspondantes. En effet, la captation des NPs 2 est
beaucoup plus élevée que celle des NPs 1, alors que les polymeres les constituant ont des masses
molaires et que les NPs ont des diametres hydrodynamiques similaires. La différence entre ces
deux lots de NPs est basée sur le fait que les NPs 1 sont préparées avec I’homopolymere
racémique RS-PMLABe, alors que les NPs 2 ont été préparées avec 1’homopolymeére
optiquement actif S-PMLABe, suggérant que les NPs dérivées d’homopolymeéres optiquement
actifs présentent une caractéristique physico-chimique favorisant la captation cellulaire des NPs
(Fig. 60A). Des études complémentaires pour caractériser, d’une part, la conformation des
chaines macromoléculaires (Rayons X, par exemple) et, d’autre part, la morphologie des NPs
correspondantes (Microscopie électronique a transmission, TEM) sont nécessaires afin de
confirmer la relation entre conformation des chaines macromoléculaires liées a la chiralité des

unités monomeres, morphologie des NPs et efficacité de captation cellulaire.

Enfin, les NPs préparées a partir d’homopolymeéres de faibles masses molaires et synthétisés par
voie enzymatiques (NPs 5, 6 et 7) sont les mieux captées. Cette observation semble indiquer que
les homopolyméres obtenus par voie enzymatique forment des NPs ayant des caractéristiques

physicochimiques favorisant leur captation.
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En conclusion, le mode de synthése des polymeéres, leur chiralité et leurs masses molaires
n’influencent pas la toxicité des NPs correspondantes. Par contre, ces paramétres semblent avoir
une forte influence sur les caractéristiques physicochimiques de ces NPs, ces derniéres affectant
par suite la captation cellulaire des NPs. Comme précise plus haut, des études complémentaires
sont nécessaires afin de déterminer la conformation des PMLABe synthétisés, que ce soit par
voie enzymatique ou chimique, et la morphologie des NPs préparées a partir de ces polymeres.
Lorsque ces caractéristiques seront connues, il sera alors possible d’expliquer de fagon précise

les différences de captation observées entre les lots de NPs.

Nous avons ensuite évalué les effets de la méme série de NPs suite & une exposition chronique
des cellules HepaRG. L’objectif est de réaliser une évaluation nanotoxicologique en recherchant,
non pas des effets cytotoxiques, mais un impact sur la prolifération ou la différenciation des
cellules hépatiques exposées a des doses faibles, mais répétées, de NPs. Ce type d’étude se
rapproche de travaux réalisés au laboratoire sur les effets d’exposition chronique des cellules
hépatiques a des xéniobiotiques tels que des médicaments, des polluants de 1’environnement

comme les pesticides 3%,

Les hépatocytes étant a la fois exposés aux xénobiotiques et capables de les métaboliser, ils sont
susceptibles de subir la toxicité de composés réactifs. Dans le contexte de 1’exposition humaine
aux xénobiotiques ou a des NPs, il est important d’évaluer minutieusement leur métabolisme et
leur toxicité dans les hépatocytes. Les études toxicologiques s’appuient sur des modéles
cellulaires in vitro et sur des modéles animaux pour mener des essais précliniques et d’évaluation
de la toxicologie des xénobiotiques. Les cultures primaires d’hépatocytes humains constituent
un modele de choix pour mener des études toxicologiques 3°%. Cependant, il existe plusieurs
limites et contraintes liées a leur utilisation. Leur disponibilité est dépendante des biopsies
chirurgicales et le nombre d’hépatocytes est réduit par la qualité du tissu et le volume de
parenchyme « sain » récupéré. Enfin, il existe une grande variabilité d’activité métabolique entre
chaque expérience due aux altérations fonctionnelles des cellules isolées des biopsies de patients

atteints de différentes pathologies ou soumis a des traitements médicamenteux.

La lignée cellulaire HepaR@G, établie a partir des cellules isolées d’un carcinome hépatocellulaire
humain 2%, est un des modeles in vitro d’étude toxicologique et de métabolisme sur hépatocytes
humains car ces cellules possédent une expression des enzymes hépatiques proche de celles des
hépatocytes humains 28% 302 Ces cellules sont des cellules progénitrices bipotentes qui ont la
capacité de se différencier, lorsqu’elles sont a confluence, en deux populations de cellules
distinctes : les cholangiocytes et les hépatocytes. Les cellules sont entretenues selon un protocole
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tres codifié issu des travaux du laboratoire. La population est amplifiée a partir d’une culture
confluente par décollement des cellules 14 jours aprés ensemencement (Fig. 61A). Les cellules
sont ensemencées a faible densité permettant une forte prolifération pendant la premiere semaine.
Lors de la seconde semaine, la prolifération réduit fortement pour atteindre la quiescence lorsque
la monocouche est compléte, parallélement a I’engagement de la différenciation dans les lignages
hépatocytaire et cholangiocytaire (Fig. 61A). 1l est possible d’accentuer la différenciation des
cellules en ajoutant 2% de diméthylsulfoxyde (DMSO) au milieu de culture et d’augmenter ainsi

’expression des enzymes hépatiques dans les hépatocytes 30 288, 304 300,
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Figure 61 : A. Progression des cellules de la lignée HepaRG a différents stades. Au jour 1, cellules progeénitrices
proliférantes. Au Jour 6, les cellules atteignent la confluence et arrétent de proliférer par inhibition de contact. Au Jour
14, les cellules commencent a engager la différenciation. A ce stade, la culture est soit repiquée et ensemencée a faible
densité, soit 2% de DMSO sont ajoutés dans le milieu de culture pour potentialiser la différenciation. Au bout de 14 jours
de culture supplémentaires, les cellules atteignent leur niveau de différenciation maximal (Jour 31); B. Immunoblot

montrant I’évolution de ’expression protéique de fonctions spécifiques de I’hépatocyte entre le jour 1 et le jour 31.

Dans une étude récente publiée en 2019, Vlach et al. montrent, par immunoblot, que I’expression
protéique de fonctions spécifiques de I’hépatocyte, dont des enzymes de phase 1 et 2, varie
considérablement sur la période de 31 jours de culture avec une dépendance vis-a-vis de la
stimulation par le DMSO pour certaines d’entre elles (Fig. 61B). Cette période est représentative
de I’expression de I’ensemble des stades de différenciation des cellules HepaRG durant leur
culture. Le protocole montre trois stades bien distincts : I’ensemencement ou la différenciation
est faible, le stade confluent au 14°™ jour et enfin le 31°™ jour qui survient aprés la culture en
condition de stimulation en DMSO 2%. Ce protocole de culture permet de parvenir a une
expression plus forte des enzymes hépatiques et plus proche de celle d’un hépatocyte humain

primaire.
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Nous avons donc choisi d’utiliser ce modele pour étudier I’influence de 1’exposition chronique
de ces cellules HepaRG aux nanoparticules sur 1’intégralité de leur cinétique de différenciation
pendant 30 jours (Fig. 62). Les cellules ont été traitées 7 fois par des NPs en quantité variable

afin d’obtenir des concentrations finales en (co)polymeéres de 1M pour lesNPs 1 a 7.

7 expositions aux nanoparticules (1 uM) sur 27 jours
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Figure 62 : Schéma expérimental de I’exposition des cellules HepaRG aux NPs pendant les 30 jours de culture. Les cellules
ont été exposées a 7 traitements réitérés, 4 pendant les 2 premiéres semaines et 3 pendant les 2 dernieres lors de la
potentialisation de leur différentiation par le DMSO a 2%. Les traitements ont été réalisés en ajoutant des NPs en nombre
variable pour obtenir une concentration finale en polymére de 1uM. Les analyses ont consisté a réaliser un test de viabilité
au MTT a différents temps et a extraire des ARN totaux a 3 temps (jours 7, 14 et 27) afin d’analyser I’impact sur la

différenciation par I’étude de marqueurs géniques.

Les analyses de viabilité cellulaire basée sur I’observation morphologique des cellules au
microscope a contraste de phase et la mesure de ’activité au MTT (données non montrées) n’ont
révélé aucune toxicité de ces traitements chroniques indiquant que ce protocole et I’exposition
répétée a 1mM de (co)polymeres n’induisaient aucune toxicité cellulaire, a aucun des temps

testés.

Nous avons ensuite étudié I’expression de plusieurs genes au niveau de leur ARNm par RT-
qPCR afin de rechercher un éventuel effet d’altération de la prolifération et/ou de la
différenciation hépatocytaire lors de la cinétique des 30 jours de culture du protocole utilisé pour
les cellules HepaRG. L’expression des marqueurs de prolifération (tels que CDKI1 et Ki67) n’a
montré aucune différence entre les cellules contréles et celles exposées aux différentes NPs
(données non montrées). Ensuite, une série de marqueurs de différenciation hépatocytaire a été
analysee en particulier des enzymes de phase |1 (CYP450) et Il (UGT) mais également des
marqueurs d’inflammation (CRP), de stress oxydant (SOD2, GSTA4) et le géne xCT impliqué
dans la captation de cystine et la synthése du glutathion (Fig. 63). Cette vaste étude a démontré
que les cellules HepaRG se différenciaient parfaitement dans toutes les conditions de traitement
puisque tous les marqueurs de différenciation sont fortement induits dans les cellules confluentes
et/ou différenciées au jour 30. Nous n’avons pas non plus observé d’induction de la CRP ni des

104



genes de stress oxydant. Un seul marqueur, ’'UGT1A1, montre des variations significatives au

jour 30 et seulement avec certaines NPs. En effet, les cellules différenciées exposees aux NPs 1,

5, 6 et 7 expriment des niveaux relatifs des ARNm UGT1AL plus élevés que les cellules contrbles

et les cellules exposées aux autres NPs.
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Figure 63 : RT-qPCR évaluant ’impact sur la différenciation des cellules HepaRG par I’étude de marqueurs géniques

des fonctions hépatocytaires. Les traitements ont été réalisés en ajoutant des NPs en nombre variable pour obtenir une

concentration finale en polymere de 1uM. Les analyses ont consisté a déterminer I’expression relative des différents génes

ramenée a la condition contr6le (cellules non exposées au NPs) au temps jour 7 (cellules proliférantes). L’analyse en qPCR

a été réalisée aux temps 7, 14 (cellules confluentes quiescentes) et 30 jours (cellules différenciées).
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En conclusion, cette étude a permis d’¢laborer huit lots de NPs biodégradables, biocompatibles
et bien captées par les cellules HepaRG dont I’effet sur la viabilité des cellules hépatiques lors
d’expositions aigues pendant 48 heures ou chroniques sur une période de 4 semaines, est

négligeable.

Cette ¢tude confirme le lien entre ’efficacité de 1’internalisation cellulaire et la présence de PEG
ou encore le diametre hydrodynamique des NPs. Par contre, le mode de synthése ne semble pas
affecter ni la viabilité cellulaire ni la captation des NPs. De plus, nos travaux ouvrent la piste
d’un effet de la chiralité¢ des unités monomeres sur I’organisation tridimensionnelle des NPs et

leur internalisation.

Enfin, bien qu’aucune des NPs n’induisent d’altérations de la prolifération et de la différenciation
des cellules HepaRG lors d’expositions chroniques, nos résultats préliminaires suggérent que des
NPs préparées a partir de certains des (co)polyméres modifieraient le profil d’expression
d’enzymes de biotransformation, en particulier I’isoforme UGT1A1. Ces résultats préliminaires
seront confirmés par une nouvelle série d’expériences et la vérification de cette induction ciblée

de 'UGTI1AL1 par I’étude de son expression protéique et de son activité enzymatique.
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3.2 Chapitre 2. NPs a base de dérivés du PMLABe : Effet de la présence de
poly(éthylene glycol) et de protéines sériques sur leur captation par des cellules

d’hépatome et des macrophages humains

3.2.1 Contexte générale de I’étude

Le succés de la nanomédecine thérapeutique anticancéreuse dépend largement de sa capacité de
franchir les différentes barriéres biologiques liées a la tumeur ou au systéme immunitaire. Le
microenvironnement tumoral et la matrice extracellulaire tumorale représentent des barriéres
moléculaires et cellulaires qui limitent la captation des NPs par les cellules tumorales, réduisant

182 1 ’administration de la

I’efficacité thérapeutique de la nanomédecine administrée
nanomédecine se fait, généralement, par voie intraveineuse (i.v.) et les NPs sont, par consequent,
rapidement en contact avec les protéines sériques. Ce contact conduit a I’opsonisation des NPs
par les protéines du sang. Ce phénomeéne facilite la phagocytose des NPs par les macrophages du
systeme RES réduisant ainsi le ciblage d’autres organes y compris vers le compartiment

hépatocytaire du foie *°,

L’évaluation du niveau d’accumulation intracellulaire des NPs in vitro par la technique de
cytométrie en flux, tout en tenant compte des barriéres biologiques possibles, peut guider les
chercheurs sur I’efficacité des NPs congue. Dans cette seconde partie de ma these, j’ai souhaité
comparer de facon plus approfondie la captation des NPs a base de PMLABe et de son dérivé
amphiphile, le PEG-b-PMLABe, dans les cellules d’hépatome HepaRG et les macrophages
humains en culture primaire en analysant les cinétiques d’internalisation des NPs lors d’une
incubation unique ou de plusieurs incubations. De plus, mon travail a consisté a évaluer 1’effet
de la présence de la couronne de PEG et I’opsonisation par des protéines seriques sur la captation

des NPs in vitro.

Dans ce but, nous avons préparé et caractérisé des NPs a base des polymeres PMLABe7;3 et de
PEGa42-b-PMLABe7 encapsulant un fluorochrome nommé DiDoil. Les NPs ont été testées sur le
modele d’hépatome HepaRG ainsi que sur des macrophages humains obtenus pr différenciation
in vitro de monocytes purifiés a partir de « buffy coat » préparés par I’Etablissement Frangais du
Sang de Rennes. Dans un premier temps, j’ai réalisé des cinétiques de captation des NPs par ces
deux modeles cellulaires en utilisant la technique de cytométrie en flux. J’ai également testé
I’impact d’expositions répétées des modeles cellulaires utilisés aux NPs afin d’examiner les
changements possibles sur le niveau d’accumulation intracellulaire de NPs. Enfin, j’ai caractérisé
le processus d’internalisation des NPs mis en jeux par les cellules (Phagocytose ou Endocytose)

en s’appuyant sur les techniques de cytométrie en flux et de microscopie confocale.
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3.2.2 Evolution du profil de captation en fonction du temps dans des cinétiques de
captation des NPs & base de dérivés du PMLABe par des macrophages humains et des
cellules d’hépatome suite a un traitement par une dose unique de NPs

L’¢évaluation de la captation des NPs par les cellules traitées a été réalisée par la technique de
cytomeétrie en flux. Pour ce but, j’ai utilis¢ des NPs chargées en DiDoil (1 mg/mL soit 1 %wt par
rapport a la masse de (co)polymere), sachant que le DiDoil est un fluorochrome utilisé pour
marquer les NPs dans plusieurs techniques dont la technique de cytométrie en flux. Les NPs ont

été ajoutées aux cellules a la concentration de 25 pg/mL.

Pour réaliser ce travail ayant pour but d’étudier I’évolution du profil de captation des NPs en
fonction du temps, des cinétiques de captation de NPs PMLABe et PEG-b-PMLABe ont été

réalisées avec des cellules HepaRG progénitrices et des macrophages humains (Fig. 64).

HepaRG Human Macrophages
—— 5 —F
Addition of NPs Addition of NPs
e K . S
v
IDSEEEC IDSEEC
Fesese essee
298 E8CS 298886
Kinetic starting point Kinetic end point Kinetic starting point Kinetic end point
2 > b
l | | | F | | | F
1 1 1 1 1 1 1
Oh 2h 4h 8h 24h Oh 2h 4h 8h

Figure 64 : Protocole suivi pour la réalisation des cinétiques de captation de NPs par les cellules HepaRG progénitrices

er les macrophages humains.

Le cytométre fournit un signal relatif a I’intensité de fluorescence des cellules sous la forme d’un
histogramme représentant le nombre de cellules en fonction de leur intensité de fluorescence.
Dans le cas des cellules non traitées par les NPs, le signal généré refléte I’auto fluorescence
cellulaire, ce signal marque la zone négative M1 (les cellules qui n’ont pas capté les NPs
fluorescentes). Le traitement des cellules par les NPs conduit a un déplacement du signal vers la

zone positive M2 de I’histogramme obtenu (Fig. 65).
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Figure 65 : Illustration schématique expliquant le déplacement du signal fourni par cytométrie en flux de la zone négative

M1 a la zone positive M2 suite au traitement par les NPs fluorescentes.

L’analyse des résultats de cytométrie en flux est faite en utilisant le logiciel d’analyse DIVA.
Cette analyse permet de déterminer deux paramétres essentiels : la moyenne de fluorescence de
I’ensemble des cellules qui est proportionnelle au nombre de NPs captées par cellule, et le

pourcentage des cellules positives reflétant le nombre de cellules qui ont captées les NPs par

rapport a I’ensemble de cellules traitées.

J’ai calculé le ratio des signaux ou ‘‘Fold change’’ de la moyenne de fluorescence des cellules

moyenne de fluorscence a un temps donné

(Fluorescence Fold change = ). Ensuite et en utilisant

moyenne de fluorscence au temps 0
Microsoft Excel, j’ai élaboré des graphes représentant soit le « Fold change » calculé, soit le
pourcentage des cellules positives en fonction du temps. Les barres d’erreurs ainsi sont é¢galement

déterminées en utilisant Microsoft Excel.

Les graphes concernant les cellules HepaRG représentent une compilation de plusieurs
répétitions de I’expérience (n>3). Cependant, il était impossible de combiner les données
concernant la moyenne de fluorescence des macrophages obtenues a partir des différentes
manipulations réalisées en raison de la grande différence observée entre les donneurs de sang
(Fig. 66).

Les données obtenues concernant la moyenne de fluorescence et le pourcentage des cellules
positives montrent bien que la captation des NPs par les cellules suite a une seule incubation
augmente en fonction du temps. De plus, la captation des NPs a base de PMLABe est beaucoup
plus importante que celle des NPs a base de PEG-b-PMLABe pour les deux modeles cellulaires
utilisés, indiquant que la présence d’une couronne de PEG a la surface des NPs réduit tres

fortement la captation.
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Figure 66 : Captation des NPs PMLABe et des NPs PEG-b-PMLABe par des HepaRG progénitrices (gauche) et des

macrophages humains (droite). Les cellules HepaRG ont été incubées avec les NPs pendant 24h, et les macrophages ont

été incubés avec les NPs pendant 8h. Les digrammes en battons représentent le % des cellules positives (ayant capté les

NPs) tandis que la partie inférieure représente la moyenne de fluorescence reflétant I’accumulation intracellulaire des

NPs.

Ces mémes données indiquent que, pour la majorité des donneurs de monocytes, les macrophages

qui en sont issus captent largement plus les deux types de NPs par rapport aux cellules HepaRG

avec des cinétiques tres différentes qui sont pratiqguement linéaires pour les cellules HepaRG et

exponentielles pour des NPs a base de PMLABe dans les macrophages.
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3.2.3 Effet du pourcentage de PEG et du sérum de veau foetal sur la captation des NPs
par des cellules d’hépatomes et des macrophages humains

Le poly(ethyléne glycol), PEG, possede des propriétés physicochimiques et biologiques
exceptionnelles. Cette macromolécule est soluble dans I’eau et dans certains solvants organiques.
Le PEG a été approuvé par la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis pour des
applications chez I’Homme. Grace a ces propriétés, le PEG est généralement utilisé pour fournir
une barriére stérique hydratée a la surface des nanoparticules 3%. Il est largement décrit dans la
littérature que le PEG confére aux nano-vecteurs des propriétés de furtivité. Cette couronne de
PEG peut réduire 1’opsonisation par les protéines sé€riques et, par conséquent, la phagocytose
résultante par les cellules non parenchymateuses du foie, aidant ainsi les nanoparticules a
échapper au le systéme réticuloendothélial aprés une administration par voie intraveineuse *°¢
307, 308_

Nous avons donc décidé d’étudier I’influence de la présence d’une couronne de PEG a la surface
des NPs a base de PMLABe sur leur captation par des cellules HepaRG progénitrices, ainsi que
par des macrophages humains. Pour ce faire, nous avons mélangé des proportions différentes des
deux polymeres PMLABe et PEG-b-PMLABe pour préparer deux lots additionnels de NPs : un
lot de NPs préparés a partir d’un mélange de 75 wt% de PMLABe et de 25 wt% de PEG-b-
PMLABe (NPs 25% PEG) et un autre lot de NPs préparées a partir d’un mélange de 50 wt% de
PMLABe et de 50 wt% de PEG-b-PMLABe (NPs 50% PEG) (Fig. 67).

Q
100% PMLABe —_— @'5)) NPsPMLABe 0% PEG
\\\\ \ o PES
ol \ b
75% PMLABe  25% PEG-b-PMLABe —— . o NP 25% PEG PEG-b-PMLABe
Y
G W e
; Q‘ 3
50%PMLABe  50% PEG-b-PMLABe — | gl NPs 50% PEG

A ’ wf%@

&9\ NPs PEG-b-PMLABe
100% PEG-b-PMLABe I8 08 2 100% PEG

Wéé

Figure 67 : lllustration schématique de la préparation de NPs a base de PMLABe ayant différents pourcentages de PEG

en surface.

En utilisant ces NPs, j’ai réalisé des expériences dans les mémes conditions cinétiques que celles

décrites précédemment. De plus, et dans le but d’évaluer I’effet du sérum de veau feetal sur la
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captation des NPs, j’ai réalisé les mémes cinétiques dans un milieu de culture exempt de SVF.
Les résultats concernant les cellules HepaRG progénitrices (n>3) sont présentés dans la figure
68.

-FCs +FCS
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Figure 68 : Effet du % de PEG sur la captation des NPs par des HepaRG progénitrices. Les cellules ont été traitées par
des NPs ayant des pourcentages différents de PEG (0%, 25%, 50%0, 100%0). La partie supérieure de la figure présente les
histogrammes représentant le % des cellules positives tandis que la partie inférieure représente la moyenne de
fluorescence reflétant I’accumulation intracellulaire des NPs. La partie gauche de la figure représentent les expériences
réalisées en absence de sérum de veau feetal (-FCS) dans le milieu de culture des cellules traitées, tandis que la partie

droite représente les expériences faites en présence de SVF (+FCS) dans le milieu de culture.

D’une part, les résultats exposés dans la figure 68 mettent en évidence que les NPs non PEGylées
sont beaucoup mieux captées que les NPs PEGylées, et que la captation des NPs par les cellules
HepaRG diminue proportionnellement en fonction du pourcentage de PEG présent sur la surface
des NPs. D’autre part, le taux de fluorescence des cellules incubées avec des NPs en absence de
SVF dans le milieu de culture est beaucoup plus important que celui des cellules incubées avec
des NPs en présence de SVF, ce qui indique que la présence du SVF limite la captation des NPs
par les cellules HepaRG quel que soit le degré de PEGylation des NPs. De plus en absence de

sérum la captation survient plus rapidement.

Les résultats des expériences réalisées sur des macrophages humains sont présentés dans la figure
69.
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Figure 69 : Effet du % de PEG sur la captation des NPs par des macrophages humains issus de quatre donneurs
différents. Les cellules ont été traitées par des NPs ayant des pourcentages différents de PEG (0%, 25%, 50%, 100%6).
Les colonnes 1 et 3 de la figure contiennent les histogrammes représentant le % des cellules positives tandis que les
colonnes 2 et 4 représentent la moyenne de fluorescence (en Fold change) reflétant I’accumulation intracellulaire des NPs.
La partie gauche de la figure représente les expériences réalisées en absence de sérum de veau feetal (SVF) dans le milieu

de culture des cellules traitées,
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Ces données montrent que les macrophages incubés avec les NPs 0%, 25%, 50% PEG présentent
des niveaux de fluorescence tres proches (une légére diminution est parfois observée en fonction
du % de PEG). Cependant, I’incubation des macrophages avec des NPs 100% PEG résulte en
des niveaux de fluorescence significativement inférieurs a ceux observés avec les trois autres
types de NPs. Donc, une couronne de PEG dense a la surface des NPs PMLABe est requise pour
inhiber fortement leur captation cellulaire par les macrophages humains normaux.

Par ailleurs, la présence du SVF dans le milieu de culture ne fait varier que trés faiblement la
moyenne de fluorescence des macrophages incubés avec les NPs 0%, 25%, 50% PEG. Toutefois,
la présence de SVF dans le milieu de culture conduit a une diminution significative de la
moyenne de fluorescence des macrophages incubés avec les NPs 100% PEG suggérant donc que
le SVF induit une diminution de la captation uniquement des NPs 100% PEGylées.

3.2.4 Evolution du profil de captation en fonction du temps dans des cinétiques de
captation des NPs a base de dérivés du PMLABe par des macrophages humains et des
cellules d’hépatome suite a des traitement réitérés avec les NPs PMLABe

Cette partie du projet avait pour objectif d’étudier le devenir des cellules incubées avec les NPs
en termes d’accumulation intracellulaire de NPs et de toxicité a moyen terme (plusieurs jours)
aprés I’incubation des cellules soit avec une dose unique, soit lors d’une exposition chronique

aux NPs PMLABe sur plusieurs jours.

Pour étudier I’accumulation de NPs fluorescentes dans les cellules, nous avons di modifier le
protocole de préparation des NPs car la fluorescence absolue obtenue pour des cellules ayant
capté des NPs PMLABe encapsulant le DiDoil a 1% aboutissait a une saturation des signaux de
fluorescence. Le paramétre de sensibilit¢ du cytometre (Fortessa Becton Dickinson le
LSRFortessa™ X-20) initialisé dans I’ensemble de nos expériences jusqu’alors ne permettait des
rester dans la gamme dynamique de signaux que pendant 24h pour les cellules HepaRG et 8h
pour les macrophages en cinétique de captation avec les NPs PMLABe. Dans la figure 70, je
présente I’ensemble des signaux obtenus au début et a la fin des cinétiques et aux temps auxquels
nous obtenons la saturation de 1’appareil (48h pour les HepaRG et 24h pour les macrophages)
qui est visible par des histogrammes accolés a I’axe de droite aux plus grandes valeurs de
fluorescence. Les cinétiques ont été réalisées en présence ou en absence du sérum de veau feetal

(SVF) dans le milieu de culture.
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Figure 70 : Graphes représentants le nombre de cellules en fonction de I’intensité de fluorescence suite au traitement par
les NPs PMLABEe, dans le cas des cellules HepaRG (a Oh, 24h et 48h) et les macrophages humains (a Oh, 8h, 24h) soit en
présence soit en absence de sérum de veau feetal (SVF).

Dans le cas du traitement des cellules par les NPs PEG-b-PMLABe, aucune perte de signal n’a

été démontrée aux mémes temps des cinétiques réalisées avec les NPs PMLABe (Fig. 71).
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Figure 71 : Graphes représentants le nombre de cellules en fonction de I’intensité de fluorescence suite au traitement par
les NPs PEG-b-PMLABE, dans le cas des cellules HepaRG (a Oh, 24h et 48h) et les macrophages humains (a Oh, 8h, 24h)

soit en présence soit en absence de sérum de veau feetal (SVF).

Pour pouvoir prolonger la durée des cinétiques de captation des NPs PMLABE, je devais changer
soit le parametre de sensibilité du cytometre, soit la quantité ajoutée de DiDoil par nanoparticule.
Dans ce contexte, nous avons préparé un lot de NPs a base de PMLABe contenant 0.1 wt%

DiDoil et un mélange de NPs PMLABe 1 wt% DiDoil avec des NPs PMLABe vides (1:9). J’ai

testé ces deux lots de NPs préparées sur les macrophages humains tout en réduisant le paramétre
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de sensibilit¢ de I’appareil utilis€¢ pour pouvoir choisir les conditions les plus adaptées a une

cinétique de longue durée (Fig. 72).
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Figure 72 : Histogrammes représentants le nombre de cellules en fonction de D’intensité de fluorescence suite a
I’incubation des macrophages humains soit avec des NPs PMLABe 0,1% DiDoil soit avec le mélange NPs 1% DiDoil -
NPs vides (1 :9)

En s’appuyant sur ces résultats, nous avons choisi les NPs PMLABe 0,1 wt% DiDoil pour réaliser
ce travail. J’ai décid¢ alors de prolonger la durée des cinétiques de captation jusqu’a 168h. Dans
une premiere condition, 48h apres incubation de la premiere dose de NPs PMLABE, le milieu de
culture est éliminé et remplacé par un milieu de culture exempt de NPs, la cinétique a été poussée
jusqu’a 168h. Le milieu de culture enlevé a été récupéré et transféré a des cellules non traitées
par des NPs, la durée de la cinétique réalisée avec les cellules non traitées est de 48h. Le but de
cette condition est de déterminer si le milieu de culture contient toujours a ce stade de la cinétique

des NPs aptes a étre captées par d’autres cellules « naives ».

En paralléle, j’ai réalisé une cinétique dans laquelle les cellules ont été traitées plusieurs fois par
des NPs PMLABe (0h, 48h, 96h). A ces temps, le milieu de culture est remplacé par un milieu
frais contenant la méme dose de NPs PMLABe. Le but de ce travail est de déterminer si les
cellules atteignent un stade de saturation a partir duquel elles seront incapables de capter plus
des NPs c’est-a-dire de déterminer si le processus d’internalisation est saturable et si de trés forte

accumulation de NPs générent une cytotoxicité (Fig. 73).
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Figure 73 : Schéma représentant le protocole expérimental suivi pour les différentes cinétiques de traitements réitérés.

Avant d’¢laborer les résultats concernant la moyenne de fluorescence des macrophages (en Fold
change), j’ai vérifié que 1’appareil permettait de suivre la fluorescence des cellules pendant 168h
et suite a plusieurs incubations avec les NPs PMLABe sans saturation du signal de fluorescence
(Fig. 74).
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Figure 74 : Histogrammes représentant le nombre de cellules en fonction de I’intensité de fluorescence suite a I’incubation

des macrophages humains avec soit, 0, 1, 2 ou 3 doses des NPs PMLABe 0,1wt% DiDoil.

Apres avoir validé cette procédure de cytométrie en flux, j’ai évalué la toxicité des NPS sur les
macrophages apres 168h en utilisant le test ATP de viabilité cellulaire. Les résultats sont
présentés dans la figure 75.

118



Human macrophage
survival

S 150 A

|

e 120 - l .

2 I T =

E 90 -

T 60 -

£

2 30 -

o

X

0 L] L] T 1

0 1 2 3

Number of NPs PMLABe doses

Figure 75 : Evaluation de la viabilité cellulaire des macrophages humains issus d’un donneur (n=1) sur une période de
168h sans exposition (0) ou apres expositions 1, 2 ou 3 fois a des NPs PMLABe. La viabilité cellulaire est mesurée par le

contenu relatif en ATP rapporté aux cultures contrdles non traitées.

Ces données démontrent que la viabilité cellulaire ne change pas en fonction du nombre de doses
administrées, ce qui indiquent que les expositions multiples des cellules aux NPs ne conduisent

pas des effets cytotoxiques.

Nous avons ensuite réalisé le protocole présenté en Figure 73 en utilisant les macrophages dérivés
des monocytes de deux donneurs différents (G et F) sont représentés (Figure 76). Des résultats
différents ont été obtenus avec les deux donneurs. En effet, alors que les cellules des deux
donneurs internalisent d’une fagon similaire a celle observée précédemment suite a la premiere
exposition aux NPs, les cellules du donneur G continuent a accumuler des NPs aprés chaque
changement de milieu et addition de nouvelles NPs. Par contre, les cellules du donneur F ne
présentent pas ou peu d’augmentation de leur fluorescence aprés les additions de NPs a 48h et
96 h suggérant qu’un phénoméne de saturation du processus d’internalisation des NPs soit
survenu apres 48h. Le prélevement du milieu a 48h contenant des NPs ensuite incubé avec des
cellules naives permet une augmentation de la moyenne de fluorescence des cellules, ce qui
implique que ce milieu de culture contient toujours des NPs aptes a étres captées par les cellules.
Ces résultats soulignent a nouveau les différences interindividuelles observées entre les
macrophages humains, dérivés de différents donneurs, en culture primaire bien que ces cellules

soient toutes obtenues a partir de donneurs « sains ».
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Figure 76 : Graphes représentant les moyennes de fluorescence de macrophages issus de deux donneurs différents suite
a des traitements réitérés par des NPs PMLABe 0,1 wt% DiDoil appliqués aux temps 0, 48 et 96 heures.

Néanmoins, les macrophages d’un donneur montrent un fort ralentissement de la captation de
NPs lors d’une seconde et troisiéme incubation en présence de NPs suggérant que le processus
d’internalisation puisse étre un phénomene saturable. Ces résultats restent préliminaires et il sera
nécessaire de réaliser de nouvelles cultures a partir de « buffy coat » d’autres sujets pour vérifier
ces comportements d’internalisation et les corréler a d’éventuelles caractéristiques cellulaires des

macrophages et/ou données liés aux patients.

Des experiences similaires ont été réalisées avec les cellules HepaRG en vérifiant tout d’abord

la viabilité cellulaire aprés 2 expositions consécutives des cellules aux NPs (Fig. 77).
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Figure 77 : Evaluation de la viabilité cellulaire des cellules HepaRG sur une période de 144h sans exposition (0) ou aprés
expositions 1 ou 2 a des NPs PMLABe et PEG-b- PMLABe. La viabilité cellulaire est mesurée par le contenu relatif en

ATP rapporté aux cultures contréles non traitées.

Nous avons ensuite réalisé une double exposition des cellules HepaRG aux NPs PMLABe et

PEG-b- PMLABe afin d’évaluer 1’évolution de I’internalisation sur une période de 144h
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(Fig. 78). Comme attendu, les cellules captent beaucoup plus efficacement les NPs PMLABe
comparativement aux NPs PEG-b- PMLABe pendant les 48h de la premiére incubation. La
seconde addition des NPs PMLABe est suivie d une internalisation beaucoup plus faible mesurée
a 120 et 144 h. La captation des NPs PEG-b- PMLABE reste faible avec un profil pratiquement

linéaire indiquant une captation proportionnelle au temps d’incubation.
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Figure 78 : Graphes représentant les moyennes de fluorescence de macrophages issus de deux donneurs différents suite
a des traitements réitérés par des NPs PMLABe 0,1 wt% DiDoil appliqués aux temps 0, 48 et 96 heures.

Ces expériences utilisant les cellules HepaRG, comme celles réalisées avec les macrophages,
sont préliminaires et doivent étre renouvelées pour établir une analyse statistique solide.
Cependant, I’internalisation des NPs PMLABe dans ces cellules semble présenter un phénomeéne
de saturation qui intervient assez rapidement aprés 48h.

3.2.5 Identification du mécanisme de captation des NPs a base de dérivés du PMLABe
mis en jeux dans les cellules d’hépatome et les macrophages humains.

Apres avoir évalué la captation des NPs PMLABe par cytométrie en flux, le but était de vérifier
si les NPs sont bien internalisées par les cellules, ou si elles sont adsorbées sur la membrane
cytoplasmique de la cellule. Nous avons réalisé des expériences de microscopie a réfraction et
microscopie confocale en marquant les noyaux des cellules avec le Hoesch et en traitant ces
cellules avec les NPs marquées par le DiDoil 1wt% dans les macrophages humains (Fig. 79) et
en microscopie a réfraction et microscopie électronique en transmission dans les cellules
HepaRG (Fig. 80).
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Les images obtenues en microscopie a réfraction (Fig. 79 et 80) permettent de visualiser les
organites cellulaires a fort coefficient de réfraction comme les mitochondries et lysosomes sous
formes de grains blancs alors que les NPs PMLABe sont détectées par la fluorescence émise par
le DiDoil. Ces documents montrent une intense fluorescence émise par les NPs fortement
concentrée dans une large zone du cytoplasme, parfois plus restreinte en zone périnucléaire, dans
les macrophages (Fig. 79). Dans les cellules HepaRG, la fluorescence est plus faible et visible
sous forme de points dans le cytoplasme le long de fibres du cytosquelette ou d’agrégats en zone

périnucléaire (Fig. 80). La microscopie confocale permet de positionner les aggrégats de NPs

“.

Figure 79 : A : Détection des NPs PMLABe dans des macrophages humains en utilisant la technique de microscopie a

dans les macrophages en zones périnucléaire (Fig. 79 C, D).

réfraction a deux temps séparés de quelques secondes (A et B) et en microscopie confocale en projection orthogonale (C,
D). Le bleu représente les noyaux des cellules marquées par le Hoechst et le rouge représente les NPs marquées par le

fluorochrome DiDoil.

L’utilisation de NPs PMLABEe biotinylées a permis de détecter les NPs dans les cellules HepaRG
apres fixation et perméabilisation en utilisant de la streptavidine couplé a une peroxydase et une
réaction de précipitation de la diaminobenzidine, substrat de la peroxydase. Ces cellules ont
ensuite été étudiées en microscopie électronique a transmission (Fig 80B). Dans de nombreuses
cellules, il est possible d’observer 1’accumulation de grains bruns/noirs correspondant a des

agrégats de NPs présents dans des structures vésiculaires, possiblement des lysosomes.

L’ensemble de ces résultats apporte des arguments forts pour conclure a I’internalisation des NPs

dans les 2 types cellulaires.
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Figure 80 : A : Détection des NPs PMLABe dans des cellules HepaRG en utilisant la technique de microscopie & réfraction
(A). Le rouge représente les NPs marquées par le fluorochrome DiDoil. Détection des NPs PMLABe biotinylées dans des
cellules HepaRG par microscopie électronique a transmission. Les NPs biotinylées ont été détectées par de la streptavidine
couplée a la peroxydase et I’utilisation du substrat formant un précipité brun/noir, la diaminobenzidine. Les grains noirs

représentent les NPs internalisées par les cellules.

Pour caractériser le mécanisme d’internalisation cellulaire (mécanisme d’endocytose), j’ai utilisé
deux inhibiteurs de pinocytose nommé chlorpromazine et génistéine ainsi qu’un inhibiteur de
phagocytose nommeé latrunculin. Les inhibiteurs ont été dilués dans le mélange NPs PMLABe 1
wt% DiDoil et milieu de culture a des concentrations différentes, le mélange a été ensuite incubé
avec les cellules pour une durée de 4h. La chlorpromazine est un médicament antipsychotique
dérivé de la phénothiazine qui inhibe la pinocytose médiée par la clathrine (EMC) dans les

cellules par un mécanisme inconnu (Fig. 81) %°.

Phenothiazines
Pitstop®- _(Chlorpromazine)
L0 .
Clathrin K;T; (O)
AP-2 /"'“,\ ( \ =
_éf\a ‘ e Dynamin
Daniel et al. Traffic 2015; 16(6) 635-654|

Figure 81 : Inhibition de I’endocytose médiée par la clathrine sous I’effet de la chlorpromazine 3%,

Par ailleurs, la génistéine, qui posséde des applications multiples en médecine, est un inhibiteur
de la tyrosine kinase utilisé pour inhiber la pinocytose médiée par les cavéoles *%°. La latrunculine
A, une toxine d'une éponge de la mer Rouge s'est révélée étre un inhibiteur trés puissant de la
phagocytose par des macrophages normaux et activés ainsi que par des leucocytes

polymorphonucléaires. Cette molécule inhibe la polymérisation de I’actine 3! (Fig.82).
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Figure 82 : Inhibition de la polymérisation d’actine par la latrunculine A 3%2,

J’ai tout d’abord évalué la toxicité de ces 2 molécules par le test ATP de viabilité cellulaire ainsi
que leurs effets sur la captation des NPs PMLABe 1wt% DiDoil. Les résultats des expériences

réalisées sur les HepaRG progénitrices sont présentés dans la figure 83.
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Figure 83 : A gauche, graphes illustrant la moyenne de fluorescence (en % par rapport au control (-1) des cellules HepaRG
incubées avec des NPs PMLABe 1wt% DiDoil pendant 4h en présence soit d’inhibiteurs de phagocytose (Latrunculine)
ou d’endocytose (Chlorpromazine et Génistéine) a des différentes concentrations. Condition sans inhibiteur (-1). A droite,
les résultats des tests ATP de viabilité cellulaire réalisés suite a I’incubation des cellules HepaRG progénitrices avec les

différentes concentrations d’inhibiteurs.
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Les résultats des tests ATP montrent que la chlorpromazine induit une forte toxicité des cellules
HepaRG a une dose comprise entre 20 et 25 M. Les deux autres inhibiteurs ont montré qu’ils

sont faiblement voire non toxiques sur les cellules HepaRG.

L’inhibiteur de la phagocytose, la latrunculine ne fait pas diminuer la moyenne de fluorescence
cellulaire, au contraire la concentration de 500 nM fait augmenter la captation, confirmant que
I’internalisation des NPs PMLABe par les cellules HepaRG ne se fait pas par phagocytose.
L’addition des inhibiteurs de pinocytose aux cellules HepaRG incubées avec des NPs PMLABe
induit une diminution de la fluorescence cellulaire, ce qui indique que I’internalisation des NPs

implique bien un processus de pinocytose.

Des expériences similaires ont été réalisées sur les macrophages humains (Fig. 84).
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Figure 84 : A gauche, graphes illustrant la moyenne de fluorescence (en % par rapport au control (-1) des macrophages
incubées avec des NPs PMLABe 1wt% DiDoil pendant 4h en présence soit d’inhibiteurs de phagocytose (Latrunculine)
ou d’endocytose (Chlorpromazine et Génistéine) a des différentes concentrations. Condition sans inhibiteur (-1). A droite,
les résultats des tests ATP de viabilité cellulaire réalisés suite a I’incubation des macrophages avec les différentes

concentrations d’inhibiteurs.
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Les tests de viabilité cellulaire montrent que les deux inhibiteurs d’endocytose induisent une
forte toxicité dans les cultures de macrophages humains. Cette toxicité s’observe avec la
génistéine a 250 uM et avec la chlorpromazine ente 25 et 50 uM. Il conviendra donc d’ajuster
les concentrations d’inhibiteurs afin de pouvoir évaluer I’internalisation des NPs a des doses
présentant des toxicités plus faibles. Toutefois, dans ces expériences préliminaires, nous avons

évalué la captation des NPs PMLABe sur la fraction des cellules viables par cytométrie de flux.

La moyenne de fluorescence des macrophages a diminué de facon dose dépendante en présence
de latrunculine ce qui indique qu’au moins une partie de 1’internalisation des NPs PMLABe par
les macrophages humains survient par phagocytose. En présence de geénistéine et de
chlorpromazine, il est plus difficile d’établir une conclusion ferme au regard de leur forte toxicité.
Cependant, la diminution d’intensité relative de la fluorescence de la fraction cellulaire viable
est confirmée en microscopie confocale (Fig. 85) suggérant fortement que I’internalisation des

NPs PMLABe dans ces cellules se fait a la fois par pinocytoses et phagocytose.

Hoechst DidOil Transmission Merged Merged all

CTRL+ NP

CTRL- NP

NP + Génistéine 250 pM

NP + Latrunculine 500 nM

NP + Chlorpormazine 50 uM

Figure 85 : Visualisation des NPs par microscopie confocale en absence (CTRL+NP) ou en présence d’inhibiteurs de
phagocytose (Latrunculine, 500 nM) ou d’endocytose (Chlorpromazine a 50uM, et Génistéine & 250uM). Le bleu
représente les noyaux des cellules marquées par le Hoechst et le rouge représente les NPs marquées par le fluorochrome
DiDoil.
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3.2.6 Discussion

Dans cette partie de mon travail de thése, j’ai évalué la cinétique d’accumulation intracellulaire
des NPs incubées avec les cellules HepaRG et les macrophages humains a la concentration de
25 pg/mL dans le but d’identifier des facteurs clefs régulant 1’internalisation des NPs in vitro.
Parmi ces facteurs, j’ai étudié I’impact de la présence d’une couronne de PEG a la surface des
NPs sur leur captation par les cellules d’hépatome HepaRG et les macrophages humains et j’ai
caractérisé le mécanisme d’internalisation des NPs par les deux modéles cellulaires en utilisant
des inhibiteurs de I’endocytose et de la phagocytose. Ces résultats s’ inscrivent dans le cadre des
¢tudes menées par notre équipe sur I’utilisation des NPs pour le ciblage du carcinome
hépatocellulaire et leur internalisation par les cellules de Kupffer, macrophages résidents du foie
313 En 2016 et dans le cadre d’un travail de recherche sur la distribution de NPs a base de PLGA
dans le foie, Park et al., ont constaté que les cellules de Kupffer étaient les principales agents de

captation des NPs, suivies par les cellules endothéliales sinusoidales et les cellules étoilées 322,

Nos résultats montrent que la captation des NPs par les macrophages est trés rapide dés les
premiéres heures qui suivent le début de I’incubation, avec une efficacité d’internalisation trés
supérieure a celle observée dans les cellules HepaRG. L’incubation des macrophages issus de
différents donneurs de sang a abouti a des résultats relativement hétérogenes en termes de
captation, indiquant une importante variabilité interindividuelle. Cependant, la captation des NPs
PEGylées (NPs PEG-b-PMLABEe) était largement inférieure a celle des NPs non PEGylées (NPs
PMLABEe) dans les deux modéles cellulaires utilisés tout au long des cinétiques réalisées. Cette
observation confirme 1’effet inhibiteur de la couronne de PEG a la surface des NPs PMLABe sur
leur captation par les deux modeles cellulaires. Cette conclusion est en accord avec un vaste
ensemble de données obtenues sur 1’effet de la couronne de PEG sur la captation de NPs in vitro

314, 315 et in vivo 36 317 par divers lignées et types cellulaires.

Ensuite, et pour expliquer en détails 1’effet du PEG sur la captation des NPs PMLABe par les
deux modeles cellulaires, nous avons préparé deux lots additionnels de NPs : un lot de NPs
préparés a partir d’'un mélange de 75 wt% de PMLABe et de 25 wt% de PEG-b-PMLABe (NPs
25% PEG) et un autre lot de NPs préparées a partir d’un mélange de 50 wt% de PMLABe et de
50 wt% de PEG-b-PMLABe (NPs 50% PEG). L’incubation de ces NPs avec les cellules
HepaRG progénitrices pendant 24h montre bien la diminution de la captation des NPs PMLABe
en fonction du pourcentage de PEG présent sur leur surface. Cette observation indique qu’il
existe une relation dose-effet entre le pourcentage de PEG présent a la surface des NPs et la
captation de ces NPs par les cellules HepaRG progénitrices. Ces résultats sont en accord avec
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ceux présentés par Pelaz et al., 2015 illustrant 1’effet de la densité de PEG sur la captation de
NPs de FePt par des fibroblastes 3T3 2%,

La méme expérience réaliseée sur des macrophages humains a abouti a des courbes totalement
différentes. L’incubation des macrophages avec des NPs 0%, 25 % et 50% PEG conduit a des
taux de captation tres proches (différences négligeables de niveaux de fluorescence), tandis-que
I’incubation de ces cellules avec les NPs 100% PEG conduit & une captation significativement
moins importante par rapport a celle observée avec le reste des NPs. Ces observations indiquent
I’absence de relation dose-effet entre le pourcentage de PEG présent a la surface des NPs et la
captation de ces NPs par les macrophages humains et démontre que 1’effet de furtivité recherché
pour les NPs PMLABe PEGylées ne s’obtient qu’avec une forte densité de PEG.

Ensuite, en s’appuyant sur des travaux de la littérature montrant que 1I’opsonisation des NPs par
les protéines sériques et la formation d’une couronne protéique accroit leur reconnaissance et
leur captation par les macrophages du systéme RES 1 112 par conséquent, j’ai postulé que
I’opsonisation des NPs PMLABe par les protéines du SVF in vitro favorisait leur captation par
les macrophages. Pour vérifier cette hypothese, j’ai réalisé les mémes expériences en exposant
les deux modeéles cellulaires aux NPs 0%, 25%, 50% et 100% PEG diluées dans un milieu de
culture contenant ou non du SVF. Dans les 2 conditions (+/- SVF), nous observons une la relation
dose-effet entre le pourcentage de PEG présent a la surface des NPs et leur captation par les
HepaRG progénitrices. Cependant, I’internalisation est beaucoup plus efficace en absence qu’en
absence de sérum pour les NPs 0% et 25% PEG suggérant que 1’opsonisation des NPs par les
protéines du sérum, facilitée par 1I’absence de PEG ou une faible densité, réduit la captation des
NPs par les cellules HepaRG progenitrices. Ces résultats sont en contradiction avec certaines
études de captation de NPs in vitro 38, Dans une étude publiée en 2010, Albanese et al., ont
constaté que les NPs d’or rugueuses présentent un niveau d’opsonisation plus important que les
NPs d’or lisses, ce qui est a 1’origine d’une captation plus importante des NPs rugueuses in vitro
par les cellules microgliales neuronales par rapport aux NPs lisses 38,

Le profil des courbes de captation de ces NPs par les macrophages humains est moins affecté par
I’absence ou la présence de SVF comparativement aux effets observeés pour les cellules HepaRG.
Cependant, nous avons observé une diminution partielle de la captation en présence de sérum
sans qu’il y ait de corrélation entre la densité en PEG et le degré de captation comme en présence
de sérum. Cette diminution de captation est plus significative lorsque nous avons utilisé des NPs
PMLABEe totalement PEGylées, suggérant qu’une partie de I’effet protecteur du PEG vis-a-vis
de la reconnaissance par les macrophages serait médi¢ par I’opsonisation, méme faible, des NPs

PMLABe PEGylées. Une couronne de PEG dense en surface des NPs semble donc interagir avec
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les protéines du SVF pour contribuer a limiter la captation des NPs PMLABe par les
macrophages humains, ce qui constitue une conclusion en contradiction avec notre postulat de
départ et la littérature 2%,

Dans la suite du travail et pour lancer une étude visant a évaluer I’impact des expositions
multiples des macrophages humains et cellules HepaRG aux NPs, j’ai sélectionné les NPs
PMLABe (0% PEG) étant les NPs les mieux captées par ces modéles cellulaires. Nous avons
déterminé le profil de captation des NPs PMLABe & moyen termes (6 ou 7 jours) suite a des
doses multiples de NPs. Ces expériences, bien que préliminaires, suggérent que la captation des
NPs puissent étre un processus saturable dans les cellules HepaRG. Cette expérience originale
également réalisée sur 2 lots de macrophages issus de donneurs différents qui montrent dans un
cas une internalisation continue suite a 3 expositions aux NPs, et, dans le second cas, un fort
ralentissement de la captation dés la seconde exposition. Les profils des courbes variant de fagon
opposée en fonction du donneur, il sera indispensable de poursuivre 1’étude en utilisant des

cellules issues de nouveaux donneurs.

Dans le but de vérifier ’internalisation des NPs marquées par le DiDoil, une question posée
régulierement dans nos présentations d’équipe et en séminaires extérieurs, nous avons utilisé
différentes techniques de microscopie pour aborder cette question qui est également a relier au
mécanisme cellulaire permettant 1’internalisation des NPs. Nos données de microscopie
apportent des arguments concordant pour conclure a une internalisation des NPs dans nos deux
modeles cellulaires. De plus, nous avons utilisé I’inhibiteur de phagocytose ‘‘latranculin’’ et les
deux inhibiteurs d’endocytose ‘‘ chlorpromazine’® et ‘‘genisteine’’ pour caractériser le
mécanisme de captation mis en jeux par les cellules. Les résultats montrent que I’internalisation
des NPs PMLABe par les macrophages se fait par phagocytose et pinocytose a la fois, tandis que
la pinocytose, par des voies dépendantes des clatherines (inhibée par la chlorpromazine) et
indépendantes (inhibée par la génistéine), est le mécanisme principal mis en jeux par les HepaRG
progénitrices. Ces données expliquent les grandes différences observées entre les deux modeéles
cellulaires en termes de vitesse de captation et de taux d’accumulation intracellulaire de NPs
macropinocytose tandis que les cellules NIH3T3 les internalisent par pinocytose médiée par les

clathrines 3%,
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Figure 86 : Facteurs liés aux NPs et influencant le mécanisme d’internalisation des NPs 3%,

La littérature indique que le mécanisme d’internalisation des NPs dépend du type cellulaire, de
la taille de NPs ainsi que d’autres facteurs liés a la forme de la nanoparticule (Fig. 86). Par
exemple, la phagocytose de NPs se fait majoritairement par les cellules phagocytaires, sachant
que ce mécanisme est prépondérant pour les NPs de taille supérieure & 500 nm 32°. Dans d’autres

types cellulaires comme les cellules HeLa, I’internalisation des NPs lipidiques survient via la

macropinocytose 31°.
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3.3 Chapitre 3. Evaluation in vitro d’une nouvelle famille de NPs biodégradables a
base de dérivés du poly(acide diméthylmalique)

3.3.1 Contexte générale de I’étude

La toxicité des NPs reste un obstacle important face au succés de la nanomédecine. Dans le cas
des NPs polymeres, la toxicité résulte en partie de la toxicité des amorceurs organometalliques
utilisés dans les réactions de polymérisation. Le poly(acide diméthyle malique) et ses dérives
semblent étre des bons candidats pour 1’¢laboration de nanovecteurs encapsulant des
médicaments, cependant leur synthése via des réactions aROP de B-lactones a, o’,B-substitués,
implique 'usage des amorceurs organométalliques potentiellement toxiques. Pour limiter la
toxicité, la deuxieme approche mise en jeu dans ce projet de thése consiste a utiliser des
amorceurs organiques dans les réactions (aROP). L’acide pyreéne acétique activé par une base
phosphazéne (P4-t-Bu) constitue un exemple de ce type d’amorceurs. Dans ce contexte et grace
a une collaboration avec Ali Khalil (ENSCR-France) et Olivier Coulembier (Université de
MONS-Belgique), nous avons synthétisé deux homopolymeéres hydrophobes (le
PdiMeMLABe3; et le PdiMeMLAHeso) ainsi que deux copolyméres a blocs amphiphiles
différent entre eux par la longueur respective des deux blocs (le PdiMeMLA27-b-
PdiMeMLAHesg, et le PdiMeMLAs4-b-PdiMeMLAHe29). La technique de nanoprécipitation a
été utilisée pour préparer les NPs correspondantes. La toxicité et la captation de ces NPs par des

cellules HepaRG progénitrices et différenciées ont été évaluées.
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3.3.2 Synthesis of poly(dimethylmalic acid) homo- and copolymers to produce
biodegradable nanoparticles for drug delivery: Cell uptake and biocompatibility
evaluation in human HepaRG hepatoma cells.
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Synthesis of poly(dimethylmalic acid) homo- and
copolymers to produce biodegradable nanoparticles
for drug delivery: Cell uptake and biocompatibility
evaluation in human HepaRG hepatoma cells.
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Abstract: Hydrophobic and amphiphilic derivatives of the biocompatible and biodegradable
poly(dimethylmalic acid) (PdiMeMLA), varying by the nature of the lateral chains and the length
of each block, respectively, have been synthesized by anionic ring-opening polymerization (aROP)
of the corresponding monomers using an initiator/base system, which allowed a very good control
over the (co)polymers’ characteristics (molar masses, dispersity, nature of end-chains).
Hydrophobic and core-shell nanoparticles (NPs) have been then prepared by nanoprecipitation of
hydrophobic homopolymers and amphiphilic block copolymers, respectively. Negatively charged
NPs, showing hydrodynamic diameters (Dh) between 50 and 130 nm and narrow size distributions
(0.08 < PDI < 0.22) depending on the (co)polymers nature, have been obtained and characterized by
dynamic light scattering (DLS), zetametry and transmission electron microscopy (TEM). Finally,
cytotoxicity and cellular uptake of the obtained NPs were evaluated in vitro using the hepatoma
HepaRG cell line. Our results showed that both cytotoxicity and cellular uptake were influenced by
the nature of the (co)polymer constituting the NPs.

Keywords: Poly(dimethylmalic acid) derivatives; polymeric nanoparticles; HepaRG cells; In vitro
cytotoxicity; cellular uptake.
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1. Introduction

The field of nanotechnologies has grown exponentially in the past decades with the production
of a plethora of nanoobjects for biomedical applications including drug delivery. The rationale for
drug delivery using nanoparticles (NPs) is based on the fact that most chemotherapies distribute
evenly throughout the body resulting in low plasma drug concentration, limited bioavailability at
the site where it is needed, rapid disposal, and side-effects in healthy organs [1]. The design of NPs
embedding drugs appears as a suitable strategy to achieve prolonged plasma concentration of
therapeutic payloads and a higher bioavailability [2]. In addition, the discovery of the Enhanced
Permeability and Retention (EPR) effect [3-5], defining the extravasation of nanovectors through the
disorganized blood vessels within solid tumors, further supported the principle of drug-loaded NPs
in rodent models of cancers, which opened perspectives for improving therapeutic indexes of
vectorized chemotherapies [3-5].

With the aim of improving cancers diagnostic and therapy, design of stealth and/or targeted
nanovectors has led to the publication of a large body of research’s works that hardly translated to
humans so far [6-8]. To reach clinical application, nanoparticles (NPs) having a wide range of
chemistry and architecture (lipids or polymers nanocarriers, inorganic or viral NPs) have been
proposed for cancer therapy and imaging [9,10]. Among all the developed NPs, those formulated
from hydrophobic homopolymers and amphiphilic block copolymers present a real interest as a
result of the versatility in the structure (homopolymers, block-copolymers, star-shaped (co)polymers,
etc.) and chemistry (polyesters, polypeptides, polycyanoacrylates, etc.) of the constituting polymeric
materials, which can be adjusted to the selected applications by modifying various parameters
including the monomers features, the polymerization procedure, the nature of end-chain and/or side-
chain groups (chemical modifications) [7,11-15].

After systemic injection, many plasma proteins form a protein corona at the surface of NPs in a
process named opsonization. The binding of protein involves non-specific interactions with
abundant plasma proteins such as albumin, but also the recognition by antibodies and proteins of the
complement system [16,17], which is part of the innate immune system enhancing the activity of the
mononuclear phagocyte system (MPS) to clear pathogens from the body. In order to minimize the
opsonization and the non-specific scavenging by MPS, NPs’ features have been optimized through
the modulation of their size, shape [1], surface charge [4] and chemical structure [3,5].

When amphiphilic block copolymers are concerned, poly(ethylene glycol), PEG, often plays the
role of hydrophilic segments exposed at the surface of the NPs resulting in the “stealth” behavior of
the corresponding PEG-based NPs towards opsonins and extending their systemic lifetime [16,17].
Indeed, the PEG segments associated to water molecules form a hydrating layer [18], which acts as a
steric shield to prevent the binding of serum opsonins and delay the uptake by MPS. Furthermore,
the PEG corona often increases the hydrodynamic diameter of the NPs thereby decreasing the renal
clearance [19]. Although the use of PEG has been approved by the US Food and Drug Administration
(FDA) for applications in humans [20], this polymer is very slowly degraded conducting to the
production of antibody against PEG, even in the blood of healthy donors, probably as a result of the
presence of PEG in commercially available products such as cosmetics [21,22]. The presence of such
antibody anti-PEG might thus compromise the efficiency of treatments using PEGylated nanovectors.
In addition, the unpredicted clearance times of PEGylated compounds lead to accumulation of high
molar mass compounds in the liver [23] with unknown toxicological consequences over a long period
of time [24].

Consequently, many studies have been conducted to replace PEG by other hydrophilic blocks
such as dextran [25] or poly(malic acid) [26-28]. Therefore, the synthesis of well-defined amphiphilic
block copolymers constituted only by (bio)degradable and biocompatible polymers is of great
interest. In this context, chemical or bio-sourced polyesters have long grasped substantial interest for
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macromolecular science and medical applications because of their specific characteristics, such as
mechanical properties, (bio)degradability and biocompatibility [29]. Chemical polyesters can be
synthesized by: i) polycondensation requiring long reaction times and leading to polyesters with
limited molar masses and broad dispersities [30,31], ii) bacteria fermentation possessing no control
on structure and molar masses of the polymers [32], or through iii) ring-opening polymerization
(ROP) of the corresponding cyclic esters [33]. Among those cyclic esters, 3-lactones, 4-membered ring
cyclic esters, have high ring strain easing their ROP, thus offering the possibilities to obtain a wide
variety of structures in terms of nature of repeating units (homo and copolymers), end-groups and
molar masses (adjusted by the ratio monomer/initiator) [33,34].

Known for its biocompatibility, dimethylmalic acid can be used to prepare vast range of o, -
substituted-f-lactones, whose ROP reactions allow to prepare well-defined biodegradable polymers.
However, only few reports have been published on such topic, mainly by Barbaud and collaborators
who used tetraethylammonium benzoate to initiate the anionic ROP (aROP) of different o,at, -
substituted-B-lactones (Scheme 1) [35-40].

0
? 1. EtyN*,CeHsCOO" 0%y
. »well5 - H
0 CGH5)J\O 0}
J Bulk, 37°C n

2. H*
diMeMLABnN PdiMeMLABnN

Scheme 1. aROP of diMeMLABn in presence of tetraethylammonium benzoate as initiator.

Despites the control over dispersities, molar masses and structures of the resulting polymers,
the major drawback in the use of such initiator for the aROP of the above cited monomers is its
potential toxicity towards human cells [41].

In this context, the objectives of the present work were to: i) synthesize two o, o, 3-substituted-f-
lactones with different dandling functions (benzyl and hexyl); ii) set-up initiator systems that initiate
aROP of these monomers to obtain well-defined hydrophobic homopolymers and amphiphilic block
copolymers; iii) formulate and characterize the different types of polymeric NPs obtained from either
hydrophobic homopolymers or amphiphilic block copolymers; and iv) evaluate in vitro cytotoxicity
and cellular uptake of these NPs using the human HepaRG hepatoma cell line.

2. Materials and Methods

2.1. Materials and apparatus.

After purification, diMeMLABn and diMeMLAHe lactones were stored at -35 °C. 1-Pyreneacetic
acid (PyCOOH, 98%, Aldrich) was dried at 80 °C overnight under vacuum. Tetrahydrofuran (THF,
Labscan, 99%) was dried using an MBraun solvent purification system under Na. 1-Tert-butyl-4,4,4-
tris(dimethylamino)-2,2-bis[tris(dimethylamino) phosphoranyl-idenamino]-2A5%4A5-catenadi
(phosphazene) (Ps-t-Bu, Sigma, 1M in hexane under argon) was dried by hexane solvent evaporation.
All chemicals were stored and used in a glovebox (< 3ppm Oz, < Ippm H20).

Infrared spectroscopy: Fourier Transform Infra-Red (FT-IR) measurements were performed
using a Bruker Tensor 27 FT-IR spectrometer using a spectral width ranging from 600 to 4,000 cm?, a
resolution of 4 cm™ and an accumulation of 32 scans.

Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy: '"H-NMR (500 MHz) spectra were recorded using a
Bruker AMX-500 apparatus at room temperature and were referenced internally relative to SiMes (0
0 ppm) using the residual solvent resonances.
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Size Exclusion Chromatography: Size exclusion chromatography (SEC) was performed in a
THF/NEts (2w% of triethylamine, NEts) mixture at 35°C using a Triple Detection Polymer
Laboratories liquid chromatograph equipped with a refractive index (ERMA 7517), a capillary
viscometry, a light scattering RALS (Viscotek T-60) (Polymer Laboratories GPC-RI/CV / RALS) and
an automatic injector (Polymer Laboratories GPC-RI/UV) and four columns : a PL gel 10 um guard
column and three PL gel Mixed-B 10 pm columns (linear columns for separation of molar masses
ranging from 500 to 10¢ g/mol).

Dynamic Light Scattering: Dynamic light scattering (DLS) and zetametry measurements are
performed on a Nano-sizer ZS90 (Malvern) at 25°C, with a He-Ne laser at 633nm and a detection
angle of 90°C.

Transmission electron microscopy: Transmission electron microscopy (TEM) images were
recorded using a Jeol 2100 microscope equipped with a Glatan Orius 200D camera using a 200 KeV
accelerating voltage on the THEMIS platform (ISCR — Rennes). Each sample was deposited on a
Formvar-carbon film coated on a 300 mesh copper grid. After 6 min, the excess of sample was
removed and a staining was realized with phosphotungstic acid (1 v%).

2.2. Synthesis of monomers and (co)polymers.

Synthesis of diMeMLABn and diMeMLAHe: The selected lactones, diMeMLABn and
diMeMLAHe, were synthesized from diethyloxal propionate (Scheme 2) as previously described [35-
40], and characterized by FT-IR and "H-NMR.
diMeMLABn 6:

FT-IR: 1,750 cm!, vco ester; 1,850 cm-., vco lactone.

'H-NMR (500 MHz, CDsCOCDs, 3 ppm): 1.12 (s, 3H, CHs), 1.50 (s, 3H, CHs), 4.90 (s, 1H, CH), 5.25 (s,
2H, CH2), 7.30-7.50 (m, 5H, CsHs).

diMeMLAHe 7:

FT-IR: 1,750 cm!, vco ester; 1,850 cm-., vco lactone.

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 3 ppm): 0.80 (t, 3H, CHs), 1.25-1.40 (m, 9H, CHs+ 3*CHy), 1.50 (s, 3H, CHs),
4.20-4.25 (t, 2H, CH>), 4.13 (s, 1H, CH).

Synthesis of PdiMeMLABnso: In glove box, 1-pyreneacetic acid (2.6 mg, 0.011 mmol, 1 equiv.)
and Ps-f-Bu (2.1 mg, 0.008mmol, = lequiv.) were introduced in a vial and dissolved in THF (0.5 mL).
In another vial, 82 mg of diMeMLABe (0.352 mmol, 32 equiv.) were dissolved in 1 mL of dry THF.
The two solutions were mixed ([diMeMLABe]o=0.16 M) at room temperature for an appropriate
reaction time. The resulting mixture was concentrated to dryness under vacuum. The
PdiMeMLABn3 homopolymer was precipitated in cold ethanol. The homopolymer samples were
characterized ('H-NMR and SEC), and kept under inert atmosphere at 4°C.

H-NMR (500 MHz, CDsCOCDs, & ppm): 1.15 (m, 3nH, CHs), 1.23 (m, 3nH, CHs), 4.5 (s, 2H, Pyrene-
CHy), 5.14 (m, 2nH, CH>), 5.3 (m, 1nH, CH), 7.35 (m, 5nH, CsHs), 7.98-8.34 (m, 9H, pyrene); Mnmr =
7,000 g/mol, n = 30.

SEC (THE/NEt;, 1 mL/min): Mn = 2,700 g/mol; b =1.20.

Synthesis of PdiMeMLAHeso: In glove box, 1-pyreneacetic acid (1.8 mg, 0.0069 mmol, 1 equiv.)
and Ps-t-Bu (2.1 mg, 0.0068 mmol, =1 equiv.) were introduced in a vial and dissolved in THF (1 mL).
In another vial, 52 mg of diMeMLAHe (0.228 mmol, 33 equiv.) were dissolved in 2 mL of dry THF.
The two solutions were mixed ([diMeMLAHe]o=0.15 M) at room temperature for an appropriate
reaction time. The resulting mixture was concentrated to dryness under vacuum. The recovered
PdiMeMLAHes homopolymer was then precipitated in cold heptane. The homopolymer samples
were characterized ('"H-NMR and SEC), and kept under inert atmosphere at 4 °C.

TH-NMR (500 MHz, CDsCOCDs, d ppm): 0.91 (m, 3nH, CHs-CHz), 1.34 (m, 9nH, CHs, 3*CHz), 1.39 (m,
3nH, CHs), 1.66 (m, 2nH, CHz), 4.17 (m, 2nH, CH>-O), 4.5 (s, 2H, Pyrene-CH>), 5.34 (m, 1nH, CH),
8.03-8.42 (m, 9H, pyrene); Mnwmr = 6,800 g/mol, n = 30.

SEC (THEF/NEts, 1 mL/min): Mn = 5,500 g/mol; b = 1.16.

Synthesis of amphiphilic block copolymers: In glove box, 1-pyreneacetic acid (1.8 mg, 0.0069
mmol, 1 equiv.) and Ps+-#-Bu (4.3 mg, 0.0068mmol, = lequiv.) were introduced in a vial and dissolved
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in THF (0.5 mL). In another vial, 50 mg of diMeMLAHe (0.226 mmol, 32 equiv., for the copolymer
PdiMeMLABns+-b-PdiMeMLAHe2) or 77 mg of diMeMLAHe (0.339 mmol, 49 equiv., for the
copolymer PdiMeMLABn27-b-PdiMeMLAHeso) were dissolved in 1 mL of dry THF. The two solutions
were mixed ([diMeMLAHe]o=0.16 M) at room temperature for an appropriate reaction time. After
full conversion (determined by FTIR), a solution of 80 mg of diMeMLABn (0.345 mmol, 49 equiv., for
the copolymer PdiMeMLABns«-b-PdiMeMLAHe) in 0.8 mL THF or a solution of 39 mg of
diMeMLABn (0.166 mmol, 24 equiv., for the copolymer PdiMeMLABn2r-b-PdiMeMLAHeso) in 0.39
mL of THF was added to the reaction mixture ([diMeMLABnN]=0.16M). After full conversion, the
resulting mixture was concentrated to dryness under vacuum. The recovered PdiMeMLABnx»-b-
PdiMeMLAHen copolymer was dissolved in a minimum amount of acetone and then precipitated in
cold ethanol. The copolymer samples were characterized (‘H-NMR and SEC), and kept under inert
atmosphere at 4 °C.

TH-NMR (500 MHz, CDsCOCDs, o ppm, identical for both block copolymers excepted the relative
integration values): 0.89 (m, 3H, CH3-CHz2), 1.30 (m, 18H, 4*CHs, 3*CHx2), 1.65 (m, 2H, -CH2-CH>-O),
4.14 (m, 2H, -CH2-CH2-O), 4.55 (s, 2H, Pyrene-CHz), 5.12 (m, 2H, CsHs-CH2-O), 5.29 (m, 2H, 2*CH),
7.34 (m, 5H, CsHs), 8.04-8.41 (m, 9H, pyrene);

MnwmrediveMLABn = 12,600 g/mol (n = 54), MNmrediveMLAHe = 6,600 g/mol (m = 29)

Mn~wmrediMeMLABn = 6,400 g/mol (n = 27), MNmredivemLate = 11,800 g/mol (m = 50)

SEC (THE/NEts;, 1 mL/min)

PdiMeMLABns+-b-PdiMeMLAHe29: Mn = 12,000 g/mol; B = 1.25.

PdiMeMLABn27-b-PdiMeMLAHeso: Mn = 7,400 g/mol; D = 1.31.

Both hydrophobic copolymers were then subjected to catalytic hydrogenolysis allowing the
specific deprotection of the carboxylic acid lateral groups. They were dissolved in a THF/Ethanol
(50/50 v/v%) mixture and 20 wt% of Pd/C (relative amount to benzyl groups) were added. The
mixtures were placed under atmospheric pressure of Hz and left under vigorous stirring overnight.
The black suspensions were filtered over celite to eliminate the Pd/C and solvents were evaporated
under vacuum thus leading to the expected amphiphilic block copolymers characterized by 'H-NMR.
TH-NMR (500 MHz, CDsCOCDs, o ppm, identical for both block copolymers excepted the relative
integration values): 0.89 (m, 3H, CHs-CHz), 1.30 (m, 18H, 4*CHs, 3*CHz), 1.65 (m, 2H, -CH2>-CH»-O),
4.14 (m, 2H, -CH>-CH»-O), 4.55 (s, 2H, Pyrene-CHb>), 5.29 (m, 2H, 2*CH), , 8.04-8.41 (m, 9H, pyrene);
MnmrediveMea = 7,720 g/mol (n = 54), 50%; MnmrediveMLate = 6,600 g/mol (m = 29), 50%.

Mnmredivemea = 3,850 g/mol (n = 27), 25%; Mnuredivematie = 11,800 g/mol (m = 50), 75%.

2.3. Formulation of nanoparticles

Empty nanoparticle formulations based on hydrophobic homopolymers: In an Eppendorf, 2.5
mg of homopolymer were dissolved in 150 uL DMF and added dropwise to 2 mL of distilled water
under 1,400 rpm stirring speed. The solution was stirred for 20 minutes. The solution was then passed
through a G25 Sephadex column leading to 3.5 mL NPs’ suspensions which were characterized by
DLS, zetametry and TEM.

NPs PdiMeMLABnso: M = 7,000 g/mol; Final concentration = 0.714 mg/mL; Dh = 110 nm; PDI = 0.15;
Zeta potential = - 34 mV.
NPs PdiMeMLAHes: M = 6,800 g/mol; Final concentration = 0.714 mg/mL; Dh = 140 nm; PDI = 0.07;
Zeta potential =- 47 mV.

Empty nanoparticle formulations based on amphiphilic block copolymers: In a vial, 10 mg of
PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHe2 or 5 mg of PdiMeMLA27-b-PdiMeMLAHeso were solubilized in 1 mL
of acetone then added dropwise to 2 mL of aqueous phase under 1,400 rpm stirring speed. The
solution was stirred for 20 minutes and acetone was removed under reduced pressure. The final
volumes of the NPs’ suspensions were adjusted to 2 mL (if necessary) by addition of the needed
volume of aqueous phase.

NPs PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHez: M = 14,600 g/mol; Final concentration = 5 mg/mL; Aqueous
phase: water; Dh = 50 nm; PDI = 0.08; Zeta potential = - 36 mV.
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NPs PdiMeMLA2z-b-PdiMeMLAHeso: M = 15,500 g/mol; Final concentration = 2.5 mg/mL; Aqueous
phase: PBS; Dh =110 nm; PDI = 0.20; Zeta potential =- 32 mV.

DiR loaded nanoparticle formulations based on hydrophobic homopolymers: In an
Eppendorf, 2.5 mg of homopolymer were solubilized in 135.5 uL of DMF and 14.5 ul of a DiR/DMF
solution at a concentration of 1 mg/mL (0.5 wt% of the mass of the polymer) were added. This mixture
was then added dropwise to 2 mL of distilled water under 1,400 rpm stirring speed. The solution was
stirred for 20 minutes. The solution was then passed through a G25 Sephadex column leading to 3.5
mL of DiR loaded NPs’ suspensions which were characterized by DLS and zetametry.

NPs PdiMeMLABnso[DiR]: M = 7,000 g/mol; Final concentration = 0.714 mg/mL; Dh = 130 nm; PDI =
0.11; Zeta potential =- 37 mV.
NPs PdiMeMLAHes[DiR]: M = 6,800 g/mol; Final concentration = 0.714 mg/mL; Dh = 110 nm; PDI =
0.12; Zeta potential =- 53 mV.

DiR loaded nanoparticle formulations based on amphiphilic block copolymers: In a vial, 10
mg PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHe» or 5 mg of PdiMeMLA2-b-PdiMeMLAHeso were solubilized in a
total volume of 1 mL of acetone: 900 uL of acetone and 100 uL of a DiR/acetone at Img/mL (1 wt% of
the mass of the block copolymer) for the PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHe2 block copolymer; 950 uL of
acetone and 50 pL of a DiR/acetone at Img/mL (1 wt% of the mass of the block copolymer) for the
PdiMeMLA:7-b-PdiMeMLAHeso block copolymer. These solutions were then added dropwise to 2
mL of aqueous phase under 1,400 rpm stirring speed. The solution was stirred for 20 minutes and
acetone was removed under reduced pressure. The samples were then passed through a G25
Sephadex column leading to 3.5 mL of DiR loaded NPs” suspensions which were characterized by
DLS and zetametry.

NPs PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHe»[DiR]: M = 14,600 g/mol; Final concentration = 2.857 mg/mL;
Aqueous phase: water; Dh = 60 nm; PDI = 0.09; Zeta potential =- 30 mV.
NPs PdiMeMLA2-b-PdiMeMLAHes[DiR]: M = 15,500 g/mol; Final concentration = 1.429 mg/mL;
Aqueous phase: PBS; Dh = 130 nm; PDI = 0.18; Zeta potential =- 48 mV.

2.4. In vitro assays

HepaRG culture: For all the studies, proliferating progenitor HepaRG cells were seeded at a
density of 3.10* cells/cm?and cultured as previously described [42-44], in William’s E medium (Lonza)
supplemented with 50 units/mL penicillin and 50 pg/mL streptomycin, 2 mM of glutamine (Gibco),
5 mg/L of insulin (Sigma), 10-°mM hydrocortisone hemisuccinate and 10% of fetal calf serum (Lonza).
Two weeks after plating, the cells were maintained for two more weeks in the same William’'s E
medium further supplemented with 2% dimethylsulfoxide (DMSO) in order to obtain the full
hepatocyte differentiation [42-44].

In vitro DiR loaded NPs uptake by HepaRG cells: For the cell uptake assay of NPs, HepaRG
cells were plated in 24 well plates and cultured as mentioned above. The culture medium of HepaRG
cells was renewed and PdiMeMLABn-based NPs loaded with DiR were added to the wells for 24 h.
After incubation, culture media were discarded, the cell monolayers were washed once with PBS then
detached with trypsin and analyzed by flow cytometry using a Becton Dickinson le LSRFortessa™
X-20 (cytometry core facility of the Biology and Health Federative research structure Biosit, Rennes,
France). Dot plots of forward scatter (FSC: x axis, size of events), the side scatter (55C: y axis, structure
of events) allowed to gate the viable cells prior detecting the fluorescence emitted by DiR-loaded NPs
using the BV786-1A channel. Two parameters were analyzed: the percentage of positive cells that
internalized NPs and the intensity of fluorescence (mean of fluorescence) reflecting the accumulation
of fluorescent NPs within the cells.

In vitro NPs cytotoxicity assays using HepaRG cells: Cell viability was assessed by measuring
the relative intracellular ATP content using CellTiter-Glo Luminescent Cell viability assay (Promega).
After treatment, cells were incubated with the CellTiter-Glo reagent for 10 min. Lysate was
transferred to an opaque mutli-well plate and luminescent signal was quantified at 540 nm using the
Polarstar Omega microplate reader (BMG Labtech). Cell viabilities in treated cells were expressed as
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the percentage of the luminescence values obtained in untreated cells, which were arbitrary set as
100%.

Statistical analyses: Statistical analyses were performed using a one-way Anova followed by
the Kruskal-Wallis post-test or Dunn’s multiple comparison tests. Statistically significant variations
after treatment were compared with controls using Student’s t test with Excel software. * p <0.05; **
p <0.01.

3. Results and discussion

The general objective of this work was to prepare biocompatible and (bio)degradable
macromolecular systems prepared from (co)polymers whose repeating units derive from
dimethylmalic acid, a biocompatible and low molar mass molecule, by anionic ring-opening
polymerization (aROP) of a,a,p-trisubstituted [-lactones. Indeed, it was shown that the presence of
two methyl groups on the ring of these monomers leads to a better control of the polymerization
reaction by avoiding back side attack transfer reaction (a deprotonation in anionic propagation
reaction) on the polymer chain [35-40].

3.1. Synthesis and characterization of diMeMLABn and diMeMLAHe

The selected o, pB-trisubstituted  (-lactones were  synthesized starting from
diethyloxalpropionate, following a procedure initially described by Barbaud et al. (Scheme 2) [35].

7 9 tBuO"K* 7 9
-0 O~ —> 0 o~ DNaBHs o
18-c-6 2) HClI
0 CHl 1 ©

diethyloxalpropionate

OH
1) KOH on 1) TFAA _PPhs _
2 HCT 2) ROH HO DIAD
3) HCI o}

R: CeHsCH,-, 4

R: CH3(CH,),CH,-, 5 R: CGH5CH2-, diMeMLABnN 6

R: CH3(CHa)4CH,-, diMeMLAHe 7

Scheme 2. Synthetic route to benzyl and hexyl dimethylmalolactonates.

The benzyl dimethylmalolactonate (diMeMLABn, 6) was synthesized to lead either to a
hydrophobic homopolymer or, after catalytic hydrogenolysis, to the hydrophilic block of the
amphiphilic block copolymer, while the hexyl dimethylmalolactonate (diMeMLAHe, 7) was
synthesized to constitute both the hydrophobic homopolymer and the hydrophobic block of the
amphiphilic block copolymer. As shown in Scheme 2, diethyloxalpropionate was transformed to
diethyl-3,3-dimethyl-2-ketosuccinate 1 in presence of potassium tert-butoxide, methyl iodide and 18-
crown-6 ether (18-c-6). The ketosuccinate 1 was reacted with sodium borohydride to lead to diethyl-
3,3-dimethylmalate 2 whose ester functional groups were hydrolyzed under basic conditions to lead
to 3,3-dimethylmalic acid 3. The diacid 3 was then treated with trifluoroacetic anhydride (TFAA)
followed by the addition of the selected alcohol, benzyl alcohol or 1-hexyl alcohol, leading to the
corresponding monoesters 4 and 5 which were transformed into the expected diMeMLABn 6 and
diMeMLAHe 7 by Mistunobu reaction [33,34]. After purifications, the two synthesized lactones
showed 'H-NMR spectra in agreement with those given in the literature [35,36].

3.2. Synthesis and characterization of hydrophobic homopolymers and amphiphilic block copolymers based on
PdiMeMLA derivatives

The next step of the present work was to prepare well-defined and well-characterized
dimethylmalic acid-based homo- and block copolymers for applications as drug delivery systems.
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Therefore, the polymerization procedure has to be controlled (molar masses and polymers structures)
with no-side reactions, and anionic polymerization is a perfect tool to polymerize -lactones in a
controlled way [45]. Such monomers are generally polymerized by aROP in presence a carboxylated
initiator (RCOO- X*), instead of an alkoxide initiator, via an “O-alkyl” bound cleavage of the
monomer, leading quantitatively to carboxylic acid end-capped (co)polymers (Scheme 3).

OR_ O

O OR
e} e}
/\\
; R'COO o J\0',><* 6. oR O, OR
5. m-1 o) o)
(ol "O-alkyl" cleavage product H*
R'COO X*, m R'COO O OH
o % O, m-1

- +
S R O._OR_0O._OR
o) o)
R'COO o o x*
m-1

"O-acyl" cleavage product

Scheme 3. aROP of a,a, B-trisubstituted -lactones in presence of a carboxylated initiator.

Since the (co)polymers prepared may be used for biomedical application, the biocompatibility
of the resulting products is of prime importance. To that end, carboxylate initiators were prepared
from carboxylic acid deprotonated by phosphazene bases. The reason behind choosing phosphazene
bases as deprotonating agents of carboxylic acid is their high basic character (high pKs values).
Indeed, phosphazene bases are organobases that contain a central phosphorous atom [P(V)] bonded
to four nitrogen functions of three amine and one imine substituents. They are classified as Pn bases,
based on the number (n) of phosphorous atoms in the molecule. Their basicity is reflected by the
number of the triaminoiminophosphorane units: P4 bases, the strongest of the phosphazene bases,
show basicity comparable to organolithium compounds (M<NpKsu+ of Ps-t-Bu, = 41.9, MeNpKsnu+ of Pi-
t-Bu = 26.9) [46-50]. Beside the choice of the deprotonating agent, the selection of the carboxylic acid
(initiator) is also crucial, and 1-pyreneacetic acid has been selected as a non-halogenated carboxylic
acid. By comparing the efficiency of the couples 1-pyreneacetic acid/Pi-t-Bu and 1-pyreneacetic
acid/Pst-Bu for the aROP of diMeMLABn in terms of polymerization rate and control, Ps-t-Bu
phosphazene base has been chosen as deprotonating agent because it leads to 100% monomer
conversion in few hours with a good control over the molar masses and polymer structure, while the
couple 1-pyreneacetic acid/P1-t-Bu allowed the conversion of only 50% of diMeMLABn in 2.5 days
[48]. Assuming that the pyrenecarboxylate moieties initiated the polymerization reaction,
experimental molar masses can be calculated by "H-NMR spectroscopy from the relative intensity of
methine group of the diMeMLABn monomer repeating units at 6 = 5.3 ppm (peak “b”) and proton
signals of the initiating pyrene ring (peaks “f”) in the range of & = 7.9-8.3 ppm (Figure S1).

In this context, diMeMLABn and diMeMLAHe were thus polymerized using this 1-pyreneacetic
acid/Pst-Bu initiator/base couple, with a ratio monomer/initiator selected to obtain homopolymers
with a theoretical molar mass of 7,500 g/mol (Table 1).

Table 1. Characteristics of PdiMeMLABnNso and PdiMeMLAHeso.

Mn, theo Mn, NMR? Mn, SECb

Homopolymer [Monomer]:[1-pyreneacetic acid]:[Ps-t-Bu] (g/mol)  (g/mol)  (g/mol)

PdiMeMLABnNso 32:1:1 7,500 7,000 2,700 1.20

PdiMeMLAHeso 33:1:1 7,500 6,800 5,500 1.16

@ Determined by "THNMR.? SEC analysis in THF/NEt3 (2w% of NEts) at 35°C.
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The '"H-NMR spectra and SEC chromatograms of the purified homopolymers agreed with both the
homopolymer structures and molar masses. The molar masses calculated from the 'H-NMR spectra
(Table 2) are closed to the theoretical ones while the homopolymers” dispersities (measured by SEC)
are low (D < 1.20) attesting of the good control of both polymerization reactions. However, it is
important to note that despite drastic purification procedures, traces of Ps-t-Bu are present in
PdiMeMLABnNz and PdiMeMLAHes samples as highlighted by the presence of peaks corresponding
to this phosphazene base in both 'H-NMR spectra (around 2.9 mol% of Pst-Bu for each
homopolymer).

Incorporating two monomers with different physicochemical properties in one copolymer is of
great interest, especially for biomedical applications. Copolymerization brings the advantages and
properties of both monomers into one macromolecular structure, and several copolymers have
already been synthesized and used for biomedical applications [28,36-38,52,53]. Since we have
previously shown the effectiveness of the 1-pyreneacetic acid/Ps-t-Bu initiator/base system for the
homopolymerization of both diMeMLABn & diMeMLAHe, the same initiator/base system has been
selected to polymerize sequentially diMeMLAHe and diMeMLABn in two ratios allowing to
modulate the hydrophobic/hydrophilic balance of the final amphiphilic block copolymers (Scheme
4). Indeed, this balance is a key parameter for the preparation of well-defined nanoobjects showing
adapted properties for biomedical applications [26,54].

N

diMeMLAHe 1-pyreneacetic acid PdiMeMLAHe
0 g J
1 (1 (1
1)n
O HO._O _0O0._O
CO,CH,CgH5 (0] 00 (e} © o} Ho - PA/C (e} (0] (0]
H(O O O = H(O O O
2) H* n n m n n m
PdiMeMLABN ,-b-PdiMeMLAHe ,, PdiMeMLA,-b-PdiMeMLAHe,,

Scheme 4. Synthetic procedure leading to amphiphilic block copolymers.

Therefore, diMeMLAHe was polymerized first using 1-pyreneacetic acid/Ps-#-Bu initiator/base
system. Once all this lactone was consumed, as attested by the disappearance of the lactonic band at
1,850 cm on the FT-IR spectrum, the diMeMLABn was added into the reaction mixture in order to
build the second block. As shown in Table 2, two diMeMLAHe/diMeMLABnN initial ratios were used,
thus leading to two block copolymers having similar global molar masses but different lengths of
each block.

Table 2. Characteristics of the two amphiphilic block copolymers prepared by sequential aROP of
diMeMLAHe and diMeMLABn using 1-pyreneacetic acid/Ps-t-Bu system.

Entr diMeMLAHe]o/ Theoretical values Experimental values Mn? br
y p
[diMeMLABnN]o

o . MprdiMeMLAHe MPdiMeMLABn MPrdiMeMLAHe? MprdiMeMLABR? (g/mol)
initial ratio
(g/mol) (g/mol) (g/mol) (g/mol)
1 32:49 7,300 11,500 6,600 12,600 12,000 1.25
49:24 11,100 5,700 11,800 6,400 7,400 1.31

* Determined by 'H NMR.? SEC analysis in THF/NEts (2w% of NEt3) at 35°C.
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In the '"H-NMR spectrum of PdiMeMLABnss-b-PdiMeMLAHe2 (Table 2, Entry 1), signals “H¢” and
“Hi” directly allow determining the composition of each block while their comparison to the signal
“Ha"” gives access to the molar mass of each block (Figure 1). As indicated by the results from Table
2, theoretical molar masses of each block are in good agreement with those calculated from 'H-NMR
spectra. Moreover, the low dispersity (D < 1.31) of both samples demonstrated the good control of
these sequential aROPs and the effective synthesis of the selected block copolymers with the expected
structures. However, as for homopolymers, 'H-NMR spectra have highlighted the presence of
phosphazene base Ps-t-Bu traces (around 1 mol% in each sample) in the purified block copolymers
despite the drastic purification procedures which were applied.

Acetone

c+c'+d+d'
ater +h+i+j
s

)
(
|

P,-t-Bu

[ — 3 T T
— @ ~ ~
S S N
d ~ o o] un
o T L T T T (2] = T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Figure 1. '"H-NMR (500 MHz, Acetone-ds, 23 °C) spectrum of PdiMeMLABnss-b-PdiMeMLAHe (Table 2,
Entry 1)

Because of the presence of ester bounds in block copolymers back-bone and lateral chains,
catalytic hydrogenolysis using palladium on activated charcoal has been selected as mild and specific
deprotection method of benzyl esters [55]. Both hydrophobic block copolymers were thus submitted
to catalytic hydrogenolysis in presence of 20wt% of Pd/C under atmospheric pressure of hydrogen,
thus leading to the expected amphiphilic block copolymers, PdiMeMLAs+-b-PdiMeMLAHe2» and
PdiMeMLA27-b-PdiMeMLAHeso (Table 3).

Table 3. Characteristics of PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHe2 and PdiMeMLA27-b-PdiMeMLAHeso.

MprdiMeMLA? MPpdiMeMLAHe? Mgiobal diMeMLA/
Block copolymers )
(g/mol) (g/mol) (g/mol) diMeMLAHe
7,720 6,600
PdiMeML Ass-b-PdiMeMLAHe2 14,320 50/50
(n=>54) (m=29)
3,850 11,800
PdiMeMLA27-b-PdiMeMLAHeso 15,650 25/75
(n=27) (n=50)
@ Determined by '"H NMR.

3.3. Formulation and characterization of nanoparticles

Towards the end of the 1980s, Kataoka et al. have described the preparation of polymeric NPs from
amphiphilic macromolecules for the delivery of bioactive molecules (drugs, fluorescent probes,
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proteins etc.) [56]. Several more or less complex methods are used to formulate NPs, among which
nanoprecipitation of hydrophobic and amphiphilic block copolymers, first described by Fessi et al.
[57,58], were used by Barbaud et al. to prepare Warfarin-loaded NPs from random or block
copolymers based on PdiMeMLA derivatives [59]. Nanoprecipitation conditions were slightly
modified to be adjusted to the physico-chemical properties of hydrophobic homopolymers and
amphiphilic block copolymers produced in this work. Indeed, the synthesized homopolymers and
amphiphilic block copolymers exhibit much lower global molar masses than the ones used by
Barbaud et al. [58]. Hydrophobic homopolymers, dissolved in DMF, were added dropwise into
distilled water under vigorous stirring for 20 minutes. The obtained NPs suspensions were purified
by exclusion chromatography through a Sephadex column to obtain NPs suspensions with a final
concentration of 0.714 mg/mL, analyzed by DLS and zetametry (Table 4). The PdiMeMLAHes based
NPs have a slightly higher hydrodynamic diameter (Dh) than the one observed for PdiMeMLABnNso
based NPs (Table 4). Due to the linear and flexible character of the hexyl lateral chains, compaction
of the polymeric chains to form the NPs might be lower than the one observed with the benzyl lateral
chains of the PdiMeMLABnsz0 based NPs. However, PdiMeMLAHesx are of interest to study the effect
of the lateral chains’ nature of both drug encapsulation efficiency and NPs cytotoxicity. Besides, both
batches of NPs suspensions have a low dispersity (PDI < 0.20) demonstrating the good homogeneity
of the NPs. On the other hand, the value of zeta potential is an important indication of the stability of
the NPs. Indeed, the higher the magnitude of zeta potential is, the more stable the NPs are [60].

Table 4. Characteristics of NPs suspensions prepared from PdiMeMLABnso and PdiMeMLAHeso

Polymers Dh (nm) PDI Zeta potential (mV)
PdiMeMLABnN3o 100 0.19 -37
PdiMeMLAHes3o 130 0.12 -53

All the prepared NPs exhibit negative zeta potential ranging from -37 to -53 mV highlighting their
good stability. The negatively charged surface might be partially generated from carboxylate
functional end groups of homopolymers coming from their synthesis via the aROP of the
corresponding monomer. Finally, the TEM images confirm both the size of these NPs and the low
sample dispersity and that NPs based on PdiMeMLABns and PdiMeMLAHeso exhibited a spherical
shape (Figure 2).

Figure 2. TEM images of A) PdiMeMLABnNso, and B) PdiMeMLAHes based NPs.

Amphiphilic block copolymers containing hydrophilic and hydrophobic blocks are widely used
to prepare NPs having a core-shell structure with the hydrophilic segment constituting a hydrophilic
corona, which reduces the recognition by the immune system, whereas the hydrophobic segment
drives the formation of NPs through hydrophobic interactions constituting the inner core in which
hydrophobic drugs can be encapsulated. Therefore, PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHe2 and
PdiMeMLA27-b-PdiMeMLAHeso have been used to formulate the corresponding core-shell NPs by
nanoprecipitation (Table 5), with conditions adjusted to the nature of the considered amphiphilic
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block copolymers. For PdiMeMLA2-b-PdiMeMLAHeso block copolymer, well-defined NPs have
been obtained when PBS at pH 7.2 was used as aqueous phase. Moreover, we have shown that the
block copolymer concentration in the organic phase (5 mg/mL and 10 mg/mL), and consequently in
the aqueous phase (2.5 mg/mL and 5 mg/mL), has no influence on both the hydrodynamic diameter
(around 110 nm) and dispersity (PDI around 0.20) of the resulting NPs suspensions (data not shown).
PdiMeMLA27-b-PdiMeMLAHeso based NPs were thus prepared at a final block copolymers
concentration in PBS of 2.5 mg/mL.

Table 5. Characteristics of NPs suspension prepared by nanoprecipitation of amphiphilic block copolymers.

Copolymers Dh (nm) PDI Zeta potential (mV)
PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHe29 50 0.08 -36
PdiMeMLA2-b-PdiMeMLAHeso 150 0.17 -32

Conversely, PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHe2 block copolymers lead to well-defined NPs when water
was used as non-solvent. We have also studied the influence of initial and final block copolymer
concentration on NPs hydrodynamic diameter and dispersity. Four initial concentrations (5, 10, 15
and 20 mg/mL) in acetone have been tested. After evaporation of the acetone under vacuum, the
resulting nanoparticle suspensions, with block copolymer concentration of 2.5, 5, 7.5 and 10 mg/mL,
were analyzed by DLS (Figure 3). When the concentration increased from 2.5 to 10 mg/mL, the NPs
hydrodynamic diameter increased from 30 to 100 nm, while the PDI values first decreased from 0.2
to a minimum inflection point of PDI value of 0.07 and then increased up to 0.2. In aqueous solutions,
amphiphilic molecules orientate themselves so that the hydrophobic blocks are removed from the
aqueous environment in order to achieve a state of minimum free energy. As the concentration of
block copolymer in solution increases, the free energy of the system begins to rise due to unfavorable
interactions between water molecules and the hydrophobic region of the amphiphilic block
copolymer resulting in the formation of micelles.

1001 -0.25
80 _/,- -0.20
E 604 d -0.15 - PDI
= ©
@ =, .
= 404 L0.10 O] size(nm)
20 H -0.05
0 T T T T 0.00
0.0 2.5 5.0 75 10.0

Concentration (mg/mL)

Figure 3. Variation of hydrodynamic diameter and PDI of PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHe»based NPs with
different final concentrations in water.

The same variation in size and PDI values of polymeric NPs upon nanoprecipitation, as shown in
Figure 3, was reported for the nanoprecipitation of PCL [61]. Considering that well-defined (lowest
PDI) NPs with diameters as small as possible (10-1,000 nm) are required for drug delivery application,
the batch prepared by nanoprecipitation of PdiMeMLAs:-b-PdiMeMLAHew» at the concentration of 5
mg/mL and producing NPs with a hydrodynamic diameter of ~50 nm and the lowest PDI (~ 0.07) is
the best condition compared to the three others. The negative zeta potential of NPs constituted by
PdiMeMLA-based block copolymers are generated by the presence of negatively charged carboxylate
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anions dandling from the hydrophilic block of the copolymer. These results are comparable with the
ones obtained for poly(malic acid)-b-poly(3-hydroxybutyrate) (PMLA-b-PHB) block copolymer-
based NPs for which it was reported a negative values of zeta potential with values varying from -32
mV to -52 mV [39]. As shown by Figure 4, NPs formed by PdiMeMLA-based block copolymers also
display quite a round shape with lower diameter than those observed by DLS. The hydrophilic
corona are not visible by TEM because images are taken in a dry state.

Figure 4. TEM images of A) PdiMeMLAs+-b-PdiMeMLAHez, and B) PdiMeMLA27-b-PdiMeMLAHeso based
NPs.

With the goal to evaluate the in vitro cell uptake of these NPs, the fluorescence probe 1,1'-
dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindotricarbocyanine iodide (DiR) has been embedded into
hydrophobic homopolymers and amphiphilic block copolymers based NPs using nanoprecipitation
methods established for the formulation of the corresponding empty NPs. Therefore, DiR was added
into the organic solvent containing homopolymers or block copolymers and the blue/green
DiR/(co)polymers solutions were nanoprecipitated. The blue/green slightly turbid NPs suspensions
were passed through a G25 Sephadex column in order to eliminate the unloaded DiR, which is
retained on the top of the column. We have shown that nearly all the DiR was encapsulated into the
core of NPs since no free DiR was detected on the top of the Sephadex column. DiR-loaded
hydrophobic homopolymers and amphiphilic block copolymers NPs were next analyzed by DLS
(Table 6). The encapsulation of the fluorescence probe had no influence on both the hydrodynamic
diameter and dispersity since both empty and DiR-loaded NPs have similar hydrodynamic diameters
and dispersities. Before performing in vitro cell assays, stability of NPs suspensions was also
measured to evaluate their stability under storage at 4 °C and after incubation at 37 °C. Only slight
fluctuations in the values of hydrodynamic diameter and PDI were recorded highlighting the obvious
excellent stability of these NPs under the incubation conditions (data not shown).

Table 6. Characteristics of DiR-loaded NPs suspensions.

Polymers DiR (wt%) Dh (nm) PDI
PdiMeMLABnso 0.5 110 0.15
PdiMeMLAHe3o 0.5 120 0.13
PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHex 1 50 0.07
PdiMeMLA27-b-PdiMeMLAHeso 1 120 0.20

3.4. In vitro cell viability assays

The liver is the major site of metabolism of xenobiotics prior to their elimination from the body
and, as such, the toxicity of NPs is important to evaluate using hepatic cell models. In order to assess
the biocompatibility of the NPs produced in this work, we used the human HepaRG hepatoma cell
line. The HepaRG cells are undifferentiated bipotent progenitor cells actively proliferating that have
the ability to differentiate into quiescent hepatocyte-like cells [43,44], which express most of the liver
specific functions including drug metabolism enzymes [62-65]. The HepaRG cells are considered to
be one of the most relevant hepatic cell models to examine the cytotoxic effect of xenobiotics both in
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proliferating progenitor and differentiated quiescent cells as well as the cellular uptake of polymeric
NPs [53].

The progenitor (Figure 5) and the differentiated (Figure 6) cells have been exposed for 24 hours
to various concentrations of NPs prepared from different PdiMeMLA (co)polymers. Influences of the
nature of lateral groups, benzyl and hexyl, of the hydrophobic homopolymers, and the
hydrophilic/hydrophobic molar mass ratio of the block copolymer PdiMeMLA-b-PdiMeMLAHe, on
cell’s viability have been evaluated by measuring the intracellular content in ATP.

120 4 120

100 4 100

80 4 80

60

ATP Content
ATP Content

40 4

o 15 3 6 12 25 50 100 o 3 6 12 25 50 100

Concentrations of PdiMeMLABn;, in ug/ml Concentrations of PdiMeMLAHes in pg/mi

100 100

80 80

60 60

ATP Content
ATP Content

40 40

o 15 3 6 12 25 50 100 0 15 3 6 12 25 50 100

Concentrations of PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHey; in pg/ml Concentrations of PdiMeMLA,;-b-PdiMeMLAHes, in pg/ml

Figure 5. Progenitor HepaRG cell viability evaluated by measuring the ATP content at 24 h of incubation with
increasing concentrations of (co)polymers PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHez, PdiMeMLA27-b-PdiMeMLAHeso,
PdiMeMLABnNs and PdiMeMLAHeso NPs. Statistics: *p<0.05 for treated cultures versus untreated control
cultures (0).

In progenitor HepaRG cells (Figure 5), the ATP content decreased in a dose-dependent manner
for both the hydrophobic homopolymers and block copolymer PdiMeMLA-b-PdiMeMLAHe derived
NPs. For the homopolymer-based NPs, the ICso values (Table 7) revealed that PdiMeMLAHeso based
NPs are the least toxic one with an ICso of 23.56 + 2.12 ug/mL, while the ICso of PdiMeMLABnN3o based
NPs was much lower at 6.95 + 2.2 ug/mL. These data suggested that the nature of lateral groups of
the hydrophobic homopolymers derivated from PdiMeMLA has a significant effect on the
cytotoxicity of the corresponding NPs towards progenitor HepaRG cells. For PdiMeMLA2-b-
PdiMeMLAHeso NPs and PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHe2 NPs, the ICs0 found were 22.11 + 0.84 and
4.65 + 0.49 ug/mL, respectively, demonstrating that the PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHez-based NPs
were much more toxic and that hydrophilic/hydrophobic molar mass ratio of block copolymer
PdiMeMLA-b-PdiMeMLAHe strongly impacted the cell viability of progenitor HepaRG cells. The
PdiMeMLA27-b-PdiMeMLAHeso NPs were the least toxic since no significant decrease in the ATP
content was observed up to 12 ug/mL.
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Table 7. Values of ICso of the homopolymer- and amphiphilic block copolymer-based NPs in HepaRG cells.

PdiMeMLAs54-b- PdiMeMLA27-b- . .
NPs . . PdiMeMLABnNzo PdiMeMLAHeso
PdiMeMLAHe2 PdiMeMLAHeso
1Cso0
4.65+0.49 22.11+0.84 6.95+2.2 23.56 +2.12
(ug/mL)

Unexpectedly, the same concentrations of hydrophobic homopolymers and block copolymer
PdiMeMLA-b-PdiMeMLAHe derived NPs showed no significant toxic effects towards differentiated
HepaRG cells after 24 h of incubation up to 100 pug/mL of (co)polymers (Figure 6).

150 150

125 125
100 100

ATP Content
ATP Content

o 15 3 6 9 25 50 [} 15 3 6 12 18 25 50 100

PdiMeMLABN3; in pg/mL PdiMeMLAHes; in pg/mL
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125

ATP Content
ATP Content

0 1 15 2 3 6 12 25 50 0 15 3 6 12 25 50 75 100

PdiMeMLA;:-b-PdiMeMLAHe in pg/mL PdiMeMLA,;-b-PdiMeMLAHes, in pg/mL

Figure 6. Differentiated HepaRG cell viability evaluated by measuring the ATP content at 24 h of incubation
with increasing concentrations of (co)polymers PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHez, PdiMeMLA27-b-
PdiMeMLAHes, PdiMeMLABnN30 and PdiMeMLAHeso NPs.

Such difference and behavior can be explained by the strong phenotypical changes between
progenitor and differentiated HepaRG cells. In contrast to progenitor HepaRG cells that actively
proliferate but show low expression levels of liver specific functions, differentiated hepatocyte-like
HepaRG cells are quiescent and metabolically competent cells expressing most phase I, II and III
detoxifying enzymes [62-64]. It can be postulated that the detoxifying machinery of differentiated
HepaRG cells catabolize and eliminate the polymers and organic compounds used during the
synthesis and/or that the (co)polymers are more toxic towards proliferating cells.

Since 'H-NMR spectra of hydrophobic homopolymers and amphiphilic block copolymers have
highlighted the presences of Ps-t-Bu traces, we also evaluated the toxicity generated by this base in
order to provide a possible explanation for the cytotoxicity observed with NPs especially in
progenitor HepaRG cells. Both progenitor and differentiated HepaRG cells were thus incubated with
increasing concentrations of the base, and cell viabilities were determined using the ATP test (Figure
7). P+-t-Bu triggered a strong cytotoxicity in progenitor HepaRG cells with an ICso at 0.55 + 0.1 uM



599
600
601

602

603
604
605

606
607
608
609
610
611
612

613
614
615
616
617
618
619
620
621
622
623
624

625

626

627

628

629

630

Polymers 2020, 12, x FOR PEER REVIEW 16 of 23

while the toxicity of the base was much weaker in differentiated cells with an ICso found at 16.65 +
1.89 uM. These data suggest that the traces of Ps-t-Bu detected in the polymeric materials may
contribute to the observed toxicities in progenitor HepaRG cells.

Progenitor HepaRG cells HepaRG Hepatocytes-like Cells
120 - 120 -
* *
100 4 100
80 80
£ £
2 2
§ §
S 60 S 60
& B
< <
40 40
20 4 20
0 i 0 g
0 02040608 1 25 5 10 15 20 25 50 75 100 0 1 25 5 10 15 20 25 50 100
P4-t-Bu in uM P4-t-Bu in uM

Figure 7. Progenitor and differentiated HepaRG cell viability evaluated by measuring the ATP content at 24 h
of incubation with increasing concentrations of Ps-t-Bu. Statistics: *p<0.05 for treated cultures versus untreated
control cultures (0).

We next evaluated the cell uptake of homopolymer- and amphiphilic block copolymer-based
NPs in both progenitor and differentiated HepaRG cells (Figure 8). Because of the significant
cytotoxicity of some NPs towards progenitor HepaRG cells, we selected 3 concentrations (3, 6 and 25
pg/mL) of DiR-loaded NPs to assess their cell internalisation. After incubation of cells with NPs for
24, the viable cells were analysed by flow cytometry and 2 parameters were measured, the percentage
of cells that had internalized fluorescent NPs (positive cells) and the mean of fluorescence reflecting
the levels of NP’s accumulation in positive cells (Figure 8).

We found that the 4 NPs were much more internalized in progenitor cells than in differentiated cells
since all cells were positive for PdiMeMLA27-b-PdiMeMLAHeso NPs at polymer concentrations of 25
and 12 pg/mL and for PdiMeMLAHes NPs at 25 pug/mL. At the lowest concentration of 3 pug/mL,
70% of progenitor cells were positive for PdiMeMLAx»-b-PdiMeMLAHeso NPs. Interestingly,
PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHe» NPs that induced a strong cytotoxicity are relatively well
internalized in progenitor cells at 3 and 12 pg/mL. The PdiMeMLABns and PdiMeMLAHes NPs
showed much weaker uptake in progenitor cells with the exception of the PdiMeMLAHes NPs at 25
pg/mL, for which all cells were positive. As expected, the intensity of fluorescence correlated with
the percentages of positive cells with the highest means of fluorescence found for the PdiMeMLAs-
b-PdiMeMLAHe2 and PdiMeMLA2-b-PdiMeMLAHes NPs at the concentrations of 3 and 12 ug/mL
and for PdiMeMLAz-b-PdiMeMLAHes» and PdiMeMLAHes NPs at the highest polymer
concentration of 25 pg/mL.
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Figure 8. Percentages of positive cells and fluorescence intensities (arbitrary units, A.U.) measured for each

DiR-loaded NPs in progenitor and differentiated HepaRG cells. NPs were prepared from the amphiphilic
block copolymers PdiMeMLAs+-b-PdiMeMLAHe2 and PdiMeMLA27-b-PdiMeMLAHeso, and the
homopolymers PdiMeMLABn30 and PdiMeMLAHeso.

The higher cell uptake of PdiMeMLA2-b-PdiMeMLAHeso NPs compared to that observed for
PdiMeMLAHes NPs allows us to assume that the hydrophilic block eases the cell uptake of NPs
whereas absence of any protective hydrophilic shell causes decrease in uptake. It is noteworthy that
Huang et al. [65] have reported that NPs constituted by PMLABnN allow a much higher uptake than
NPs formulated from PEG-b-PMLABe. In the present study, the hydrophilic block composed by
polymeric chains having carboxylic acid lateral groups confers a quite high negative surface charge
(-30 to -42 mV) to the corresponding NPs compared to a quite neutral surface charge for PEG-b-
PMLABe based NPs (-8 mV) [65]. The negative surface charge may allow more interaction with cell’s
plasma membrane to explain the higher uptake of NPs prepared from such block copolymers.

In contrast, the NP’s internalization was less efficient in differentiated HepaRG cells since the highest
percentages of positive cells were observed for PdiMeMLABns and PdiMeMLAHes NPs at the
concentration in polymers of 25 pg/mL. It is noteworthy that the highest cell uptake in progenitor
versus differentiated HepaRG cells were not obtained with the same NPs since PdiMeMLA -b-
PdiMeMLAHeso NPs were well internalized in progenitor cells while cell uptake was more efficient
for PdiMeMLAHes NPs in differentiated cells. In addition, the low cell uptake of all NPs by
differentiated HepaRG cells also provided another explanation for the lower cytotoxicity observed in
this cell model postulating that the decrease in cell viability is triggered by the accumulation of NPs

within the cells.
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Following the demonstration that DiR-loaded NPs were internalized with much higher efficiencies
in progenitor HepaRG cells compared to their differentiated cell counterparts, we next compared the
ICs0 of the homopolymer- and amphiphilic block copolymer-based NPs in progenitor HepaRG cells,
the estimated percentage of residual Ps-t-Bu (% mol) associated with (co)polymers and the
percentages of cells that internalized fluorescent NPs in cultures exposed with 6 and 25 eg/mL of
(co)polymers to further analyze whether lower ICso correlated with higher NP’s cell uptake and
higher amounts of Pst-Bu (Table 8). Although the amounts of the catalyst present in the batches of
NPs are difficult to quantify precisely, we estimated that amounts of Ps-t-Bu varied from 0.94 to 2.94
% mol in the different batches of (co)polymers. Our data indicated that the ICsodid not correlate with
the amounts of Ps-t-Bu detected in the (co)polymers or the incubation with either the homopolymer-
or amphiphilic block copolymer-based NPs. The toxicity was not related either to the level of NPs
uptake, since we found similar levels of toxicity for PdiMeMLA2-b-PdiMeMLAHes and
PdiMeMLAHes based NPs while the internalization levels were different, and a higher cytotoxicity
of PdiMeMLAHes based NPs with a lower NP’s internalization (Table 7).

This toxicity could also be linked to the physicochemical properties of NPs such as size, surface
charge or shape. For example, the most toxic NPs PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHe has a size much
smaller than other NPs (50 nm). Concerning the toxicity linked to the surface charge, it has been
discovered that cationic NPs cause a more pronounced disturbance of the integrity of the plasma
membrane, mitochondrial and lysosomal lesions and induce the production of a higher number of
autophagosomes than anionic NPs [66]. Additional studies will be necessary to further characterize

the physicochemical parameters of our NPs.

Table 8. Comparison of the ICso of the homopolymer- and amphiphilic block copolymer-based NPs in
progenitor HepaRG cells, the estimated percentage of Ps-t-Bu (% mol) found in TH-NMR spectra of
(co)polymers and the percentages of cells that internalized fluorescent NPs (% of positive cells) quantified by
flow cytometry in cultures exposed with 6 and 25 pg/mL of (co)polymers.

PdiMeML Ass-b- PdiMeMLA27-b- . .
NPs . . PdiMeMLABns» PdiMeMLAHeso
PdiMeMLAHe»  PdiMeMLAHeso

1Gso 4.65+0.49 22.11+0.84 6.95+2.2 2356 +2.12
(ug/mL)
Pet-Bu 13 0.94 2.94 2.87
(% mol)
Positive cells At 6 pg/mL 66.6 96.9 18.75 11.75
(%) At 25 pg/mL 24.8 99.5 78.4 973

3. Conclusions

In the present study, we report for the first time the synthesis of PdiMeMLA-based (co)polymers
used to formulate NPs and to perform detailed analyses of their cell uptake and impact on cell
viability in progenitor and differentiated HepaRG cells. We have observed cytotoxicity of NPs
prepared from the hydrophobic homopolymers and amphiphilic block copolymer based NPs in
HepaRG progenitor cells that may be triggered by the intracellular accumulation of NPs, the
remaining traces of Ps-#-Bu found in NPs batches and the low detoxification metabolism of these cells.
Our results also suggest that the hydrophilic/hydrophobic ratio could play a role in the cytotoxicity
observed with NPs formulated from the different PdiMeMLA-b-PdiMeMLAHe copolymers.
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The studies of the NPs” uptake by HepaRG cells have shown the significant differences in
efficiency between homopolymers and amphiphilic block copolymer based NPs since the highest cell
uptake in progenitor cells was obtained with the PdiMeMLA2-b-PdiMeMLAHeso NPs while cell
uptake was more efficient for PdiMeMLAHes NPs in differentiated cells suggesting that the
differentiation status of hepatic cells strongly modifies the NPs-plasma membrane interaction and
the cell process of NP’s internalization of PdiMeMLA (co)polymers-based NPs.

4. Patents

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/s1, Figure S1: '"H NMR
(500 MHz, Acetone-d6, 23 °C) spectrum of PdiMeMLABn.
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3.3.3 Discussion

Nous avons synthétisé deux homopolymeres hydrophobes (le PdiMeMLABes et le
PdiMeMLAHes0) ainsi que deux copolymeres a blocs amphiphiles blocs (le PdiMeMLA7-b-
PdiMeMLAHesg, et le PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHe29), et préparé les NPs correspondantes

par la technique de nanoprécipitation

Le but de ce travail était d’évaluer la toxicité et la captation de cette nouvelle série de NPs par

des cellules HepaRG progénitrices et différenciées.

Afin de faciliter la citation des NPs, nous avons attribué un code a chaque NPs (Tableau 1).

Tableau 1 : Caractéristiques et codes des polymeres et NPs étudiés.

. Molar mass |Concentration
(Co)polymer Chemical structure Dh (nm) PDI
(g/mol) (mg/ml)
PdiMeMLA54-b- \\ ‘O‘
. 0, 0.0 14 600 5 50 0,08
PdiMeMLAHezs | %O%O" ®
(o}
PdiMeMLA-b-PdiMeMLAHe
PdiMeMLA-b- ‘O‘
. HO__O , 0.0 15 500 2,5 150 0,17
PdiMeMLAHes H{%% PP
() O O
PdiMeMLA-b-PdiMeMLAHe
PdiMeMLABey b% o & . 7000 0,714 110 0,15
o o,
. oj><%w
PdiMeMLABe
PdiMeMLAHez C I o &, 6 800 0,714 140 0,07
LR
PdiMeMLAHe

L’¢évaluation de la toxicité des NPs sur les cellules HepaRG par le test de viabilité cellulaire
montre que toutes les NPs testées présentent une certaine toxicité, en particulier sur les cellules
HepaRG progénitrices. Cette toxicité varie largement d’une nanoparticule et une autre (Tableau.
2). Le calcul des valeurs de la concentration inhibitrice 50 (ICso) montre que les NPs a base du
copolymére a bloc amphiphile PdiMeMLAss-b-PdiMeMLAHezo et celles a base de
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I’homopolymére PdiMeMLABe3o sont les plus toxiques avec des ICso de ’ordre de 4,6 et 7
pg/mL.

Nous avons tenté d’établir une corrélation entre leurs caractéristiques physicochimiques, leur
niveau de captation par les cellules, le pourcentage de Ps-t-Bu (%mol) présent dans les
formulations et leur toxicité. Dans le but de déterminer I’origine de la toxicité observée, nous
avons d’abord évalué la relation possible entre I’IC50 et la quantité résiduelle de Ps-t-Bu dans
chaque lot de NPs. Nos résultats montrent que la toxicité n’est pas liée directement a la quantité
de base P4-t-Bu des lots de NPs. Par exemple, pour des quantités quasi-égales de Ps-t-Bu dans
les co-polymeres a bloc, nous trouvons des niveaux de toxicité tres différents (Tableau 2). De
plus, les NPs de PdiMeMLAHezo contiennent le plus fort taux de catalyseur mais présente la plus
faible cytotoxicité.

Tableau 2: Les différentes valeurs d’ICso, pourcentages molaires de P4-t-Bu et le pourcentage de cellules ayant

internalisées des NPs, obtenues suite a I’incubation des cellules HepaRG progénitrices avec les différentes NPs pour 48h.

PdiMeMLAss-b- | PdiMeMLA2-b- ) )
Polymers ) ) PdiMeMLABe3, | PdiMeMLAHes,
PdiMeMLAHez | PdiMeMLAHeso
IC 50 (pg/ml) 4,65 22,11 6,95 23,5
Molar percentage of
13 0,94 2,94 2,87
P4-t-Bu (%mol)
At 6
il 66.6 96.9 18.75 11.75
m
Percentage of H
positive cells | At 75
24.8 99.5 78.37 97.27
pg/mL

Cette toxicité semble étre également indépendante du fait que la nanoparticule soit préparée a
partir d’homopolymeére ou de copolymeére a bloc amphiphile. Cette toxicité n’est pas non plus
liee au niveau de captation des NPs, ou nous trouvons que pour des niveaux de toxicité similaire
(PdiMeMLA27-b-PdiMeMLAHeso et PdiMeMLAHez0), les niveaux de captation sont différents.
A ce stade de 1’étude, nous ne pouvons donc pas conclure sur un parametre principal qui

déclenche la cytotoxicité des NPs.
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Cette toxicite pourrait alors étre en lien avec les propriétés physicochimiques des NPs telles que
la taille, la charge de surface ou la forme. A titre d’exemple, la NPs la plus toxique PdiMeMLAss-
b-PdiMeMLAHe29 possede une taille largement inférieure aux autres NPs (50 nm). Concernant
la toxicité liée a la charge de surface, il a été découvert que les NPs cationiques provoquent une
perturbation plus prononcée de l'intégrité de la membrane plasmique, des Iésions mitochondriales
et lysosomiales plus fortes et induire la production d’un nombre plus élevé d'autophagosomes
que les NPs anioniques 2!, Des études complémentaires seront nécessaires pour caractériser plus

finement les parametres physicochimiques de nos NPs.

De plus, la toxicité de ces NPs a été évaluée sur les cellules HepaRG différenciées. Nos résultats
montrent 1’absence de toxicité des NPs a base de poly(acide diméthylmalique) sur ces cellules.
Cette biocompatibilité pourrait étre expliquée par le fait que les cellules HepaRG différenciées
expriment un bagage enzymatique permettant un métabolisme de ces NPs et des contaminants

organiques limitant ainsi leurs toxicités 322,

Nous avons également comparé la captation des NPs par les cellules HepaRG progénitrices et
différenciés. Nos résultats mettent en évidence que les NPs sont beaucoup mieux captées par les
cellules progénitrices que les cellules différenciées, ce qui pourrait étre en lien avec I’activité de
prolifération des cellules progénitrices et leur grande plasticité. De plus, nos résultats montrent
que les NPs PdiMeMLAHezo sont les mieux captées dans les 2 modeéles cellulaires alors que les
NPs PdiMeMLA:7-b-PdiMeMLAHes, issues de copolymeéres a bloc amphiphile sont les plus
captées par les cellules progénitrices sont les moins bien captées par les cellules différenciées.
Ce qui montre que le degré de captation est également dicté par le statut de prolifération et de
différenciation des cellules et pas seulement par les caractéristiques structurales et
physicochimiques des NPs.

Pour conclure, nous avons produit un ensemble de 4 lots de NPs dont certaines présentes des
niveaux de cytotoxicités et de captation objectivement variables en fonction des cellules mais
qui sont, pour certaines, bien tolérées et relativement bien captées par les cellules hépatiques
HepaRG. Une étude étendue a d’autres modeles cellulaires et des cellules primaires sera
nécessaire pour évaluer plus en détail la pertinence de ces NPs pour des études de ciblage des

cellules hépatiques normales et cancéreuses in vivo.
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4 Discussion générale et perspectives

Le domaine de la nanomédecine est un domaine interdisciplinaire qui pourrait conduire a
I’amélioration de dispositifs médicaux et d’administration de médicaments ainsi qu’au
développement d’applications pour les diagnostics précoces ou traitements d’une large gamme
de pathologies avec une grande spécificité, efficacité et une personnalisation dans 1’objectif

d’améliorer la prise en charge du patient °.

Le développement de la nanomédecine en thérapie anticancereuse est une des plus importantes
applications des nanoparticules (NPs). Cette application se congoit aujourd’hui principalement
par la vectorisation des principes actifs via des NPs souvent renommeées nanovecteurs dans ce
contexte . La vectorisation de principes actifs par des nanovecteurs vise a cibler
spécifiqguement les cellules tumorales sans toucher aux cellules saines du corps. Trois formes
de ciblages thérapeutiques existent : le ciblage passif, le ciblage actif et le ciblage via un
stimulus extérieur. Ces types sont déterminés par la nature de la nanoparticule congue.
Toutefois quel que soit le type adopté, le ciblage thérapeutique par des NPs apporterait un
ensemble d’avantages par rapport a la chimiothérapie classique, dans le but de limiter les effets

secondaires et d’améliorer 1’efficacité du traitement et les conditions de vie du patient &,

Cependant, I’emploi de la vectorisation des principes actifs en thérapie anticancéreuse s’associe
a plusieurs défis qui, a ce jour, restreignent 1’efficacité des formulations nanomédicales dont
nous disposons. Trois ‘‘challenges’” essentiels existent dans le domaine de la nanomédecine
thérapeutique anticancéreuse : les challenges liés au systeme immunitaire, a la nano-toxicité et
au microenvironnement tumoral. L’interaction entre les NPs et le systéme immunitaire est liée
directement au mode d’administration des formulations nanomédicales qui se fait
principalement par voie intraveineuse. L’entrée des NPs dans le sang est immédiatement suivie
d’une opsonisation des NPs par les protéines sanguines tel que les immunoglobulines et les
protéines du complément. Ce mécanisme facilite la reconnaissance des NPs par les cellules
phagocytaires du systeme RES puis leur phagocytose, limitant ainsi la distribution vers les
organes cibles et leur efficacité thérapeutique **°. De plus, le manque de biocompatibilité de
certaines NPs pourrait conduire a des effets néfastes chez les patients, en contradiction avec le
concept de la nanomédecine ayant pour but la réduction des effets secondaires causés par la
diffusion sur ’ensemble de 1’organisme des chimiothérapies administrées de fagon classique
par voie systémique °°. Finalement, il est important de noter que la nature de la pathologie
traitée impose ses propres challenges. A titre d’exemple, les cancers solides sont définis par le

développement d’une masse plus ou moins volumineuse de cellules tumorales dans un
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microenvironnement spécifique. Ce microenvironnement tumoral se caractérise par la présence
d’un ensemble de cellules non tumorales (comme les macrophages associés a la tumeur et les
fibroblastes associés a la tumeur) et souvent d’une abondante matrice extracellulaire qui peut
étre spécifique de la tumeur 1%°. Ces deux éléments constituent des barriéres cellulaires et
moléculaires qui limitent la faculté des NPs a atteindre les cellules tumorales. La conséquence
en est une diminution de la biodisponibilité du principe actif encapsulé et par suite une

diminution de I’efficacité thérapeutique de la nanoformulation médicale 2°.

De nombreux travaux ont été réalisés afin de synthétiser des macromolécules pour produire de
nouvelles formulations et pour définir des caractéristiques physicochimiques des NPs
permettant de surmonter les différentes barriéres limitant le ciblage tumoral. 1l est essentiel de
formuler les NPs a partir de matiére(s) biodégradable(s). Différentes NPs polymeres constituent
des formulations qui peuvent étre utilisées dans le domaine de la thérapie anti-cancéreuse avec
de nombreux essais cliniques et précliniques 2%°. Le poly(acide malique) et ses dérivés sont des
polymeéres caractérisés par leur caractere biocompatible et biodégradable, ce qui les rend des

candidats excellents pour I’élaboration de systémes de vectorisation de principes actifs.

Le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le traitement du carcinome
hépatocellulaire constitue un des thémes de recherche de I’institut NuMeCan. Ce theme de
recherche comporte a la fois un volet clinique et une recherche préclinique. Dans le contexte
des études précliniques, nous avons décidé de concevoir des nanovecteurs a base de polymere
dans une stratégie de vectorisation de chimiothérapie anticancéreuse et possiblement de
vectorisation de radioéléments. Dans cet objectif, nous avons développé de nouveaux
copolyméres a base de polyesters biocompatibles et biodégradables dérivés du poly(acide
malique) (PMLA) pour formuler des nanoparticules (NPs) qui pourront étre évaluées en tant
que systemes d'administration de médicaments pour cibler le CHC. Ce travail avait pour but
d’¢étudier de nouveaux nanovecteurs et de caractériser leur toxicité et leur captation par des
cellules en culture, donc leur aptitude a franchir et surmonter les barriéres biologiques et
biochimiques déja décrites. Le choix des modeles cellulaires était relatif au type de la pathologie
¢valuée. Nous avons choisi les cellules HepaRG en tant qu’un modé¢le cellulaire représentatif
des cellules d’hépatome humain. Les macrophages humains qui phagocytent les NPs dans le
sang et réduisent leurs efficacités thérapeutiques ont été également choisi dans ce projet de

these.

Le caractere biocompatible des polyesters aliphatiques était primordial dans le choix que nous
avons fait pour préparer les NPs polymeéres. Ce choix est trés important dans le cas de
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I’application thérapeutique anticancéreuse de NPs, au regard de la toxicité associée a certaines
NPs utilisées en nanomédecine *°. La synthése des polyesters aliphatique se faisant
généralement par des réactions aROP catalysées par des amorceurs organométalliques, les
quantités résiduelles d’amorceurs dans les lots de NPs pourraient entrainer des toxicités
prononcées. Dans le chapitre 1 et dans le but d’éviter cette toxicité, nous avons synthétisé des
polyméres a base de dérivés du PMLABe par une voie enzymatique, en partant de monomeres
racémiques et optiquement actifs. La voie chimique de synthése a été également utilisée pour
pouvoir comparer les NPs a base de polyméres issus des deux méthodes. L absence de toxicité
a moyen et court terme pour cette serie de NPs était un résultat notable de ce travail. Ce résultat
confirme la biocompatibilité des NPs préparées et par suite leur capacité a surmonter le critere
de toxicité. Parmi les NPs élaborées, plusieurs ont montré des niveaux de captation
remarquables, notamment les NPs non PEGylées issues de polymeéres préparés par la voie
enzymatique de synthése. Notons que I’accumulation des NPs refléte largement 1’efficacité du
systéme de vectorisation congue. En conclusion, ce travail a abouti a I’élaboration de systémes
de vectorisation efficaces en termes de biocompatibilité et de captation par les cellules
hépatiques in vitro. La poursuite de cette étude est engagée dans 1’équipe avec différentes
perspectives. Nous prévoyons des expériences de caractérisations de la structure des NPs par la
technique de MET, pour pouvoir établir un lien entre la forme (aplatit, sphérique,
rectangulaire...) de ces NPs et I’efficacité de la captation cellulaire. Nous souhaitons également
évaluer les NPs les plus efficaces en termes de captation pour évaluer leur biodistribution chez
la souris saine et, a moyen terme, de tester le ciblage de tumeurs hépatiques toujours chez la

souris.

Dans la continuité de ce projet de these, nous avons choisi les NPs PMLABe et PEG-b-
PMLABe (équivalentes aux NPs 1 et NPs 3 dans le chapitre 1) pour poursuivre I’évaluation de
I’efficacité de ces NPs en tant que systeme de vectorisation de principe actif. Cette évaluation
a été réalisée dans le chapitre 2, sous la forme d’un travail original qui avait le but d’évaluer
outre que la biocompatibilité des NPs PMLABe, I’impact des barriéres biologiques liées a la
captation des NPs PMLABe dans le cas du CHC. Le choix des deux NPs avait le but de tester
I’effet du PEG qui est largement utilisé en nanomédecine, sur la captation des NPs PMLABe.
L’¢évaluation de la captation de NPs PEGylées a été faite dans le but de savoir si 1’ajout de PEG
apporte des avantages en termes de captation pour ce systéme de vectorisation. Cette étude a
conclu que la captation des deux NPs augmente en fonction de temps. Cette augmentation

reflete la stabilité de ces NPs pendant au moins 120h dans le milieu de culture, ce qui a été
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récemment confirmé par des études de DLS au sein de notre équipe (données non montrées
dans ce manuscrit). La stabilit¢ des NPs est un facteur trés important dans 1’application
thérapeutique, ce facteur affecte le comportement et la fonction des NPs ce qui résulte d’un

effet sur I’efficacité de ces systémes de vectorisation 32,

Nous avons essayé de caractériser 1’accumulation intracellulaire des NPs PMLABe dans les
deux modeles cellulaires et d’évaluer la possible existence d’un phénomeéne de saturation des
cellules apres plusieurs expositions aux NPs. Ce phénomene est clairement observé chez les
cellules HepaRG, par contre la grande variabilité entre les donneurs a limité 1’évaluation d’un
tel phénomeéne chez les macrophages humains. Des études supplémentaires sont requises pour

les macrophages pour mieux caractériser ce phénomene.

La présence de PEG réduit la captation des NPs PMLABe d’une fagon dose dépendante par les
cellules HepaRG et dose-indépendante par les macrophages humains (inhibition forte observée
a un pourcentage de 100% uniquement), cette notion peut fournir une solution thérapeutique au
probleme de la déviation des NPs vers les organes du systtme RES, dans le cas ou un
phénomeéne de saturation des macrophages par les NPs 50% PEG serait confirmé. Dans cette
situation, les macrophages pourraient étre saturés par des NPs 50% (dont la captation est plus
faible par les cellules HepaRG), puis poursuivre le traitement par I’administration d’une dose
« secondaire » de NPs PMLABe non PEGylées pour mieux cibler les cellules d’hépatomes.
Cette expérience peut étre réalisée in vitro en utilisant un modele de culture HepaRG-
macrophages. Au sein de 1’équipe TGTC nous avons anticipé ce travail en optimisant ce
systeme de co-culture HepaRG-macrophages. Ce méme modéle peut servir pour une évaluation
plus profonde de I’effet du microenvironnement tumoral, qui peut étre crée par I’interaction
entre les deux types cellulaire in vitro. Nous envisageons également évaluer le phénomeéne de
saturation cellulaire au travers d’une expérience qui consiste tout d’abord a incuber les cellules
avec des NPs PMLABe dans une expérience d’exposition multiples aux NPs, avant de réaliser
une derniére incubation de ces cellules avec d’autres édifices macromoléculaires comme des
microspheres de polystyréne ou des bactéries. Enfin, nous évaluerons les effets d’expositions
multiples des cellules HepaRG et macrophages aux NPs PMLABe sur I’expression de genes
spécifiques de ces cellules en relation avec les métabolismes hépatiques et la production de

cytokines des macrophages.

Dans ce méme chapitre, nous avons pu conclure que 1’opsonisation des NPs PMLABe par les
protéines sanguines reduit leur captation par les macrophages humains. Cette caractéristique
semble étre trés spécifique et originale pour les NPs PMLABE, du fait que pour la majorité des
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NPs évaluées dans le contexte des application thérapeutiques, 1’opsonisation augmente leur
captation par les macrophages humains 2%, Cette réduction pourrait limiter I’accumulation des
NPs PMLABe dans les organes du systeme RES et augmenter par conséquent la
biodisponibilité des NPs PMLABe par rapport a la majorité des NPs utilisées dans des
applications thérapeutiques. Cependant des études in vivo sont requises pour confirmer et

valider les résultats obtenus in vitro.

Enfin, et dans le but de surmonter le probleme de toxicité déja décrit, nous avons développé
dans un troisieme projet qui visait a élaborer des systéemes de vectorisation biocompatibles.
Dans cet objectif, les amorceurs organométalliques ont été remplacés cette fois par des
amorceurs organiques « non toxiques » pour synthétiser des polymeéres a bases de dérivées du
poly(acide diméthylmalique). La toxicité et la captation des NPs élaborées ont été évaluée par
des cellules HepaRG progénitrices et différenciées. Ces NPs ont cependant montré des niveaux
de toxicités relativement élevées, ce qui limitera leur usage pour des applications thérapeutiques
in vivo. Cependant, un résultat important a été révélé dans cette étude, représenté par le niveau
de captation des NPs significativement moins important par les HepaRG différenciées par
rapport aux HepaRG progénitrices. Ce résultat semble refléter I’effet du statut de différenciation
et prolifération des cellules différenciées mais constitue une observation originale qui va étre
¢tudier plus en détail dans I’équipe afin d’identifier les déterminants « cellulaires » de cette

importante différence dans I’internalisation des NPs.

En conclusion, les NPs PMLABe pourraient représenter un exemple tres réussi de systeme de
vectorisation efficace pour le ciblage du carcinome hépatocellulaire. Toutefois, la conception
de systémes de vectorisation idéaux pour le traitement du CHC reste un objectif trés difficile a
atteindre, d’ou la nécessité de poursuivre la recherche dans ce domaine, notamment en
développant des modéles in vivo chez I’animal qui doivent prendre en considérations les

différents défis imposés par ce genre d’applications biomédicales.
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progénitrices avec les différentes concentrations d’inhibiteurs. ........ccccccvvvieeiiiiiiiiin e, 124
Figure 84 : A gauche, graphes illustrant la moyenne de fluorescence (en % par rapport au
control (-1) des macrophages incubées avec des NPs PMLABe 1wt% DiDoil pendant 4h en
présence soit d’inhibiteurs de phagocytose (Latrunculine) ou d’endocytose (Chlorpromazine et
Génistéine) a des différentes concentrations. Condition sans inhibiteur (-1). A droite, les
résultats des tests ATP de viabilité cellulaire réalisés suite a I’incubation des macrophages avec
les différentes concentrations d’iNhibIteULS..........ccvveiiiiiiiii e i e 125
Figure 85 : Visualisation des NPs par microscopie confocale en absence (CTRL+NP) ou en
présence d’inhibiteurs de phagocytose (Latrunculine, 500 nM) ou d’endocytose
(Chlorpromazine a 50uM, et Génistéine a 250uM). Le bleu représente les noyaux des cellules
marquées par le Hoechst et le rouge représente les NPs marquées par le fluorochrome DiDoil.

Figure 86 : Facteurs liés aux NPs et influengant le mécanisme d’internalisation des NPs 32
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Nanoparticules a base de dérivés du poly(acide malique) : Evaluation de la captation et de la toxicité sur les

cellules d’hépatome HepaRG et les macrophages humains

Mots clés : Nanoparticules, Poly(acide malique), HepaRG, Macrophages, Cytotoxicité, Captation

Résumé : Le poly(acide malique) et ses dérivés sont
des polymeéres aux propriétés de biocompatibilité et de
bio(dégradabilité) remarquables, qui en font des
candidats de choix pour I'élaboration de systémes de
vectorisation de principes actifs. Une premiére partie
de ce doctorat a été consacrée a I'évaluation de la
biocompatibilité et de la captation de nanoparticules
(NPs) fluorescentes formées a partir de poly(malate de
benzyle) (PMLABe) obtenus par polymérisation soit
chimique soit enzymatique du malolactonate de
benzyle par des cellules hépatiques HepaRG et des

macrophages humains primaires. .

Toutes les NPs sont peu toxiques, mais les niveaux

de captation par les cellules HepaRG et les
macrophages varient considérablement en fonction
des caractéristiqgues physico-chimiques des NPs. Un
second objectif était d’évaluer I'influence du taux de
PEGylation de NPs a base de PMLABe et de PEG-b-
PMLABe sur leur captation cellulaire. Enfin, nous
avons évalué la biocompatibilité et la captation de
NPs a base de dérivés hydrophobes et amphiphiles
du poly(acide diméthylmalique): les niveaux de
toxicité et d’internalisation semblent étre relatifs aux

caractéristiques physico-chimiques des NPs.

Nanoparticles based on poly(malic acid) derivatives: Evaluation of the uptake and toxicity on HepaRG

hepatoma cells and human macrophages.

Keywords : Nanoparticles, Poly(malic acid), HepaRG, Macrophages, Cytotoxicity, Uptake

Abstract : Poly(malic acid) and its derivatives are
polymers with outstanding biocompatibility and
bio(degradability)

promising candidates for the development of drug

properties, which make them
delivery systems. The first part of this thesis was
devoted to the evaluation of the biocompatibility and
the uptake of fluorescent nanoparticles (NPs) formed
from poly(benzyl malate) (PMLABe), obtained by either
chemical or enzymatic polymerization of benzyl
malolactonate, by HepaRG hepatoma cells and

primary human macrophages.

All NPs are not very toxic, but the levels of uptake by
HepaRG cells and macrophages vary considerably
depending on the physicochemical characteristics of
NPs. A second objective was to evaluate the influence
of the PEGylation rate of NPs based on PMLABe and
PEG-b-PMLABe on their cell uptake. Finally, we
evaluated the biocompatibility and the internalization
of NPs based on hydrophobic and amphiphilic
derivatives of poly(dimethylmalic acid): the levels of
toxicity and internalization seem to be depending on

the physicochemical characteristics of NPs.



