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Extended summary (in French) of the PhD

La recherche biomédicale s'intéresse de plus en plus a ['utilisation de matériaux
biofonctionnels. C'est notamment le cas pour la vectorisation de principes actifs pour des
traitements locaux — moins invasifs et plus ciblés que les traitements systémiques — ou le
développement et l'utilisation de (nano)vecteurs de médicaments sont de plus en plus
explorés, par exemple en oncologie et en imagerie médicale, mais aussi plus récemment en
hématologie ou en dermatologie. Parmi l'arsenal de « biotechnologies » développé qui
comprend les (nano)vecteurs d’agents biologiquement actifs, les particules organiques ou
inorganiques sont particulierement attrayantes. Outre une éventuelle protection du principe
actif via son association avec des particules, I'utilisation de ces derniéeres présente également
d'autres avantages tels que la possibilité de cumuler plusieurs agents biologiquement actifs
(ioniques ou moléculaires) pour une complémentarité d’actions voire des effets synergiques,
ou la possibilité de permettre la libération "intelligente" de principes actifs, par exemple via
I'hydrolyse d'un fragment moléculaire ou par la dissolution sélective des vecteurs en fonction
de stimuli tels que le pH local ou une activité enzymatique. Les vecteurs étudiés au cours des
années, qu'ils soient organiques ou inorganiques, présentent en effet des avantages dans leur
capacité a agir comme vecteurs de médicaments et pour leur stabilisation. Toutefois, ils
présentent aussi généralement des inconvénients comme une certaine toxicité, une faible
stabilité ou encore une absence de biodégradabilité. Dans cette optique, la recherche de
(nano)vecteurs hautement biocompatibles et (multi)fonctionnalisables constitue plus que
jamais un défi majeur en biomédecine, notamment compte-tenu du vieillissement des
populations.

Dans ce contexte, le caractére bio-inspiré des phosphates de calcium a structure “apatite” tres
proches du minéral osseux naturel, leur grande réactivité de surface et leur modularité, en
font d'excellents candidats pour des applications biomédicales, et ce non seulement en lien
avec des applications comme substituts osseux, mais aussi en « (nano)médecine » comme
vecteurs d'agents thérapeutiques. D’autre part, les peptides peuvent présenter de trés
nombreux effets biologiques comme des propriétés pro-cicatrisantes ou antibactériennes.
Associer dans un méme (nano)objet des apatites nanocristallines avec des peptides bioactifs
peut ainsi constituer une approche résolument bio-inspirée et pertinente, et a ce jour
guasiment inexplorée dans le domaine de la nanomédecine, par exemple pour le traitement
de plaies complexes. Il s’agit la du principal objectif de ce travail de thése.

Les phosphates de calcium a structure « apatite » sont présents naturellement dans la
constitution du squelette de tous les vertébrés, depuis leur apparition sur Terre il y a plusieurs
millions d’années. Il s’agit donc de composés que le corps humain, notamment, a appris a
produire, utiliser puis éliminer en fonction de ses besoins. Il est désormais possible de
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préparer des analogues de syntheése inspirés de ces apatites naturelles, en vue d’applications
biomédicales.

Grace a sa structure accueillante, l'apatite peut étre dopée par de nombreux ions
biologiquement actifs (par exemple Cu?*, Zn?*, Sr?*, Mg?*...) pour leur conférer des propriétés
biologiques additionnelles, ou encore des ions luminescents (Eu3*, Tb3*..) pour des
applications en diagnostic médical. De plus, la forte réactivité de surface des cristaux
d’apatites nanocristallines biomimétiques (analogues au minéral osseux) permet d’envisager
I'adsorption de divers types de composés moléculaires tels que des agents
dispersants/stabilisants ou encore des agents thérapeutiques variés (antibiotiques,
anticancéreux, hémostatiques, anti-ostéoporotiques, enzymes, facteurs de croissance, agents
de ciblage cellulaire, etc.). De telles (nano)particules minérales-organiques sont alors dites
hybrides car impliquant une interaction entre les composantes organiques et inorganiques a
I’échelle moléculaire (a 'opposé d’un “simple” systéme composite). Pour pouvoir interagir de
maniere reproductible a une échelle cellulaire ou tissulaire, il est par ailleurs pertinent de
disposer de (nano)particules présentant une taille submicronique, relativement
monodisperse et si possible une stabilité colloidale. Ceci a été rendu possible dans |'état de
I'art par I'adsorption d’agents stabilisants tels que le 2-aminoéthylphosph(on)ate (AEP), la
phosphocholine, les ions citrates, ou encore le poly(éthylene glycol) phosphonaté (P(PEG)-
OCH3s) qui agissent par répulsion électrostatique et/ou par géne stérique (Tableau 1). Les
molécules pouvant étre adsorbées de maniere relativement stable a la surface de 'apatite
présentent en général un groupement anionique avec une affinité (électrostatique) notable
pour les ions calcium de surface, tels que les groupements phosphates, phosphonates, voire
carboxylates, sulfonates et alcoolates.

Tableau 1 : Diametre hydrodynamique et indice de polydispersité des NPs d’apatite obtenues dans la littérature par co-
précipitation stabilisées par des agents stabilisants (AEP, PhCol, Citrate et (P(PEG)-OCH3)

Diametre Indice de
hydrodynamique (nm) Polydispersité (Pdl)
AEP 25 0,07
PhCol 70 0,11
Citrate 200 0,26
-1
P(PEG)-OCHs 130 (530 g.mol™) 0,33
350 (5800 g.mol?) 0.4

Jusqu’a ce jour, I'ajout de propriétés biologiques additionnelles (outre via une substitution
ionique de I'apatite) n’a cependant été possible que par la co-adsorption, aprés synthese des
particules colloidales d’apatite, d’'une molécule thérapeutique ou de ciblage cellulaire. Il s’agit
donc systématiquement a ce jour de synthéses multi-étapes passant d’abord par la
cristallisation de I'apatite et sa stabilisation colloidale, puis par une étape subséquente
d’adsorption de I'agent biologiquement actif. Cependant, cette co-adsorption peut mener a
des problemes d’adsorption compétitive car le nombre de sites présents en surface des
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particules reste limité. De plus, il apparaitrait pertinent de mettre au point des composés
moléculaires qui puissent a la fois stabiliser les (nano)particules d’apatite et simultanément
leur conférer des propriétés biologiques. Enfin, la force de la liaison entre I'apatite et la surface
est fortement dépendante des fonctions présentes sur chaque molécule a adsorber. Ainsi,
disposer de nanoparticules (NPs) d’apatite “plateforme” permettant une modulation aisée de
la nature de I'agent actif associé présenterait un avantage conséquent sur les systémes
existant a ce jour.

Certaines applications biomédicales requierent des particules d’apatite de taille
nanométrique, notamment pour agir a I’échelle cellulaire voire subcellulaire. Pour ce faire,
différentes méthodes de synthése par voie solide ou par voie humide ont été élaborées. Celle
gue nous retiendrons ici est la méthode par co-précipitation avec ajout d’agent stabilisant
(fonctionnalisé dans notre cas par un peptide) pendant la synthése (Figure 1).

A B
Ca(NO;),.4H,0 (x mmol, 6.5 mL) Stabilizing agent solution (y mmol, 6.5 mL)
A+B c j
pH adjustment ~ 9-10 (NH4);HPO, (x/3 mmol, 6.5 mL)
f —
A+B+C1
|

pH adjustment ~ 9-10

'Y

Maturation time : 16 hours
Oven temperature : 100°C

Figure 1 : Synthese one-pot par co-précipitation de NPs d'apatite colloidale gréce a I'utilisation d’agent stabilisant

L’objectif de ce projet de thése est d’établir la preuve de concept de la synthese one-pot de
particules d’apatite bio-inspirées colloidales de taille nanométrique stabilisées par de
nouveaux agents stabilisants bioactifs a base de peptides. Ces nouveaux agents stabilisants
pourront ainsi jouer un double role : (i) stabiliser les particules de taille nanométrique en une
suspension colloidale stable et (ii) conférer des propriétés biologiques supplémentaires aux
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particules d’apatite grace aux peptides dont la nature pourra étre varies pour des propriétés
“a la carte” dans une approche de NPs “plateforme”. Dans ce travail, nous avons sélectionné
trois séquences peptidiques possédant des propriétés physico-chimiques et biologiques
différentes : AccLRGDNK-NH;, H-GDPGYIGSR-NH; (peptides d’adhésion cellulaire) et H-AhXRR-
NH; (peptide antibactérien). Deux familles d’agents stabilisants a base de peptide, inspirées
d'agents stabilisants connus et simples, ont alors été synthétisées : P(Peptide) et P(PEG3K)-
Peptide.

A. Synthése des P(Peptide) sur support solide

Les nouveaux agents stabilisants bioactifs P(Peptide) ont été synthétisés sur support solide via
une stratégie Fmoc/tBu sur une résine Rink Amide PS pour obtenir une terminaison C-terminal
amide. Un analogue acide de I’'AEP, I'acide 3-(diethoxyphosphoryl)propionique a été couplé
sur support solide sur le N-terminal de la H-GDGPGYIGSR-NH; et sur la chaine latérale de la
Lysine dans le cas de la séquence Ac-LRGDNK-NH,. Afin d’activer I’acide carboxylique de I’acide
3-(diethoxyphosphoryl)propoinique en présence du groupement phosphonate, il était
nécessaire de protéger ce dernier sous forme dialkyle. La dealkylation du phosphonate a été
réalisée grace a la réaction de McKenna adaptée sur support solide. Apres clivage et
purification par HPLC préparative, les nouveaux agents stabilisants P(RGD) et P(YIGSR) ont été
obtenus avec respectivement 56% de rendement (93% de pureté) et 41% de rendement (94%
de pureté).

B. Synthése et caractérisation des NPs d’apatite stabilisées avec différents ratios AEP/P(Peptide)

Afin d'obtenir une suspension colloidale par répulsion électrostatique et d'observer l'influence
des peptides sur la précipitation de l'apatite, une étude de co-adsorption d'AEP et de
P(Peptide) a été réalisée avec différentes proportions de départ de ces deux agents
stabilisants (100/0, 90/10, 75/25, 50/50, 25/75 et 0/100 (Figure 2)).
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Figure 2 : Synthése par co-précipitation des NPs d'apatite avec différents ratios entre AEP et P(Peptide)

Quel que soit le peptide, une suspension colloidale n'a pu étre obtenue que lorsque la quantité
d'AEP était largement majoritaire, typiquement de I'ordre de AEP/P(Peptide) = 90/10. Les
résultats ont ainsi montré que les P(Peptide) présents autour des particules ne permettaient
pas de limiter efficacement I'agglomération de particules adjacentes d’apatite par répulsion
électrostatique ou stérique entre les P(Peptide) adsorbés a leur surface. Aucune particule
nanométrique de taille controlée n'a pu étre obtenue par cette approche, comme démontré
par DLS. Dans certains cas, la quantité de molécules organiques greffées autour des particules
a été déterminée par spectroscopie RMN liquide ERETIC 3P lorsque la sensibilité de I'appareil
le permettait. Les résultats ont montré que le rendement de greffage n’était pas
reproductible. De plus, la spectroscopie RAMAN a confirmé que la proportion de composante
organique associée aux particules ne suivait en effet pas une tendance claire, probablement
a cause d’interactions additionnelles non controlées entre les groupements chargés exposés
en surface des peptides et des ions de surface de I'apatite. La présence de P(Peptide) ne
semblait pas, en revanche, modifier notablement les parameétres structuraux de l'apatite
formée, puisqu'une phase apatitigue modérément cristallisée a été obtenue dans tous les cas
étudiés, ce dont ont témoigné des analyses par DRX et FTIR.
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Ces conclusions suggerent qu'il peut étre pertinent d’éloigner les entités peptidiques de la
surface de |'apatite afin de viser une stabilité colloidale. Dans la partie suivante de |'étude, un
linker PEG a été utilisé dans ce but.

A. Synthése des nouveaux agents stabilisants P(PEG3K)-Peptide

Aprés des tentatives infructueuses de synthése des nouveaux agents stabilisants P(PEG3K)-
Peptide sur support solide, une synthése multi-étape en solution a été mise au point (Figure
3). Pour éviter les purifications par HPLC préparative ou sur colonne qui conduiraient a des
pertes de produits trop importantes, une stratégie a été développée pour obtenir
guantitativement les produits sans nécessité d’étape de purification additionnelle.

Les peptides Ac-LRGDNK-NH;1’, H-GDPGYIGSR-NH; 2’ et H-AhXRR-NH; 22 ont été synthétisés
sur support solide et obtenus apres purification avec respectivement 32%, 41% et 48% de
rendement et 98%, 95% et 89% de pureté. Ensuite, le méme analogue de I'AEP, I'acide 3-
(diethoxyphosphoryl)propoinique 9 utilisé pour la synthese des P(Peptide) a été utilisé. La
formation du N-acyl benzotriazole 18 a permis d’activer la fonction acide carboxylique de
I'acide 3-(diethoxyphosphoryl)propoinique 9 et de procéder a la réaction d’amidation
guantitativement avec I'amine primaire libre du NH,-PEG3K-COOH 20. La séparation par une
simple étape de lavage du N-acyl benzotriazole 18 introduit en exces et du produit désiré
PO3Et2(PEG3K)-COOH 21 est également rendue possible grace au groupement benzotriazole.
La pré-activation de I'acide carboxylique du POsEt,(PEG3K)-COOH 21 par I'HATU et la DIEA a
permis le couplage avec les amines primaires en N-ter des peptides H-AhXRR-NH; 22 et H-
GDPGYIGSR-NH; 2’ et sur la chaine latérale de la lysine du peptide Ac-LRGDNK-NH, 1’.
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Figure 3 : Synthese multi-étapes des nouveaux agents stabilisants P(PEG3K)-Peptide

Des suivis par RMN liquide 'H et 3C-'H HMBC ont permis de confirmer la structure des
conjugués PEGylés obtenus et de quantifier le taux de phosphorylation et de PEGylation. Enfin,
la dealkylation des phosphonates a été réalisée en solution grace a la réaction de McKenna.

B. Synthése et caractérisation des NPs d’apatite stabilisées avec une couronne organique de
P(PEG3K)-NEt,/ P(PEG3K)-Peptide

1. Détermination du rapport R-POsH./Ca

Des expériences préliminaires ont été réalisées afin de déterminer le ratio R-POsH,/Ca
approprié pour la synthése des NPs avec les nouveaux agents stabilisants P(PEG3K)-Peptide
27, 28 et 29. Ces expériences ont été réalisées avec I'agent stabilisant P(PEG3K)-NEt,. Parmi
les valeurs du rapport R-POsH,/Ca testées, le rapport égal a 0,016 s’est avéré étre le meilleur
compromis pour obtenir a la fois des particules colloidales de taille nanométrique, une phase
apatitiqgue biomimétique (proche du minéral osseux) et une densité de greffage suffisamment
importante pour les analyses subséquentes et les expériences biologiques. De plus, la
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conformation en peigne ou « régime en brosse » des molécules organiques autour des
particules a été démontrée par application de I'équation de Flory sur la base de divers
résultats expérimentaux (MET, RMN). Cela est de bon augure car nous pouvons attendre des
résultats similaires avec I'agent stabilisant complet, P(PEG3K)-Peptide, et ainsi disposer de
nanoparticules qui exposent le peptide bioactive a la surface externe des particules (et non
pas recroquevillé en conformation de pelote) en vue d’interactions externes. C'est pourquoi
ce rapport a été choisi pour le reste des expériences.

2. Synthese et caractérisation des NPs stabilisées par différents ratios de P(PEG3K)-NEt,/P(PEG3K)-
Peptide

Différents rapports entre les conjugués P(PEG3K)-Peptide 27, 28 et 29 et P(PEG3K)-NEt, 30
ont été évalués (100/0, 25/75, 50/50, 75/25 et 0/100) (Figure 4) afin d'observer l'influence des
peptides et de tester la co-présentation possible de deux molécules a la surface des particules.

0,5 molecules/nm?

Ospy O, /
P S
o o o o

po2 Ca* poy  C3% po

Ho. P Q N
HO,P\/IE\/‘(O/\/}O\/\)LH— Peptide
sEERE e e A WINGA
> 25/75 \;‘5/ 100nm E\‘:
?g;gg PH 8-10 /)’)’/(m“ ﬁkl
$ 2 fesggeen
Hjépg/j)rnv‘foa%ox/\ih‘(\ 10010 55 5 5
_/

30

Figure 4 : Synthése des NPs d'apatite stabilisées par un mélange de P(PEG3K)-NEt, et P(PEG3K)-Peptide

L'incorporation d'agents stabilisants a base de peptides P(PEG3K)-Peptide ou d'un mélange de
P(PEG3K)-Peptide et P(PEG3K)-NEt; dans la synthése d'apatites a permis d'obtenir dans tous
les cas des suspensions colloidales, quel que soit le peptide; et ces suspensions se sont avérées
étre constituées de NPs d'apatite sous-stcechiométriques assez proches du minéral osseux,
comme démontré par DRX, FTIR et RAMAN. Notre hypothese selon laquelle I'ajout d'une
petite molécule a I'extrémité d'une longue chaine PEGylée ne perturberait pas le role
stabilisant du PEG a ainsi été confirmée. Les analyses par MET et DLS ont montré des particules
de taille nanométrique (~100 nm — Pdl < 0.3) en cohérence avec une forme ellipsoidale/de
batonnets quelles que soient les NPs synthétisées. La présence de peptides autour de 'apatite
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n'a pas non plus eu d'influence sur la densité de greffage (évaluée a ~0,5 molécules/nm?
d’aprés les données de MET et RMN) ni sur la conformation en brosse de la couronne
organique autour des NPs. Une étude par RMN du solide *H et 3!P a permis par ailleurs de
confirmer la proximité spatiale du phosphonate des conjugués organiques et de la surface de
I'apatite, démontrant donc que le greffage de la molécule se faisait bien par le biais de la
fonction phosphonate terminale des conjugués et non par le squelette peptidique. Deux types
de mode de greffage ont pu alors étre identifiés : monodentate et bidentate.

Le potentiel d'application biomédical pour le traitement des plaies complexes des NPs 18 et
22 d'apatite entourées respectivement par les nouveaux agents stabilisants bioactifs
P(PEG3K)-Peptide 27 et 28 a été évalué par des essais biologiques préliminaires.

Nous avons d’abord démontré la bonne biocompatibilité des NPs 18 et 22 sur des fibroblastes
murins NIH/3T3. Nous avons pu mettre en évidence un phénomene synergique de chaque
composante (organique et inorganique) des NPs sur la prolifération des fibroblastes. Par
ailleurs, des tests de rayure de films 2D de fibroblastes ont été réalisés en présence ou en
absence des NPs exposant les P(PEG3K)-Peptides pro-adhésifs, et une fermeture plus rapide
du tapis cellulaire a été observée lorsque les NPs hybrides mises au point dans ce travail
étaient utilisées.

En revanche, les tests antibactériens préliminaires réalisés a ce jour avec uniquement I'agent
stabilisant P(PEG3K)-AhXRR seul n’ont pas mené a des résultats positifs contrairement aux
attentes initiales. Cependant, ceci pourrait étre lié au fait que I'agent stabilisant P(PEG3K)-
AhXRR soit terminé par un groupement phosphonate qui rend la molécule beaucoup plus
hydrophile que I'acide palmitique initial présentant les propriétés antibactériennes connues
de la littérature. De nouveaux tests pour déterminer la concentration minimale inhibitrice
(CMI) seront donc a prévoir avec I'agent stabilisant P(PEG3K)-AhXRR greffé sur les NPs. En
effet, dans ce cas, comme le groupement phosphonate chélate les ions Ca?* apatitiques, nous
espérons alors trouver des propriétés antibactériennes similaires a celles de [l'acide
palmitique.

Enfin, des premiers essais de formulation intégrant ces nouvelles NPs hybrides
apatite/peptide ont été initiés, dans le but d’illustrer divers types de dispositifs médicaux qui
pourraient étre mis au point pour les délivrer. Nous avons notamment exploré I'imprégnation
de pansements commerciaux de 5 types différents, dont des pansements a base d’alginate
ayant présenté un trés fort taux de recouvrement des fibres par les NPs comme mis en
évidence par MEB. Par un marquage des NPs via la substitution d’'une partie des ions calcium
de 'apatite par des ions europium Eu3* luminescents, nous avons pu suivre la localisation des
NPs apres imprégnation, par cartographie 3D sous un microscope RAMAN confocal,
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permettant de confirmer le fort recouvrement des fibres précédemment mentionné. Dans
une seconde approche, nous nous sommes attachés a fabriquer des pansements/mousses
poreuses par congélation-sublimation (« freeze-casting » en anglaise) directement en
présence de NPs colloidales d’apatite, et avons la encore démontré par la luminescence de
I’europium la bonne dissémination des NPs dans toute la matrice poreuse fabriquée. Qu'il
s’agisse d’une imprégnation a posteriori de pansements commerciaux, ou au contraire de la
synthése de pansements in situ en présence de NPs, nous avons ainsi illustré la possibilité
d’enrichir/d’élaborer des dispositifs médicaux (ici a base d’alginate) de maniére possiblement
modulable (nature et dose des peptides...) pour s’adapter au mieux aux besoins cliniques de
traitement de plaies. La possibilité de détenir des pansements/mousses relativement épaisse
(comme obtenues ici par freeze-casting) peut par exemple permettre de combler des plaies
profondes comme dans le cas du pied du diabétique. Une troisieme méthodologie a enfin été
explorée de maniére tres préliminaire : la voie des pansements en spray. Nous avons la encore
démontré que — sauf pour une concentration trop importante en NPs dans la suspension a
pulvériser — les suspensions diluées pouvaient étre « sprayées » sur une surface cible, ce qui
peut présenter un intérét pour le traitement de plaies de type plaie du grand br(lé ou
I'application de formulations de type crémes voire de compresses peut étre délicate.

L’objectif principal de ce projet de these était d’obtenir des suspensions colloidales de
particules d’apatite bio-inspirées de taille nanométrique décorées en surface par des peptides
bioactifs. Ce défi a été atteint, grace a la synthése et |'utilisation des nouveaux agents
stabilisants bioactifs de type P(PEG3K)-Peptide. De tels composés permettent en effet de
générer d’'une part une stabilisation colloidale aux particules en contrélant leur état
d’agglomération, et d’autre part de leur conférer directement des propriétés biologiques sans
la nécessité d’étapes subséquentes de co-adsorptions. En ce sens, nous avons donc réussi a
mettre au point une synthése en une étape ou « one-pot » pendant laquelle les particules
d’apatites sont précipitées directement en présence des agents bioactifs P(PEG3K)-Peptide.
Ces résultats indiquent aussi que de telles NPs stabilisées par des P(PEG3K)-Peptide peuvent
étre utilisées comme « plateforme » pour un large éventail de stratégies liées au choix du ou
des peptides a exposer en surface des particules. Bien que nos résultats sur les NPs indiquent
le greffage effectif des P(PEG3K)-Peptide, et ce via leur groupement terminal phosphonate, il
serait intéressant aussi de mener une étude visant a déterminer si une partie de la couronne
organique peut étre désorbées dans certaines conditions. A ce jour, les colloides se sont
cependant avérés stables sur plusieurs semaines, suggérant la présence continue d’'un nombre
important de molécules organiques greffées évitant la sédimentation des particules.

De nouveaux agents stabilisants bioactifs « déclenchables » pourraient encore étre congus
spécifiguement pour certaines applications, par exemple si la délivrance locale du peptide est
plus souhaitable. Pour cela, I'ajout d’un espaceur (linker) sensible au pH ou a une activité
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enzymatique entre le PEG et le peptide paraitrait étre une voie pertinente afin de contréler la
libération du peptide. Par ailleurs, la co-adsorption entre deux agents stabilisants différents a
base de peptides différents devrait étre testée. En effet, on peut imaginer que les NPs soient
porteuses de plusieurs peptides bioactifs différents, eux-mémes délivrés de maniere
controlée. |l serait également judicieux d'essayer d'introduire des ions biologiquement actifs
dans le milieu de précipitation lors de la synthése des apatites afin d'obtenir a la fois un coceur
d'apatite bioactif et une couronne organique biologiquement active. On peut imaginer que les
peptides pourraient interagir avec le milieu extérieur (cellules, bactéries...) et qu'ensuite les
ions actifs soient libérés par la résorption progressive des NPs d'apatite grace a un effet pH.
Notons par ailleurs que ces NPs pourraient aussi étre de bons candidats pour la vectorisation
intracellulaire de peptides bioactifs en vue d’autres applications en nanomédecine, par
exemple en oncologie. Disposer de telles nanoparticules hybrides d’apatites bio-inspirées
décorées de peptides bioactifs pourrait ainsi ouvrir de nombreuses perspectives pour
applications en biomédecine, pour le traitement des plaies complexes et au-dela.
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Introduction

Research in the biomedical field is increasingly interested in the use of biofunctional materials.
This is particularly the case for the vectorization of active agents for local treatments — less
invasive and more targeted than systemic treatments — where the development and use of
drug (nano)vectors is increasingly explored, for example in oncology and medical imaging, but
also more recently in hematology or dermatology. Among the armamentarium that is being
developed as (nano)vectors, organic or inorganic particles are particularly appealing. In
addition to a possible protection of the active ingredient via its association with particles, the
use of these particles may also present other advantages such as the possibility of cumulating
several biologically active agents for a complementarity of effects or even a synergy, or a
possible “smart” release of active ingredients, for example through the hydrolysis of a
molecular fragment or by the selective dissolution of the vectors according to stimuli such as
the local pH or an enzymatic activity. The vectors studied over the years, whether organic or
inorganic, present advantages in their ability to act as drug carriers and for drug stabilization;
however, they also usually have drawbacks such as toxicity, poor stability or non-
biodegradability. In this view, the search for bioactive, highly biocompatible, biodegradable
and functionalizable (nano)carriers/(nano)particles is more than ever a key challenge in
biomedicine, especially taking into account the aging of populations.

In this context, the bio-inspired character of biomimetic “bone-like” apatites and their high
surface reactivity make them excellent candidates for biomedical applications and in
particular as (nano)carriers of therapeutic agents. Several synthesis methods, by wet or dry
process, have been tested and some of them have been developed in order to obtain particles
of micron/submicron size and in some cases of nanometric size. However, the size of the
particles obtained with these synthesis methods generally remained poorly controlled,
especially for nanometer-scale particles. This is why the CIRIMAT of Toulouse has been
developing apatite-based submicron particles for nanomedicine since the 2000s, taking
advantage of the “intrinsic” biocompatibility and biodegradability of these bio-inspired
compounds and their high surface reactivity. These particles are made of a calcium phosphate
mineral core close to the chemical composition of bone mineral — thus intrinsically
biocompatible — coated with an organic corona capable of stabilizing the particles as colloidal
suspensions by electrostatic repulsion or steric hindrance upon controlling their
agglomeration state. These molecules (typically 2-aminoethylphosph(on)ate “AEP” or
phosphonated poly(ethyleneglycol)), called stabilizing agents, have allowed obtaining
homogeneous submicron to nanometric size particles ranging from 25 to 350 nm with a
monomodal distribution.

However, none of these methods — also tested by other research groups e.g. using citrate or
DNA molecules as stabilizing agents — allowed directly conferring additional biological
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properties to the apatite (nano)particles, as the organic moieties forming the corona only
acted as stabilizers to control/hinder nanocrystals agglomeration. Such additional properties
could then only be provided by the subsequent co-adsorption of therapeutic (e.g.
methotrexate) or cell-targeting (e.g. folic acid or antibodies) agents, involving an electrostatic
interaction between selected end-groups exposed on the active agents and the surface of the
calcium phosphate apatite.

Based on these considerations, the essential objective of this PhD project was to develop new
bioactive peptide-based stabilizing agents able to not only stabilize bio-inspired apatite
particles as colloidal suspensions, with a controlled nanometric size, but also to confer
simultaneously added biological properties. In the frame of this work, we have especially
focused our research toward conferring pro-healing and antibacterial activity in view of the
treatment of complex wounds with high infectious risks.

The first chapter of this manuscript presents, as a bibliographic overview, the structure,
physicochemical characterization and synthesis methods developed to obtain apatite-based
(nano)particles. The different existing means to control the particle size are presented and a
particular attention is given to the use of stabilizing agents. Moreover, a review is made on
the use of hybrid apatite (nano)particles in nanomedicine.

The second chapter of this manuscript is dedicated to the synthesis of two new peptide-based
stabilizing agents that can stabilize (nano)particles as colloidal suspensions, via steric
hindrance or electrostatic repulsion. This part of the study was deeply investigated, and
several potential ways to provide final colloidal stabilization were envisioned and tested. We
ultimately aim in this work the one-pot synthesis of peptide-decorated apatite (nano)particles
by precipitating the apatite in situ in the presence of our newly engineered peptide-bearing
stabilizing agents. The thorough characterization of the (nano)objects obtained is also
described in this chapter, on the basis of a series of complementary techniques.

The third chapter of this manuscript is then dedicated to address more specifically wound
healing applications. To this aim, a preliminary biological evaluation of the most relevant
apatite-peptide hybrid nanoparticles generated was undergone. The pro-healing aspect was
tackled by selecting cell-adhesion peptides. /In vitro cell biocompatibility, proliferation and
scratch tests were carried out on murine fibroblast cells and discussed. Preliminary results
obtained on primary human fibroblasts were also obtained, showing the direct interaction of
a peptide from apatite NPs surface and cell membranes. Providing antibacterial properties to
such (nano)particles stabilized and functionalized by an antibacterial peptide was also
addressed, and discussed in this section of the manuscript. The end of this chapter is devoted
to galenic formulation of apatite-based hybrid nanoparticles in link with the treatment of
wounds, whether by impregnation of commercial bandages or by generating our own wound
dressings by freeze-casting in the presence of apatite NPs, or else by a spray methodology.
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The conclusion will highlight the main results obtained in this PhD work, and the on-going and
future directions opened by such novel apatite-peptide hybrid particles.

The following figure is a minimap representation of the manuscript, and of the main chapters
that will be developed.
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Chapter |- State of art:

Applications of hybrid apatite-based NPs in
nanomedicine
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A. Apatite structure

The word apatite comes from the Greek “anatav” (to deceive), and was given about a century
and a half ago, to a group of minerals often confused with aguamarine, amethyst or olivine
because of their similar optical properties. These compounds can be of mineral or biological
origins, and display a variety of compositional and crystalline features.

The stoichiometric apatite composition can be described by the following general formula:

Melo(XO4)6(Y)z

In this formula, Me represents a divalent metal cation (e.g. Ca?*), XO4 a trivalent anion
(e.g. PO4*) and Y a monovalent anion (e.g. OH), but a very large variety of ions can substitute
Me, XO4 and Y, including with different charges, thus generating modifications of this generic
formula provided that the overall electroneutrality of the crystal is retained.

The apatite structure can be described as a compact stacking of XOsions, completed by the
filling of some sites by Me cations, generating "tunnels" or channels in which Y ions are lodged
axially. Figure 5 represents the structure of stoichiometric hydroxyapatite « HA »
Caio0(POa4)s(OH)2 (hexagonal system, space group P63/m), whose lattice parameters are
generally considered to be a = b =9.432 A and ¢ = 6.881 A.1 This figure highlights the existence
of two types of cationic crystallographic sites, denoted Me(l) and Me(ll). While Me(l) sites
form parallel columns to the c-axis, with an estimated column width of ~2.5 A, Me(ll) sites
form equilateral triangles parallel to the ab-plane (two triangles being rotated with respect to
each other by an angle of 60° around the c-axis). These Me(ll) sites thus form the interior of
apatite tunnels whose average diameter is estimated to be ~3.5 A. The Y ions are then
positioned with respect to these Me(ll)s triangles. Depending on the Y ions and their volume,
they can be at the center of gravity of the triangles (case of the small F- ions) or more or less
offset from this position (cases of OH and CI") and thus lie above or below the plane of each
triangle (Figure 5).1
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Figure 5: Crystal structure of stoichiometric hydroxyapatite

Due to the relative flexibility of the apatite structure, in part linked to the presence of the
above-mentioned apatitic channels, various types of ionic substituents can be encountered in
apatitic compounds, thus generating a large family of materials. Some of the most frequent

components of the apatite family are listed in Table 1.

Mineral name

Reference

Formula
Fluorapatite Cayo(PO4)sF2
Hydroxyapatite Cayo(PO.)s(OH),
Chlorapatite Ca0(PO4)sCl>
Fermorite Cay(PO4)3(AsO4)3(OH),
Alforsite Bai1o(PO.)sCl>
Pyromorphite Pb1o(PO,)sCl>
Strontium-apatite Sr10(PO4)s(OH);

BelOVite'(La) Sre(NazLaz)(PO4)5(OH)2

Srs(N32C92)(PO4)5(OH)2
NaCaZSrCe(PO4)3F P3

Belovite-(Ce)
Deloneite-(Ce)

Svabite Cayo(AsO,)sF2
Johnbaumite Cay(AsO,)s(OH),

Clinomimetite Pb1o(AsO,)sCl,
Hedyphane PbegCas(AsO,)sCl,

Mimetite Pb1o(AsO,)sCl,

Hughes et al. (1989)
Ikoma et al. (1999)
Mackie et al. (1972)
Hughes & Drexler (1991)
Newberry et al. (1981)
Dai & Hughes (1989)
Pushcharovskii et al. (1987)
Pekov et al. (1996)
Rakovan & Hughes (2000)
Khomyakov et al. (1996)
Welin (1968)
Dunn et al. (1980)
Dai et al. (1991)
Rouse et al. (1984)
Dai et al. (1991)
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Morelandite Baio(AsO,);Cl, Dunn & Rouse (1978)

Turneaureite Cay0(As0,)sCl, Dunn et al. (1985b)
Brit