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Résumé

Résumé

Les nanoparticules d'or recouvertes de chélateurs ont un potentiel prometteur pour la radiothérapie guidée par
imagerie par résonance magnétique (IRM) et pour le suivi de la biodistribution de ces nanoparticules
radiosensibilisantes par imagerie IRM/TEP simultanée. Cependant, ce potentiel n'est pas pleinement exploité

en raison d'une clairance rénale indispensable mais trop rapide.

Nous avons testé deux stratégies pour retarder la clairance rénale, qui demeure pourtant essentielle pour les
nanoparticules non biodégradables : (1) I’introduction de chaines de PEG de différentes longueurs dans la
structure moléculaire des chélateurs utilisés pour la synthése des nanoparticules d'or ; (2) Il'utilisation de

nanotransporteurs biodégradables composés de nanofleurs d'oxyde de fer.

Les chélateurs PEGylés sont composés d'un site d'ancrage, un fragment d'acide thioctique (TA), et d'un
chélateur macrocyclique (DOTAGA). Une chaine de polyéthyléne glycol (PEG) de différentes longueurs (4,
11 unités) a été insérée entre TA et DOTAGA. Nous avons démontré que la réduction du sel d'or en présence
de ces chélateurs PEGylés permettait d'obtenir des nanoparticules d'or (Au@TAPEG,DOTAGA, avec n =0,
4 et 11). Le marquage des nanoparticules par des ions gadolinium ou par des radio-isotopes permet de suivre
la biodistribution des nanoparticules d'or recouvertes de chélateurs par IRM ou par imagerie nucléaire. Deux
modéles ont été utilisés pour tester les nanoparticules PEGylées in vivo. La premiere étude de la biodistribution
de différents types de nanoparticules a montré que la longueur de la chaine PEG influence le comportement in
vivo des nanoparticules injectées par voie intraveineuse chez des souris saines. La deuxiéme étude préliminaire
a porté sur le potentiel radiothérapeutique de ces nanoparticules d'or. Une radiothérapie a été réalisée apres
administration de nanoparticules Au@TAPEG,DOTAGA sur des embryons de poulet porteurs de
glioblastomes humains initiés a partir de la lignée cellulaire U87. Cette étude a montré un effet anti-
métastatique plus prononcé et une meilleure rétention des nanoparticules d’or PEGylées qui les rendent plus

efficaces quand la radiothérapie est effectuée 24 h plutot qu’une heure apres I’administration.

La deuxieéme stratégie pour retarder la clairance rénale consiste a immobiliser les nanoparticules d'or enrobées
de chélateurs sur des nanofleurs d'oxyde de fer biodégradables. La présence des nanoparticules d'or a
considérablement amélioré la stabilité colloidale des nanofleurs d'oxyde de fer et a ouvert la voie a
I'exploitation des propriétés intéressantes de ces particules superparamagnétiques pour l'imagerie et
I'nyperthermie magnétique. La biodistribution des nanofleurs décorées avec les nanoparticules d'or a été suivie
par imagerie TEP/IRM simultanée aprés injection intraveineuse a des souris saines et a des souris présentant
des plaques d'athérosclérose dans I'aorte. A partir des données recueillies par imagerie, nous avons déduit que
les nanoparticules d'or sont moins rapidement éliminées du corps lorsqu'elles sont greffées sur les nanofleurs
par rapport aux nanoparticules d'or libres. De plus, nous avons observé que les nanoparticules d'or ciblent

mieux les plaques d'athérosclérose lorsqu’elles sont greffées aux nanofleurs.






Abstract

Abstract

Chelator-coated gold nanoparticles exhibit promising potential for magnetic resonance imaging (MRI)-guided
radiotherapy and for simultaneous PET/MRI imaging. However, this potential is not plentifully exploited due
to a too rapid renal clearance.

We tested two strategies to postpone renal clearance, which is essential for non-biodegradable nanoparticles:
(1) PEGylation, with different chain lengths, of the chelators used to synthesize gold nanoparticles; (2) the use

of biodegradable nanocarriers composed of iron oxide nanoflowers.

PEGylated chelators are composed of an anchor site, a thioctic acid (TA) moiety, and a macrocyclic chelator
(DOTAGA). A polyethylene glycol (PEG) chain of different lengths (4, 11 units) was inserted. We
demonstrated that the reduction of the gold salt in the presence of these PEGylated chelators yielded gold
nanoparticles (AuU@TAPEG,DOTAGA, with n = 0, 4, and 11). Labeling the nanoparticles with gadolinium
ions or radioisotopes allows monitoring the biodistribution of chelator-coated gold nanoparticles by MRI or
nuclear imaging. Two models were used to test PEGylated nanoparticles in vivo. The first study of the
biodistribution of different types of nanoparticles showed that the length of the PEG chain influences the in
vivo behavior of intravenously injected nanoparticles in healthy mice. The second preliminary study focused
on the radiotherapeutic potential of these gold nanoparticles. Radiotherapy was performed after the
administration of AU@TAPEG.DOTAGA nanoparticles on chicken embryos carrying human glioblastoma
initiated from the U87 cell line. This study showed the anti-metastatic and retention effect of PEGylated gold

nanoparticles.

The second strategy to postpone renal clearance lies in the immobilization of the chelator-coated gold
nanoparticles on biodegradable iron oxide nanoflowers. The presence of the gold nanoparticles significantly
improved the colloidal stability of the iron oxide nanoflowers and paved the way for exploiting the attractive
properties of these superparamagnetic particles for imaging and magnetic hyperthermia. The biodistribution
of nanoflowers decorated with gold nanoparticles was followed by simultaneous PET/MRI imaging after
intravenous injection to healthy mice and mice with atherosclerotic plaques in the aorta. We deduced from the
imaging data that gold nanoparticles are less rapidly cleared from the body when grafted to nanoflowers. In
addition, we observed that gold nanoparticles better target atherosclerotic plaques when the nanoflowers carry

them.
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Sigles ou abréviations  Significations

ADN Acide désoxyribonucléique
AGuUIX Nanoparticules radiosensibilisante la radiothérapie
AHA American heart association

« Association américaine du cceur »

AMF Alternating magnetic field

« Champ magnétique alternative »
AMM Autorisation de mise sur le marché
ARN Acide ribonucléique
ARNI Acide ribonucléique interférent
ARNmM Acide ribonucléique messager
ATG Analyse thermogravimétrique
AuNC Gold nanocluster

« nanoculster d’or »

Au-NS Gold nanoshells

« nanocoquilles d’or »
AVC Accident vasculaire cérébrale
BHE Barriére hémato-encéphalique
BSA Bovine serum albumin

« Albumine de sérum bovin »

BtxI Docétaxel

CAM Chorioallantoic membrane

« Membrane chorioallantoique »

CCM Chromatographie a couche mince
CDDP Cisplatine
CDs Carbon dots

« points de carbone »
CGFL Centre George Francois Leclerc
CMC Concentration micellaire critique
CML Chronic myeloid leukemia

« Leucémie myeéloide chronique »
CML Cellules musculaires lisses
CNTs Carbon nanotubes

« nanotubes de carbone »
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Sigles ou abréviations  Significations

CT Computed tomography
« Tomodensitométrie »
CPG « Chromatographie en phase gazeuse »
GC Gas chromatography
DBP Diastolic blood pressure

« Pression sanguine diastolique »

DDS Drug delivery system
« Systeme de délivrance de principes actifs »
Dy Diametre hydrodynamique
DLS Dynamic light scattering
« Diffusion de lumiére dynamique »
DOX Doxorubicine
e Electron

« électron »

EBRT External beam radiation therapy
« Radiothérapie externe »
EDS Energy dispersive X-ray spectroscopy
« Spectroscopie de rayons X a dispersion d'énergie »
EPR Enhanced permeability and retention effect
« effet de perméabilité et de rétention accru »
ESRF European Synchrotron Radiation Facility
FDA Food and drug administration

« Agence fédérale américaine des produits alimentaires et médicamenteux »
FGF Fibroblast growth factor

« Facteur de croissance des fibroblastes »

FRET Fluorescence resonance energy transfer
« Transfert d'énergie entre molécules fluorescentes »

GDs Graphene dots

« points de graphéne »

HCT Hypoxic proportion of tumor

« Proportion hypoxique de la tumeur »

HDL High density lipoprotein

« Lipoprotéine de haute densité »

HPLC High performance liquid chromatography

« Chromatographie en phase liquide a haute performance »
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Liste d’abréviations

Sigles ou abréviations  Significations

HTA Hypertension artérielle

ICAM Intercellular adhesion molecule

« Molécule d'adhésion intercellulaire »

ICP-MS Inductively coupled plasma — mass spectrometry
« Plasma a couplage inductif — spectrométrie de masse »

ICP-OES Inductively coupled plasma — optical emission spectrometry
« Plasma a couplage inductif — spectrométrie d'émission optique »

IL Interleukine

IM Intramusculaire

IMC Indice de masse corporelle

IR Infrarouge

IRM Imagerie par résonance magnétique
MRI Magnetic resonance imaging

IRT Internal radiation therapy

« Radiothérapie interne »

v Intraveineuse

IVUS Intravascular ultrasound

« Echographie intravasculaire »

LDL Low density lipoprotein

« Lipoprotéine de basse densité »
MCF-7 Michigan cancer foundation (lignée de cellules tumorale)
MCP Monocyte chemoattractant protein

« Protéine chimiotactique des monocytes »

MDA-MB M.D. Anderson - metastatic breast (Lignée de cellule tumorale)
MDR Multi drug resistance
« Résistance multiples aux médicaments »
MEC Matrice extracellulaire
MET Microscopie electronique a transmission
TEM Transmission electron microscopy
M¢ Aimantation longitudinale
MMP Matrix metalloproteinase
MNP Magnetic nanoparticles
M+ Aimantation transversale
MVC Maladies cardio vasculaire
Mw Masse molaire moyenne en masse
NCM Nanoparticules, contaminants et membranes
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Sigles ou abréviations  Significations

NPs Nanoparticules
NRs Nanorods
« nanobatonnets »
OMS Organisation mondiale de la santé
VG-196 Peptide de ciblage dirigé contre le VCAM-1
PET Photoinduced electron transfer

« Transfert d'électrons photoinduit »

pH Potentiel d’hydrogene (-log[H3z0*])
pIR Proche infrarouge
NIR Near infrared
PMI Peptide de ciblage dirigé contre le MDM2
PTT Photothermal therapy
« Thérapie photothermique »
PTX Pactitaxel
QDs Quantum dots
« points quantiques »
RDML Real-time PCR data markup language
« Langage de balisage de données PCR en temps réel »
RF Radiofréquence
ri Relaxivité
Ri Taux de relaxation
RMN Résonance magnétique nucléaire
RPS Résonance plasmonique de surface
SPR Surface plasmonic resonance
RPSL Résonance plasmonique de surface localisée
LSPR Localised surface plasmon resonance
SBP Systolic blood pressure
« Pression artérielle systolique »
SC Sous-cutané
SIDA Syndrome d’immunodéficience acquise
SLN Solid lipid nanoparticles

« Nanoparticules lipidiques solides »

SPIONs Superparamagnetic iron oxide nanoparticles

« Nanoparticules d'oxyde de fer superparamagnétiques »

SPM Systéme phagocytaire mononucléé

MPS Mononuclear phagocyte system
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Sigles ou abréviations

Significations

SRE

Systeme réticulo-endothéliale

STEM-HAADF Scanning transmission electron microscopy-high angle annular dark field
« Microscopie électronique a transmission a balayage a champ noir annulaire a
angle élevé »

iz Temps de demi-vie

TFN Interferon
« Interféron »

TEMP Tomographie par émission monophotonique

SPECT Single photon emission computed tomography

TEP Tomographie par émission de positons

PET Positron emission tomography

TNF Tumor necrosis factor
« Facteur de nécrose tumoral »

TNM Tumor, node, metastases
« Tumeur, ganglion, métastases »

uiCC Union Internationale contre le cancer

USPIONSs Ultrasmall superparamagnetic iron oxide nanoparticles
« Nanoparticules d'oxyde de fer superparamagnétique ultrapetites »

UTINAM Univers Temps-fréquence, Interfaces, Nanostructures, Atmosphéres et
environnement, Molécules

uv Ultra-Violet

VCAM Vascular cell adhesion molecule
« Molécule d'adhésion cellulaire vasculaire »

VEGF Vascular endothelial growth factor
« Facteur de croissance endothélial vasculaire »

V4 Numéro atomique
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Symboles Chimiques Significations

As Arsenic
Au Or

Ba Baryum

Br Brome

C Carbone

Cl Chlore

Cu Cuivre

F Fluor

Ga Gallium
Gd Gadolinium
H Hydrogéne
I lode

In Indium

Lu Lutécium
Mn Manganése
N Azote

Na Sodium

O Oxygeéne
Pt Platine

S Soufre

Rb Rubidium
Re Rhénium
Sc Scandium
Tc Technétium
Tl Thallium
Y Yttrium

Zr Zirconium
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Liste d’abréviations

Produits chimiques Significations

BOPTA Dérivé du DTPA, chélateur de gadolinium
Acide gadobénique

-COOr lon carboxylate

-COOH Acide carboxylique

DEG Diéthyléne Glycol

DMF N,N-Diméthylformamide

DOTA Acide 1,4,7,10-tétraazacyclodécane-1,4,7,10-tétraacétique

DOTAGA Acide (10-(2,6-dioxotétrahydro-2H-pyran-3-yl)-1,4,7,10-tétraazacyclodécane-
1,4,7-triyDtriacétique

DTDTPA Dérivé dithiolé du DTPA (Acide diéthylenetriamine pentaacétique dithiolé)

DTPA Acide diéthylénetriamine pentaacétique

EDC N-[3-(diméthylamino)propyl]-N'-éthylcarbodiimide

EG Ethyléne glycol

EOB-DTPA Dérivé éthoxybenzyl du DTPA

Fes0. Magnétite

Gd-DTPA-BMEA Chélateur du gadolinium

[8,11-bis(carboxymethyl)-14-[2-[(2-methoxyethyl)amno]-2-oxoethyl]-6-0x0-2-
oxa-5,8,11,14-tetraazahexadecan-16-oato(3-)] gadolinium

Gd-HP-DO3A Chélateur du gadolinium
(10-(2-Hydroxypropyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-

triacetato)gadolinium

HA Hyaluronic Acid
HAuCI, Acide tétracholoroaurique
HYNIC Chélateur bifonctionnel

Acide hydrazinonicotinique

NaBH4 Tétrahydruroborate de sodium
-NH; Groupement amine

-NH3* lon ammonium

NHS N-hydroxysuccinimide
NMDEA N-méthyldiéthanolamine
NODAGA Acide 1,4,7-triaazacyclononane-1,4,7-triacétique
PEG Poly(éthylene glycol)

PLGA Ploy(lactide-co-glycolide)
PPE Poly(p-phényléne éthyléne)
-SH Fonction thiol

TA Acide Thioctique
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v-Fe;03 Maghémite
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Introduction

Introduction

Depuis le milieu des années 2000, la nanomédecine qui est consacrée a I’application des nanosciences
et nanotechnologies au domaine médical est en plein essor. Son développement repose sur le potentiel
des nanoparticules pour I’imagerie et/ou la thérapie. L’intense activité de recherche consacrée a la
nanomédecine a débouché sur la mise au point de nanoparticules multifonctionnelles dont les propriétés
qui résultent de leur taille, de leur forme, de leur composition et de leurs interactions avec leur
environnement permettent de combiner différentes modalités d’imageric médicale et activités
thérapeutiques télécommandeées. Il a été démontré que ces objets possédaient les caractéristiques
fondamentales pour améliorer la personnalisation des traitements grace a leur capacité a guider la
thérapie par I’imagerie. Parmi la large palette de nanoparticules multifonctionnelles prometteuses pour
la nanomédecine, les nanoparticules d’or ont recu une attention particulieére en raison de la simplicité de
leur mode de synthese (en tous cas pour les nanoparticules quasi sphériques), du caractére biocompatible

de I’or (a tempérer dans le cas des nanoparticules) et de leurs propriétés optiques modulables.

Les années 1994-1995 marquent un tournant dans le domaine des nanoparticules d’or avec la publication
de deux articles de Brust et de ses collégues. [1], [2] lls ont réussi & mettre au point la synthése de
nanoparticules d’or de diametre inférieur & 5 nm et stabilisées par une couche organique de molécules
thiolées. Ces travaux ont ouvert la voie vers les applications médicales des nanoparticules d’or. En raison
de la faible taille qui caractérise cette synthese, de la forte concentration en nanoparticules produites et
de la possibilité d’adapter la composition de la couche organique, les nanoparticules d’or peuvent étre
désormais congues de fagcon a répondre aux exigences des applications médicales. Les travaux pionniers
de Hainfeld ont d’ailleurs mis en exergue le potentiel des nanoparticules d’or de petites dimensions et
recouvertes d’une couche de molécules thiolées hydrophiles pour des applications en imagerie et en
thérapie. L'accumulation de ces trés petites nanoparticules d'or (diameétre du ceeur d'or de 1,9 nm) au
sein de la tumeur, qui peut étre suivie par imagerie aux rayons X, a considérablement amélioré la survie
des animaux traités par radiothérapie. [3] En plus de leurs nombreuses propriétés dont la plupart, comme
les propriétés optiques modulables, sont indéniablement reliées a leur caractére nanométrique, les
nanoparticules d’or du fait du numéro atomique élevé de 1’élément or (79Au) absorbent fortement les
rayons X utilisés en imagerie médicale et en radiothérapie. Leur présence dans les tumeurs permet donc
comme 1’ont montré les travaux de Hainfeld d’améliorer a la fois le contraste des images acquises par
tomodensitométrie X et les effets de la radiothérapie. Les nanoparticules d’or sont donc adaptées pour
la radiothérapie guidée par imagerie qui se positionne comme une stratégie prometteuse pour
personnaliser le traitement. Bien que le caractére radiosensibilisant des nanoparticules d’or résulte de la
capacité de 1’élément or a absorber les photons X et non de leur caractére nanométrique, la taille exerce

tout de méme une influence sur efficacité de la radiosensibilisation comme 1’ont montré les
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modélisations de Fred Currell et Kevin Prise [4]. Les particules d’or les plus petites sont les plus

efficaces.

Dans ce contexte et en s’appuyant sur les travaux de Brust et de Hainfeld, 1’équipe NCM de I’institut
UTINAM a développé des nanoparticules d’or de dimensions réduites pour la radiothérapie guidée par
imagerie par résonance magnétique (IRM). Cette stratégie permet d’exploiter le potentiel
radiosensibilisant! des nanoparticules d’or au moment le plus opportun grace aux données collectées par
I’IRM qui présente des avantages par rapport a I’imagerie X, comme une meilleure sensibilité et un plus
faible caractére invasif. Afin d’atteindre cet objectif, les nanoparticules d’or ont été congues de fagon a
étre recouvertes par une couche de chélateurs, d’abord linéaires (DTDTPA) puis, par un souci de sécurité
sanitaire, macrocycliques (dérivés de la famille des DOTAGA et NODAGA), qui forment des
complexes stables avec des ions d’intérét pour 1’imagerie médicale, gadolinium pour I'I[RM et
radioisotopes pour 1’imagerie nucléaire. Ces nanoparticules recouvertes de chélates de gadolinium
présentent un comportement sain apres injection intraveineuse car d’aprés les études de biodistribution
elles circulent librement sans accumulation dans les tissus sains a 1’exception des organes impliqués
dans I’élimination rénale (reins, vessie) et sont éliminées par la voie rénale. Le suivi par imagerie a
confirmé leur présence dans les tumeurs qui a été exploitée pour traiter avec succés des tumeurs
cérébrales par radiothérapie. Les animaux traités par radiothérapie apres injection intraveineuse des
nanoparticules d’or recouvertes de chélates de gadolinium présentent une mediane de survie deux fois
supérieure a celle des animaux traités uniquement par radiothérapie (et cing fois par rapport aux animaux
non traités). Cependant, le potentiel de ces nanoparticules d’or radiosensibilisantes est sous-exploité car
la clairance rénale, qui, bien qu’elle soit essentielle pour 1’utilisation in vivo de ces nanoparticules non

biodégradables, est beaucoup trop rapide.

Mes travaux de thése ont donc été consacrés a I’exploration de stratégies visant a ralentir la clairance
rénale pour mieux exploiter le potentiel des nanoparticules recouvertes de chélates de gadolinium et/ou
de radioisotopes pour I’imagerie médicale et pour le traitement mais sans changer leur taille. Deux

stratégies ont été imaginées et étudiées dans le cadre de ma these :

e le développement de nanoparticules d’or recouvertes de chélateurs PEGylées,

! Le mot radiosensibilisation (radiosensibilisant(e)) est utilisé dans ce manuscrit. Ce mot peut étre remplacé par
radiopotentialisation (radiopotentialisant(e)) ou radiorehaussement (radiorehaussant(e)) qui paraissent mieux
adaptés. Mais nous avons conservé 1’utilisation du terme « radiosensibilisation (radiosensibilisant(e)) » car il est

largement utilisé dans la littérature
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o le greffage des nanoparticules d’or recouvertes de chélateurs sur des nanofleurs de maghémite

(y-Fe20s).

Avant d’aborder la description des expériences réalisées au cours de ma thése et la discussion des
résultats obtenus (Chapitres 2 et 3), un état de I’art sur le développement de nanoparticules pour des

applications médicales est présenté dans le chapitre 1.
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CHAPITRE 1
Nanoparticules multifonctionnelles pour des
applications médicales

1. Nanomédecine

1.1. Avantages des nanoparticules en medecine

Depuis le début des années 2000, le nombre d’articles consacrés aux nanoparticules a augmenté
considérablement (Figure 1-1): ils mettent en valeur le potentiel des nanoparticules pour différentes
applications prometteuses. Les travaux consacrés aux nanoparticules ont montré comme le prédisaient les
physiciens théoriciens des les années 1960 que les nanoparticules se distinguaient des matériaux massifs
parents (i.e. des matériaux de méme composition chimique mais de taille macroscopique) par 1’apparition de
nouvelles propriétés qui peut s’expliquer dans le cadre de la physique quantique. Ces caractéristiques ont
stimulé une intense activité de recherche dont 1’objectif était de synthétiser de nouvelles nanostructures en
jouant sur la taille, la forme, la chimie de surface, 1’assemblage discret afin de mieux comprendre le
comportement de ces nouveaux objets et d’anticiper les futures applications qui exploiteraient les propriétés
singulieres des nanoparticules et nanomatériaux. Ces travaux ont entre autres permis la conception de
nanoparticules multifonctionnelles qui possédent des caractéristiques avantageuses pour des applications
médicales. L’espoir de voir des nanoparticules apporter des solutions a des situations thérapeutiques
désespérées est tel qu'une nouvelle discipline, la nanomédecine, a émergé comme [’atteste 1’évolution du
nombre d’articles consacrés a I’application médicale des nanoparticules entre 2000 et 2020 (Figure 1-2). En
effet, de nombreuses nanoparticules, en raison de leurs caractéristiques uniques a I'échelle nanométrique,
présentent un comportement qui permet d’envisager une variété d'utilisations diagnostiques et thérapeutiques
innovantes. [1], [2] Méme s’il est difficile de dresser un portrait-robot de la nanoparticule ideéale car chaque
situation nécessite d’ajuster les propriétés physico-bio-chimiques des agents thérapeutiques et/ou
diagnostiques, I’engouement pour les nanoparticules dans le domaine de la nanomédecine repose sur les
différences avantageuses qu’affichent les nanoparticules par rapport aux molécules. La littérature montre
clairement que les nanoparticules permettent, contrairement aux molécules, un meilleur contréle de leur
biodistribution, une plus grande activité en raison du plus grand nombre d’éléments actifs contenus dans une
nanoparticule, la combinaison plus aisée de différentes modalités d’imagerie pour une interprétation des
images plus robuste et plus fiable, 1’association de modalités d’imagerie avec une (ou plusieurs) activité
thérapeutique commandée a distance pour la thérapie guidée par 1’imagerie qui garantira une plus grande
efficacité grace a une personnalisation des traitements. Cependant les travaux consacrés a la nanomédecine ont
mis en lumiére la difficulté de franchir les barriéres biologiques, de cibler spécifiquement les zones a imager
ou a traiter qui peut conduire a une sous-exploitation du potentiel des nanoparticules. En outre, le mode

d’administration et d’élimination doit étre pris en compte dés la conception des nanoparticules a visée médicale
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afin de ne pas gaspiller le temps, 1’énergie et I’argent que demandent le développement de nouveaux
médicaments. Ces nanoparticules et leurs applications seront abordées plus en détail ultérieurement (page 77

paragraphe 4.4.3).
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Figure 1-1 : Evolution des nombres d’articles contenant le mot « nanoparticules » dans leur titre.

En plus de leurs propriétés intrinseques originales, les nanoparticules constituent également des supports
idéaux pour divers agents moléculaires ou macromoléculaires actifs, qui peuvent étre intégrés dans leur masse,
incorporés dans leur réseau de pores et/ou reliés a la surface. En médecine, les nanoparticules utilisées comme
systeme de transport et de livraison de principes actifs (DDS pour drug delivery system) offrent un certain
nombre d'avantages par rapport aux médicaments moléculaires traditionnels.[3], [4] Pour commencer, ils
permettent de délivrer des dispersions aqueuses stables d'agents moléculaires actifs mais insolubles dans I'eau
ou dans I'environnement biologique. Leur composition, leur taille, leur forme et leurs caractéristiques de
surface peuvent toutes étre ajustées avec précision pour protéger les principes actifs encapsulés contre la
dégradation par divers systémes de défense endogénes lorsqu'ils sont introduits dans I'environnement
biologique comme la dégradation enzymatique, I'immunodégradation, la séquestration dans la circulation par
le systéme phagocytaire mononucléé (SPM)?, I'hydrolyse acide dans I'estomac, la clairance mucociliaire dans
les poumons et d'autres processus. Cette capacité d’ajustement des propriétés des nanoparticules permet de
cibler des organes et des tissus spécifiques dans le corps, ainsi que la spécificité cellulaire et subcellulaire.[5]

Un autre avantage significatif est qu'une famille de nanoparticules peut étre créée pour la libération contrélée

2 anciennement connu sous le nom du systéme réticulo-endothélial (RES : Reticulo-endothelial system)
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de principe actif dans des régions spécifiques, ce qui entraine une activité thérapeutique optimale et
durable.[6]-[8]
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Figure 1-2 : Différentes disciplines dont les articles contiennent le mot « nanoparticules » dans leur titre

La multimodalité, ou la capacité d'effectuer plusieurs taches diagnostiques et/ou thérapeutiques simultanément,
est une caractéristique unique des nanoparticules multifonctionnelles.[9]-[12] Enfin, les nanoparticules
développées pour des applications médicales doivent étre non toxiques et éliminées en toute sécurité de
I'organisme. Ces avantages et contraintes sont illustrés dans la Figure 1-3.

Elimination de I’organisme Protection des agents
sous forme intacte ou incorporés contre la
biodégradée dégradation

Ciblage d’un organe, un tissu
Nanoparticules et/ou un type de cellule
spécifique

Multimodalité pour le
diagnostic et la thérapie

Formulation d’actifs peu Libération contrdlée des agents

hydrosolubles actifs incorporés

Figure 1-3 : Utilisation des nanoparticules dans le domaine biomédical
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1.2. Principaux types de nanoparticules

Principales nanoparticules organiques et inorganiques

Organique Inorganique

Nanoparticules Nanoparticules
a base de semi-
lipides conductrices

Nanostructures
de carbone

Nanoparticules
de polymeres

Nanoparticules Nanoparticules
magnétiques plasmoniques

Nanoparticules
a base de silice

J

Figure 1-4 : Différents types de nanoparticules selon leur composant

La Figure 1-4 présente certaines des nanoparticules les plus décrites. Les nanoparticules présentent des formes
et des structures différentes. Afin d’augmenter le nombre de propriétés intéressantes que posséde une
nanoparticules la structure cceur-coquille est une des solutions les plus prometteuses. Une structure de type
cceur-coquille construite de maniére hiérarchique, en plus d'une nanostructure de base, permet I'incorporation
de diverses charges utiles thérapeutiques ou diagnostiques dans le noyau ou les différentes coquilles, ce qui
les rend idéales pour des applications multimodales. Les principales utilisations biologiques des

nanoparticules, ainsi que leurs definitions et leurs applications, sont résumées dans le Tableau 1-1.
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Céramiques, carbone, silice
Ou métaux comme or, argent Grande stabilité aux conditions extrémes : pH,
ou fer, oxydes, fluorures, température
oxysulfures et

Vésicules composées d’une » S
) Cosmétique. Solution injectable. Ne
ou de plusieurs couches de )
o conviennent pas pour les formes orales.
phospholipides enfermant un ) )
Oncologie, vaccins
cceur hydrophile

. L Formes injectables, voie orale, topiques, IM, 1V,
Nanoparticules solides a L
’ SC. Stables et avec peu de toxicite.
25°C formulées avec un _ )
) ) ’ Franchissement de la barriere
tensio-actif dans un solute . ’ ) . o
hématoencéphalique, libération de principes
aqueux. ) ) )
actifs sur plusieurs semaines

Dispersion de phases aqueuse

et lipidique maintenue a Formes injectables. Vaccinations, formes de
I’équilibre par des tensio- principe actifs.
actifs

Polymeres biodégradables et ) ) )
Les matiéres actives sont incluses au cours de la
solubles dans I’eau au-dela de ) o o
. formation puis libérées. Formes injectables,
la valeur critique
complexation avec de I’ADN
d’assemblage

Association de segments de ) ) )
. o Les matiéres actives sont incluses au cours de la
polymeéres amphiphiles dans ) o .
formation puis libérées. Formes injectables,
I’eau au-dela de la valeur
complexation avec de I’ADN
critique d’assemblage

Architectures de polymeres . o
o Thérapie génique, vaccination
de formes réguliéres

Tableau 1-1: Classification des nano-objets selon leur composition

1.2.1. Nanoparticules de polymeres

La composition chimique, la taille, la biodégradabilité, la forme et la fonctionnalité de surface des
nanoparticules de polymeéres peuvent toutes étre adaptées pour répondre a des besoins spécifiques[13]. Par
conséquent, ils constituent des vecteurs de principes actifs excellents pour diverses applications de détection,
d'imagerie et de thérapie. La biodégradation contr6lée du polymere ou I'activation par un stimulus approprié
peuvent étre utilisees pour affiner le schéma de libération du principe actif. Les stimuli de libération de

principe actif reposent soit sur des méthodes passives (par exemple, un changement de pH dans un hydrogel
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provoquant un gonflement)[14], [15] soit sur des méthodes actives, dirigées de I'extérieur (par exemple, la
photodégradation par rupture induite par la lumiére des liaisons photolabiles dans un squelette
polymere).[16]-[18] Enfin, les polyméres hydrophiles, y compris le polyéthylene glycol (PEG), sont
freguemment employés comme agents d'enrobage sur d'autres nanoparticules pour améliorer leur dispersion

dans I'eau, leur biodisponibilité et leur efficacité de ciblage. [19] - [21]

Les polymeres biodégradables ont souvent un squelette carboné contenant des hétéroatomes (O, N, S, etc.),
qui facilite I'nydrolyse et la rupture des liaisons[22]. Ces nanoparticules peuvent étre hydrolysées in vitro et
in vivo dans certaines circonstances, ce qui permet de contréler la libération du principe actif et de I'éliminer
plus facilement du corps. Le poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) est un polyester approuve par la FDA (Food
and Drug Administration) dont les micro et nanoparticules ont été efficacement utilisées dans des
nanoformulations thérapeutiques. Pour une utilisation optimale in vivo, les nanoparticules de PLGA doivent,

en raison de leur lipophilie, étre recouvertes d'un polymere biocompatible hydrophile, tel que le PEG.[23]

Dans le domaine de I'administration de principes actifs, les copolyméres séquencés comportant au moins un
bloc hydrophile et un bloc lipophile ont également suscité beaucoup d'intérét.[24] Ils s'auto-assemblent
spontanément en une structure cceur-coquille avec un noyau interne hydrophobe dans les environnements
aqueux. Comme elles ont des concentrations micellaires critiques (CMC) beaucoup plus faibles que celles
des micelles de tensioactifs, ces nanomicelles polymériques restent intactes dans des fluides tres dilués.
Celles qui comportent un groupe sensible au pH ou a la température dans le bloc hydrophile, comme
I'acrylamide, sont particulierement attrayantes. Ces groupes font que les nanoparticules ressemblent a un
hydrogel, provoquant un gonflement et la libération du principe actif lorsque le pH ou la température dépasse

un seuil qui peut étre modulé en fonction de la composition du polymere.

Les dendrimeéres, qui sont des structures supramoléculaires constituées d'unités organiques hyperbranchées
bien définies, sont un type particulier de nanoparticules organiques. lls ont été intensivement explorés pour
une variété d'applications biologiques, allant de la détection a I'administration de principe actifs, en raison de
leur diameétre minuscule (inférieur a 20 nm) qui est régulé par la génération et d’une distribution en taille trés
étroite.[25] Le principe actif est piégé dans les branches du dendrimére. La libération contrélée du principe
actif peut étre réalisée en connectant le principe actif a une branche avec un lien chimique biodégradable. La
chimie de la couronne extérieure d'un dendrimere peut également étre utilisée pour le conjuguer au PEG pour

contréler la balance hydrophile/hydrophobe ou a un groupe de reconnaissance pour améliorer le ciblage.

1.2.2.  Nanoparticules a base de lipides

Les trois principales nanoparticules & base de lipides sont : les nanomicelles de polymeres phospholipidiques,
les nanostructures veésiculaires a bicouche lipidique (liposomes) et les nanoparticules lipidiques solides
(SLN : Solid Lipid Nanoparticles). Les deux premieres classes sont constituées de diglyceérides, tandis que

la troisieme est constituée de triglycérides a haut point de fusion.

Les nanoparticules liposomales a base de phospholipides comportent deux couches lipidiques organisées de

facon a présenter une surface externe (en contact avec I’environnement) et une surface interne
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hydrophiles.[26] Elles possedent donc un compartiment aqueux polaire au cceur de la nanostructure. Les
principes actifs hydrosolubles peuvent alors étre ajoutés au compartiment aqueux, tandis que les charges
utiles lipophiles peuvent étre incorporées a la bicouche lipidique. La thérapie génique a utilisé des liposomes

cationiques comme transporteurs de génes. Pour une meilleure circulation et biodisponibilité, des chaines

PEG sont fréguemment immobilisées a leur surface.

Figure 1-5 : Représentation en 3D de différentes structures a base lipidique : (4) la micelle constituée d’'une seule couche de lipides,
(B) le liposome constitué de deux couches qui emprisonnent un compartiment aqueux et (C) la bicouche lipidique plane[27]

Les SLN d'une taille comprise entre 10 et 1000 nm sont élaborés a partir de lipides & haut point de fusion. A
température ambiante et a la température du corps, ils sont solides.[28], [29] Par rapport aux autres
nanostructures lipidiques/micellaires, ils sont biocompatibles et biodégradables, avec beaucoup moins
d'effets indésirables. Elles sont plus rigides, donc plus stables structurellement, et elles protégent mieux les
principes actifs encapsulés contre la dégradation chimique.

1.2.3. Nanoparticules inorganiques

En tant que supports, les nanoparticules inorganigques ont I'avantage d'étre extrémement solides, stables et
résistantes a la destruction par les enzymes. Elles peuvent étre fabriquées dans des tailles trés réduites (moins
de 20 nm) de maniére contrblée pour orienter leur une élimination vers la voie rénale ou la voie
hépatobiliaire[30]. De plus, leurs propriétés électriques, optiques et magnétiques intéressantes peuvent étre
ajustées en gérant judicieusement leurs phases cristallines, leurs tailles, leurs formes, leurs compositions et
leurs caractéristiques de surface afin de les rendre véritablement multifonctionnelles pour I'imagerie et le
traitement.[30]

Les points quantiques (QDs), qui sont des nanocristaux semi-conducteurs inorganiques, constituent une
famille importante de nano-émetteurs. Des QDs de I'ordre de 3-10 nm peuvent étre produits en utilisant la
chimie des colloides chauds, et possédent généralement une taille inférieure ou égale a la longueur du rayon
de Bohr d'un exciton (une paire électron-trou). Ils présentent donc des effets de confinement quantique.[31]
Contrairement aux matériaux semi-conducteurs massif, qui présentent des structures en forme de bande, le
confinement spatial des excitons en trois dimensions crée des niveaux d'énergie distincts (quantifiés) dans la
bande de valence a faible énergie et la bande de conduction vide des QDs. La taille du point quantique
détermine I'écart énergétique entre le niveau quantifié occupé le plus élevé de la bande de valence et le niveau

quantifié inoccupé le plus bas de la bande de conduction, ce qui entraine des émissions accordables en
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fonction de la taille lors d'une stimulation & une seule longueur d'onde. Les QDs se distinguent des
fluorophores organiques par une exceptionnelle photostabilité, par une bande d’absorption large et une bande
d’émission fine. Les QDs possédent donc des caractéristiques de luminescence attrayantes pour développer
une nouvelle génération de sondes optiques pour 1’imagerie multicolore de longue durée et pour la
biodétection in vitro et in vivo. Cependant, la plupart des QDs rapportés sont actives par la lumiére UV ou
visible, ce qui peut provoquer une autofluorescence et une diffusion de fond élevées pour la bioimagerie,
ainsi qu'une profondeur de pénétration de la lumiére relativement limitée dans les tissus biologiques, ce qui
limite leur application dans I'imagerie optique des tissus profonds. De plus, la présence de métaux lourds
toxiques dans ces QDs a soulevé certaines inquiétudes liées a leur utilisation biologique généralisée.[32] Il
convient de noter que les QDs peuvent étre couplés a une enveloppe poreuse en silice ou en polymeére afin

de permettre I'administration de principe actif ou des traitements activés par la lumiére.

Les fullerénes, les points de carbone (CDs : carbon dots), les nanotubes de carbone (CNTs : carbon
nanotubes) et les points de graphéne (GDs : graphen dots) sont des nanostructures de carbone dotées de
caractéristiques électriques et de résistance a la traction uniques. Ces nanoparticules sont également
caractérisées par leur propriétés de fluorescence dans le domaine proche infrarouge (pIR ou en anglais NIR
pour near-infrared) qui correspond au domaine du spectre électromagnétique pour lequel les tissus
biologiques sont les plus transparents. Les CNTs possédent un large éventail d'utilisations potentielles en
médecine, notamment la détection, I'imagerie et I'administration de principes actifs. Par exemple, en utilisant
la photoluminescence intrinseque des nanotubes de carbone a paroi unigque, qui se trouve dans la "deuxiéme
fenétre d'imagerie optique" de 1000-1350 nm, l'imagerie microscopique intravitale a haute résolution des
vaisseaux tumoraux sous la peau épaisse et I'imagerie in vivo de I'animal entier ont été démontrées avec
succes.[33] Des stratégies ont été développées pour générer des groupes fonctionnels a leur surface des
CNTs. Leur présence facilite la conjugaison avec des agents diagnostiques, thérapeutiques et de
reconnaissance. Il a également été démontré que le volume interne des CNTs pouvaient servir a encapsuler

des principes actifs dont la libération peut étre contr6lée par différents types de stimulus.

Les points de carbone (CDs) sont un type de substance fluorescente intéressante pour des utilisations en
médecine.[34] lls possédent une taille typique dans les trois dimensions de moins de 10 nm et peuvent étre
facilement fonctionnalisés pour favoriser leur dispersion dans les environnements aqueux. Comparés aux
QDs semi-conducteurs, ils présentent une plus grande résistance au photoblanchiment, une meilleure
biocompatibilité et une toxicité réduite. La longueur d'onde de leur luminescence est déterminée par leur
taille, leur cristallinité et leur chimie de surface.[35], [36] Les CDs sont facilement éliminés de I'organisme
et présentent un niveau de toxicité minimal, tout en fournissant des signaux optiques fiables. Les CDs enrobés
de polyéthyléne glycol (PEG) (diamétre inférieur a 5 nm) sont rapidement éliminés dans I'urine et ont une
tres faible rétention dans le foie.[37] Les CDs peuvent étre conjugués avec une variété de produits chimiques

pour délivrer des principes actifs spécifiques.[38] Leur capacité a étre rapidement éliminés de I'organisme
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par le rein renforce leur potentiel en tant qu’agents théranostiques et en tant que nanosystémes pour

I'administration de principe actif.

Les points de graphéne (GDs) ont récemment été utilisés dans des applications biologiques. A I'échelle
nanométrique, les GDs peuvent étre considérés comme une entité constituée d'une seule couche atomique de
graphite a deux dimensions.[39] En raison de I'énorme surface plane héritée du graphene en vrac, une large
gamme de composés médicinaux avec une charge élevée en principe actifs peut étre élaborée en s’appuyant
sur la possibilité de fonctionnaliser leur deux faces (supérieure et inférieure). Cependant, la structure du
graphéne qui repose sur la répétition d’un motif hexagonal régulier compact d’atomes de carbone de type sp?
impose que la post-fonctionnalisation des GDs soit réalisée en appliquant des réactions typiques des systéemes
avec une conjugaison -t pour 1’adsorption physique ou pour le greffage covalent de différentes entités. A
I’instar des autres nanoparticules semi-conductrices, la bande interdite des GDs peut ajustée et donc les
propriétés optiques (photoluminescence) peuvent étre modulées. Dans le cas des GDs, la largeur de la bande
interdite est controlée par des effets de confinement quantique des électrons a I’intérieur de la couche
nanomeétriques. Par exemple, des GDs a fluorescence verte ont été préparés par une méthode solvothermale
en une étape. En raison d’un rendement quantique de luminescence élevé (11,4%), ils ont été utilisé
efficacement pour I’imagerie cellulaire.[40] En outre, les progres récents de la chimie en solution ont permis
de produire des graphénes colloidaux massifs et stables de taille et de forme uniformes.[41], [42]
L’amélioration de la stabilité colloidale des GDs ouvrent la voie a 1’exploitation de leurs formidables

propriétés optiques dans le cadre de la photothérapie et de I'imagerie du cancer.[43], [44]

Les nanostructures de métaux nobles, comme l'or et l'argent, de tailles et de formes diverses sont des
exemples courants de nanostructures plasmoniques.[45] L’illumination des nanoparticules plasmoniques
génére une oscillation collective des électrons de la bande de conduction. Lorsque la fréquence d’oscillation
est égale a la fréquence des photons incidents, on observe alors le phénomeéne de la résonance plasmonique
de surface localisée (RPSL ou en anglais LSPR pour localised surface plasmon resonance) qui se traduit par
une forte absorption de la lumiére.[46] Il en résulte que le spectre d'absorption optique d'une nanostructure
plasmonique présente une bande intense d'absorption généralement dans les domaines du visible et du proche
infrarouge pour les nanostructures métalliques d'or et d'argent appelée bande plasmon. La forme et la position
de cette bande, et donc les propriétés optiques, dépendent de la taille, de la forme et de I’environnement
diélectrique des nanoparticules plasmoniques. Les nanospheres, nanotubes, nanocoquilles (noyau
diélectrique et coquille d'or), nanocages et autres nanomatériaux en or ont eté largement utilisés en
bioimagerie, bioimagerie photothermique [47]-[50] et traitement photothermique, ainsi qu'en bioimagerie
photoaccoustique. Les nanotubes d'or revétus de facon & conférer une charge de surface positive ont
également été utilisés pour transporter du matériel génétique dont la libération peut étre générée par le

phénomeéne de résonance plasmonique.[51]

Outre leur stabilité physicochimique et leur faible toxicité, les structures métalliques en or présentent deux

avantages majeurs. Elles possedent des caractéristiques d'absorption de la lumiére exceptionnellement
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élevées (coefficients dextinction de 10° MZcm?), permettant, dans les milieux biologiques, une
luminescence a deux photons adéquate, un chauffage induit par laser significatif, et la génération d’ondes
acoustiques provoquée par des cycles d'expansion thermique du milieu environnant les nanoparticules
plasmoniques exposée a une lumiere laser pulsée.[52] Leurs bandes d'absorption peuvent étre facilement
ajustées en variant leurs tailles et leurs formes pour se situer dans la région du proche infrarouge, ou les tissus
biologiques présentent une absorption et une diffusion considérablement plus faibles que dans les autres

domaines du spectre de la lumiére visible.[47]

De nouvelles structures plasmoniques incluant des porteurs libres dans des nanoparticules semi-conductrices
non steechiométriques ont également été créées.[53] Elles présentent une plus large gamme d'adaptation de
la bande plasmonique et sont moins codteuses que les structures plasmoniques métalliques. Des
nanoparticules hétérogenes composées d’un domaine semi-conducteur fortement dopé (Cu.-xSe) et d’un
domaine métallique (Au) présentent une forte absorption de la lumiere visible attribuée au phénomeéne de
résonance plasmonique de la surface localisée dans les longueurs d’onde du visible et du proche infrarouge,

résultant des interactions entre deux domaines plasmoniques. [54]

De nombreuses études ont mis en lumiere le formidable potentiel des nanoparticules magnétiques pour des
applications en imagerie et en thérapie.[55] Quelques types de nanoparticules d'oxyde de fer, comme FeszO4
(magnétite) et y-Fe-03 (maghémite), en sont les exemples les plus courants. Les SPIONSs (superparamagnetic
iron oxide nanoparticles, nanoparticules superparamagnétiques d'oxyde de fer (FesO.)) ont été largement
utilisés pour la bioséparation, la biodétection, I'administration de principe actifs et de génes assistée par
champ magnétique, I’imagerie par résonance magnétique (IRM) et le traitement magnétique du cancer.[55]-
[57] Ces particules ont une distribution de taille limitée et peuvent étre produites dans des tailles allant de
quelgues nanometres a plusieurs micromeétres, ce qui les rend adaptées a I'exploration et a la manipulation
d’entités biologiques telles que des protéines (5-50 nm), des virus (20-450 nm), des génes (2 nm de large et
10-100 nm de long) ou des cellules entiéres (10-100 um).[57] Lorsqu'ils sont fabriqués et fonctionnalisés de
maniére appropriée, les SPIONs sont également inoffensifs et bien tolérés par les organismes vivants. Ils sont
biocompatibles et peuvent étre recouverts de biomolécules d'affinité pour une liaison extrémement précise
avec une cible biologique d'intérét.[55], [56], [58] Les nanoparticules magnétiques sont couramment
employées comme nanotransporteurs pour le ciblage par champ magnétique de principes actifs et de génes
vers une zone d'intérét. Enfin, les nanoparticules magnétiques peuvent étre utilisées dans la thérapie du cancer
car elles induisent un chauffage localisé lorsqu'elles sont soumises a un champ magnétique alternatif de haute
fréquence [59], [60].

Les nanoparticules de silice qui sont reconnues pour leur biocompatibilité élevée sont en général synthétisées
par chimie sol-gel. La chimie sol-gel, connue aussi sous le terme de « chimie douce », est un processus
analogue a la polymérisation. Elle s’appuye sur des successions de réaction d’hydrolyse et de condensation

pour transformer les précurseurs moléculaires (alcoxydes de silicium avec éventuellement des
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organoalcoxysilanes) en un réseau d’hydroxyde, d’oxo-hydroxyde et d’oxyde plus ou moins hydraté selon
les conditions opératoires. Lorsque I'hydrolyse et la polycondensation ont lieu en milieu alcalin, la formation
de nanoparticules est favorisée.[61] Le procédé de Stdber exploite cette caractéristique pour obtenir des
nanoparticules de silice de taille contrélée avec une distribution en taille extrémement étroite.[62] Elle a été
adaptée par le groupe de recherche de Wiesner pour produire des nanoparticules de silice fluorescente (cceur
de silice fonctionnalisé par des fluorophores organiques et enrobé d’une couche de silice transparente) dont

la taille n’excéde pas 10 nm, gamme de taille inaccessible par le procédé de Stober.

Une autre méthode pour produire des nanoparticules de taille contr61ée consiste a réaliser I’hydrolyse alcaline
et la condensation en milieu micellaire. La taille des micelles qui est fixée par la nature et la quantité des
phases liquides et des molécules tensio-actives garantit le controle de la taille des nanoparticules : si les
micelles sont uniformes et de méme taille, les nanoparticules obtenues seront alors uniformes et de méme
taille. Chaque micelle se comporte comme un réacteur miniature. En général, les nanoparticules sont

précipitées par ajout d’un liquide qui déstabilise les micelles.

Dans certaines conditions expérimentales en présence d’agents tensio-actifs, il est possible de synthétiser des
nanoparticules de silice mésoporeuse dont, a la fois, le diamétre des nanoparticules et la taille et la disposition

des pores peuvent étre contrélés.[63]

La synthese par voie sol-gel qui est trés performante pour produire des nanoparticules de silice de taille, de
composition et de porosité contrdlées est également tres appropriée pour enrober diverses nanoparticules
inorganiques (telles que les nanoparticules d’oxyde de fer, les nanostructures quantiques, les nanoparticules
d'or et les nanoparticules luminescentes a conversion ascendante) d’une coquille de silice afin de garantir la

biocompatibilité et d’apporter des propriétés physico-chimiques complémentaires.[64]-[67]

Les nanoparticules de silice sont transparentes et, seules, elles ne présentent aucune propriété intéressante
pour des application biomédicales, a I’exception de leur caractére biocompatible. Mais les nanoparticules de
silice, qu’elles soient mésoporeuses ou non, sont trés intéressantes pour les applications biomédicales car
leur composition peut étre finement adaptée avant, pendant et/ou apres leur synthese (avant : par modification
des précurseurs de type organoalcoxysilane dont il existe une grande variété, pendant : par incorporation
physique ou chimique dans la matrice de silice en cours de formation, aprés : par greffage sur des sites
d’ancrage dont la présence dépend de la nature des précurseurs). Elles sont donc dans la plupart des cas
congues comme des plateformes théranostiques pour combiner imagerie médicale et thérapie en incorporant
dans la matrice et/ou a la surface des principes actifs (chimiothérapie), des colorants organiques (imagerie
de fluorescence et chirurgie assistée par la fluorescence), des chélates de gadolinium (IRM), des agents

photosensibilisateurs (thérapie photodynamique), des agents de reconnaissance (ciblage actif).[61], [68]-[75]

1.3. Bilan

Les nanoparticules multifonctionnelles sont donc des objets trés prometteurs pour apporter des solutions a des

situations thérapeutiques pour lesquelles I’arsenal actuellement a disposition des cliniciens n’est pas
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suffisamment efficace. En particulier, les nanoparticules se démarquent des molécules actuellement utilisées

en clinique par :

o un meilleur contréle de la biodistribution qui garantit un traitement efficace tout en préservant les tissus
sains environnants,

e la capacité, malgré le faible volume des nanoparticules, de rassembler un nombre d’espéces actives
supérieur a celui présent dans les molécules qui rend les nanoparticules intrinséquement plus efficaces,

e des propriétés nouvelles qui peuvent étre exploitées pour mettre en ceuvre des stratégies originales
jusqu’a présent inaccessibles,

e de combiner des modalités d’imagerie complémentaire afin de rendre I’interprétation des images plus
robuste et le diagnostic ou le suivi du traitement plus fiable,

e d’associer imagerie et activité thérapeutique télécommandée plus facilement que dans le cas des
molécules avec ’espoir de personnaliser plus facilement les traitements car 1’activité thérapeutique sera

déclenchée a partir des données collectées par I’imagerie.

Malgré les avancées obtenues en nanomédecine qui montrent le potentiel des nanoparticules et leur supériorité
face aux principes actifs et médicaments a base de molécules, il reste encore beaucoup de pistes a explorer
pour concevoir des nanoparticules théranostiques. Avant d’aborder la description des nanoparticules qui ont
¢été développées au cours de la thése, les parties suivantes seront consacrées a I’imagerie et a la thérapie du
cancer et de I’athérosclérose afin de mettre en lumiére les besoins pour améliorer le diagnostic et le traitement
gue pourraient combler des nanoparticules dont la conception serait adaptée aux contraintes pour mieux

exploiter le potentiel des nanoparticules.

2. Imagerie médicale

L’imagerie médicale est un outil puissant et essentiel dans le domaine médical. Elle participe au dépistage et
au diagnostic des maladies. D’autre part, elle permet de suivre le développement de la maladie ainsi que
I’évaluation de la réponse thérapeutique et de guider la thérapie. Plusieurs techniques d’imagerie non invasives
sont devenues de plus en plus utilisées ces derniéres années pour surveiller ’administration, la libération et
I’efficacité des principes actifs comme 1’imagerie par résonance magnétique (IRM ou MRI : Magnetic
Resonance Imaging), la tomodensitométrie X (CT : Computed Tomography) et I’imagerie nucléaire qui
comprend la tomographie par émission de positons (TEP ou PET : Positron Emission Tomography) et la
tomographie par émission monophotonique (TEMP ou SPECT : Single Photon Emission Computed
Tomography).[9], [11], [76]-[85] Parmi ces techniques, la tomodensitométrie X et I'IRM peuvent étre mises
en ceuvre sans ou avec des agents de contraste. A ’inverse, dans le cas de I’imagerie nucléaire, aucun signal
de fond n’est détecté en I’absence de radiotraceurs. L’administration d’agent d’imagerie radioactif est alors
indispensable. En raison de leur importance en clinique, nous nous concentrerons dans cette partie sur ces

quatre types d’imagerie.
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2.1. Imagerie par résonance magnétique

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) est fréquemment utilisée pour la recherche en nanomédecine, les
évaluations de la pharmacocinétique, la biodistribution, la surveillance de libération des principes actifs. Elle
est une technique d’imagerie médicale importante dans le diagnostic de différents types de maladie. Elle
appartient a la famille des imageries anatomiques (comme la tomodensitométrie X) : elle permet de visualiser,
sans avoir recours a des rayonnements ionisants, des tissus biologiques et des organes en trois dimensions avec
une tres bonne résolution spatiale en exploitant le phénomeéne de résonance magnétique nucléaire (RMN).[86],
[87] L’IRM est une modalité d’imagerie trés utile et largement applicable pour la recherche préclinique, le

diagnostic clinique et le suivi thérapeutique en genéral.

2.1.1. Principe

L’imagerie par résonance magnétique repose sur un concept similaire a celui de la résonance magnétique
nucléaire du proton (RMNH). La RMN*H permet de suivre la réponse des protons excités par une onde radio
a la fréquence de résonance (fréquence de Larmor) quand ils sont exposés a un champ magnétique intense et
uniforme induit par un aimant. En absence de champ magnétique externe, les moments magnétiques de
protons sont orientés de facon aléatoire et le moment magnétique global est nul. Lorsqu’on applique un
champ magnétique intense B_O’ (valeur normale entre 0,5 et 3T), les moments magnétiques des protons

présents en grand nombre dans les tissus (eau, biomolécules) s’alignent dans une direction paralleéle ou
antiparalléle au champ B,. L’aimantation total M devient non nulle et peut étre décrite par deux composantes.
L’aimantation longitudinale (E)) qui correspond a la composante selon I’axe du champ B_O) (Z par
convention) et 1’aimantation transversale (W) qui correspond a la composante dans le plan (X, Y)

perpendiculaire & B,. Aprés P’application de I’onde radiofréquence, les moments magnétiques reviennent a
leur position d’équilibre : c’est la relaxation. On appelle T1, ou temps de relaxation longitudinale, le temps
nécessaire pour que la valeur de I’aimantation longitudinale retrouve 63% de sa valeur initiale et T, ou le
temps de relaxation transversale, le temps nécessaire pour que la valeur de 1’aimantation transversale
revienne a 37% de sa valeur initiale). On définit les taux de relaxation comme I’inverse des temps de

relaxation : R; = 1/T; (taux de relaxation longitudinale (i=1) ou transversale (i=2)).

L’obtention de I’image a partir du signal RMN nécessite la localisation de ce signal dans les trois dimensions.
Les parametres a 1’origine du contraste dans les clichés IRM sont les temps de relaxation T et T, de
I’aimantation ainsi que la densité de protons dans les tissus. Le temps de relaxation est sensible a
I’environnement physico-chimique des protons présent dans les cellules. Pour cela, les cellules constituant

le méme type de tissus possédent une relaxation propre qui se différencie d’un tissus a I’autre.

L’un des aspects les plus fascinants de I’'IRM est la possibilité de « pondérer » le signal afin de modifier le
contraste entre des tissus de composition différente. L’opérateur peut préférer le signal des tissus ayant un
long T1 ou T (pondération T et To, respectivement) ou refléter les variations de la densité de protons entre

les tissus en utilisant diverses séquences d’onde radiofréquence. Grace a cette option, les images sont plus
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contrastées, ce qui permet de distinguer plus facilement les différents tissus. Les Iésions ou les tumeurs

deviennent ainsi plus faciles a distinguer.

Sans avoir a recourir aux rayonnements ionisants, I'imagerie par résonance magnétique permet de visualiser
des organismes en trois dimensions avec une grande résolution spatiale. L'IRM permet de recueillir des
images anatomiques de haute qualité des tissus mous (qui contiennent de nombreux protons) et n'a aucune
limite de profondeur. C'est la technique standard pour I'imagerie et I'étude du systéme nerveux central
(cerveau), tant sur le plan anatomique que fonctionnel. L'IRM est I'une des méthodes d'imagerie médicale les

plus utilisées aujourd'hui, notamment pour l'identification des tumeurs.

Cependant, I'lRM présente des inconvénients importants, notamment un temps d'acquisition long et
I'impossibilité d'acquérir des images de vastes régions (par exemple, le corps entier) en un seul balayage. En
outre, le codt élevé de I'équipement et la complexité des composants (aimants supraconducteurs) sont des
obstacles a la prolifération des équipements d'IRM. Un autre défaut de cette méthode est sa faible sensibilité,
qui rend difficile la détection de tissus malades dans certains cas. Pour pallier ce manque de sensibilité, des
agents de contraste peuvent étre administrés aux patients pour augmenter le contraste natif entre les différents
types de tissus et améliorer de fait la précision du diagnostic médical. Plus d’un tiers des examens cliniques

sont réalisées aprés administration d’agents de contraste.

2.1.2. Les agents de contraste en IRM

Un agent de contraste, congu pour étre utilisé en IRM, agit sur le temps de relaxation longitudinale T1 ou
transversale T, des spins nucléaires des protons d’hydrogéne. Les agents de contraste T1 et T2 ne sont donc
pas immédiatement visibles mais les conséquences de leurs interactions avec les protons peuvent étre
observées. Les agents de contraste pour I'IRM se répartissent en deux familles: les agents

superparamagnétiques et les agents paramagnétiques.[88]

Le contraste positif caractéristique des images pondérées T; est réhaussé lorsque les molécules d’eau
interagissent chimiquement avec des composés paramagnétiques comme le gadolinium (Gd**) ou le
manganése (Mn?*). Les électrons non appariés des ions paramagnétiques composant les agents de contraste
(7 électrons non appariés pour Gd** et 5 pour Mn?*) créent des champs magnétiques puissants qui induisent,
parmi les protons de 1’eau qui se trouvent a proximité, une variation de la période de relaxation le long de
’axe longitudinal. Ils induisent alors une diminution du temps de relaxation T1 des protons qui se trouvent
dans leur voisinage. Un tel effet se traduit par une augmentation du contraste positif. Ces agents de contraste
sont appelés agents de contraste positif (ou agents T,) car ils produisent un éclaircissement sur les images
IRM pondérées en T1. Comme sa structure électronique est caractérisée par la présence de sept electrons f
non appariés, soit le plus grand nombre possible pour les éléments du tableau périodique, 1’ion gadolinium
(Gd®") possede un moment magnétique trés élevé qui génére donc des perturbations treés importantes dans le
comportement des protons. Les composés contenant des ions Gd** sont d’excellents agents T1 a condition de

contenir son caractére hautement toxique.
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37°C)
Magnevist,
Gadopentetate L . Rénale
. . Linéaire lonique 1960 49;29 4,3
dimeglumine, 1,60 h
Gd-DTPA
ProHance,
. i Non Rénale
Gadoteridol, Macrocyclique | 630 20;1,3 4.4
ionique 1,57 h
Gd-HP-DO3A
Omniscan,
o o Non Reénale
Gadodiamid, Linéaire o 789 2,0;14 4,6
ionique 1,30h
Gd-DTPA-BMEA
OptiMARK, )
) L Non Reénale
Gadoversetamide, Linéaire o 1110 31;20 5,2
ionique 1,73 h
Gd-DTPA
MultiHance, ’
96% Rénale
Gadobenate L . o
. ) Linéaire lonique | 4% hépatique 1970 9,2 (6) ;5,3 6,7
dimeglumine, .
12a2h
Gd-BOPTA
Eovist L o .
o Linéaire ionique | 0,91a0,95h 688 1,19 8,7
Gadoxelate disodium
Gadavist ) )
Macrocyclique = lonique 1,62a291h 1603 4,96 52;6,1
Gadobutrol

Tableau 2-1: Principales propriétés des agents de contraste administrés par voie intraveineuse et approuvés par la FDA (Food and
Drug Administration)[89]

Afin de contourner ce probléme de toxicité, 1’ion gadolinium est utilisé sous forme complexée (Tableau 2-1).
Les agents de contraste positif administrés en clinique sont obtenus par complexation des ions gadolinium
par des chélateurs linéaires ou cycliques de la famille des polyaminocarboxylates (Figure 2-1) car ils forment

des complexes trés stables (16,5 < LogKgqL < 25).

Les complexes paramagnétiques sont principalement injectés par voie intraveineuse, a des concentrations de
0,5a 1 mol.L. Leur biodistribution dépend de leur taille et de leur caractere hydrophile/hydrophobe. Aprés
injection intraveineuse, la faible masse moléculaire (< 1000 g.mol) permet la répartition des agents dans les
espaces extracellulaires. Le contraste positif augmente dans la zone dans laquelle ils se répartissent puis ils
sont éliminés par le systéme urinaire. Au niveau du cerveau, ces agents ne franchissent la barriére hémato-
encéphalique (BHE) que lorsque celle-ci est 1ésée, par exemple dans le cas d’une tumeur cérébrale.[88], [90]
La faible demi-vie plasmatique de ces agents réduit la fenétre temporelle d’acquisition et diminue la

probabilité de réaliser durablement un ciblage passif des zones pathologiques.
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Figure 2-1 : Exemples de quelques chélateurs commerciaux utilisés pour élaborer des agents de contraste paramagnétiques

Les agents de contraste superparamagnétiques agissent sur le contraste négatif des images acquises par IRM
en modifiant le temps de relaxation T, des protons. Les nanoparticules d’oxyde de fer (FezO4, y-Fe20s de 5
a 200 nm) sont les composés superparamagnétiques les plus étudiés et certaines ont été utilisées en clinique
comme agents de contraste négatif T, (Tableau 2-2). Selon leur taille, les nanoparticules d’oxyde de fer sont
classées en deux catégories : SPIONSs (Superparamagnetic Iron Oxides Nanoparticles, >50 nm) et USPIONs
(Ultrasmall Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles, <50 nm).[91], [92] Ces agents de contraste
exercent une influence sur le temps de relaxation T et induisent un assombrissement de I’image dans les
zones ou ils se répartissent. lls sont utilisés principalement pour la détection de lésions du systéme réticulo-
endothélial (SRE : foie, rate et ganglions lymphatiques). En raison de leur nature, leur rétention est favorisée
dans les zones saines qui sont, contrairement aux tumeurs, riches en macrophages résidents. Cette
accumulation préférentielle des nanoparticules d’oxyde de fer dans les parties saines des organes du SRE
permet d’identifier les contours d’une tumeur car elle génére un assombrissement des zones saines par rapport

a la zone pathologique qui demeure plus claire sur les images IRM.[88], [93]

Des études ont démontré la dégradation des nanoparticules d’oxyde de fer en milieu physiologique. [94],
[95] Si dans le cas des agents paramagnétiques Ti la libération des ions gadolinium dans 1’organisme
représente un danger vital, la libération du fer pose beaucoup moins de probleme car le fer est un élément
naturellement présent chez 1’étre humain. Les agents T» a base d’oxyde de fer peuvent donc étre considérés

comme biodégradables.

30



Chapitre |

Matériau du Diamétre du
Surface r (mM*st)
ceeur cceur (nm)
Ferumoxides Fesz04
. Dextrane 4,96 160 120
(Feridex) v-Fex03
Ferucarbotran
) Fes04 Carboxydextrane 4 60 186
(Combidexx)
Ferumoxtran
) FesO4 Dextrane 5,85 35 65
(Combidex)
CLIP-Tat Fes0q Dextrane 5 30 62
FeNP o-Fe PEG 10 - 129
MnMEIO MnFe;04 DMSA 6-12 - 208-358
CoMEIO CoFe;04 DMSA 12 - 172
NiMEIO NiFe204 DMSA 12 - 152
Au- Fe;0q4 FesO4 PEG 20 = 114
Au-FePt FePt (fcc) PEG 6 - 59

Tableau 2-2: Agents de contraste T2 [91]

2.2. Tomodensitométrie ou Imagerie X

L’imagerie X, dont le développement s’est appuyé sur la découverte des rayon X par Roentgen en 1895, est la
premiere méthode d’imagerie médicale. Pendant de nombreuses décennies, elle est restée la seule technique
d’imagerie accessible. Les améliorations dont elle a bénéficié ont été rendues possibles grace aux progres de

I’informatique.

2.2.1. Principe

L’imagerie par rayons X est une technologie d’imagerie médicale qui repose sur I’atténuation des rayons X
pour créer une image bidimensionnelle du corps qu’ils traversent. L’accélération des électrons entre I’anode
et la cathode produit les rayons X, c’est-a-dire un rayonnement électromagnétique constitué de photons
(photons X) dont la gamme d’énergie est comprise entre quelques dizaines d’électrons-volts (eV) jusqu’a
plusieurs MeV (1eV correspond a 1,602.107° J). L’énergie maximale des photons du rayonnement X
augmente avec la tension entre 1’anode et la cathode. Les longueurs d’onde utilisées en radiologie sont
d’environ 10 m (0,01 nm). Les photons associés a ces longueurs d’onde ont une énergie comprise entre 20
et 150 KeV. Comme le rayonnement vy, et les faisceaux d’ions, utilisées en médecine, le rayonnement X est

un rayonnement ionisant car il provoque des ionisations lorsqu’il traverse la maticre.

La tension utilisée pour générer les rayonnements utiles en imagerie est comprise entre 110 et 150 kV. Les
rayons produits par ces hautes tensions sont appelés rayons durs. Ils ont un haut niveau de pénétration dans
le corps. En revanche, il existe des rayons X mous. Des voltages plus faibles, allant de 20 a 30 kV, sont
utilisés pour les créer. En raison de leur faible énérgie, la pénétration des rayons X mous est trop modeste

dans le corps pour étre intéressants en imagerie.
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Le contraste des images produites par cette approche dépend des variations d’absorption des rayonnements
ionisants. Lorsque le patient est exposé a un faisceau de rayons X, une partie du faisceau incident traverse
entiérement le corps, tandis qu’une autre partie est dispersée (effet Compton ou diffusion Rayleigh) et qu’une

autre est absorbée (effet photoélectrique).

Cette modalit¢ d’imagerie médicale présente plusieurs avantages, qui peuvent expliquer son utilisation
généralisée dans les hopitaux. Elle est abordable, extrémement précise (résolution spatiale jusqu’a 0,1 mm)
et ne nécessite qu’une bréve exposition du patient aux rayonnements (les images sont obtenues rapidement),
ce qui réduit les risques associés aux rayonnements ionisants. En revanche, elle fournit des images produites
par une projection conique (aucune lentille n’est utilisée pour les rayons X), ce qui entraine une projection

déformée des caractéristiques anatomiques.

En outre, la projection des régions traversées sur un plan 2D entraine une perte d’information, qui peut étre
considérablement minimisée grace aux méthodes tomographiques (CT ou scanner). L’utilisation du
traitement numérique des données en tomographie a rayons X (scanner ou CT) permet la génération
immédiate d’une image 3D. L’enregistrement d’une collection de projections dans une section transversales
du patient, réalisé par une rotation coordonnée du détecteur et de la source autour du patient, permet la

production de cette image.[96]

2.2.2.  Agents de contraste

Bien que cette modalité d’imagerie médicale offre une bonne résolution, elle souffre d’un manque de
contraste. Les agents de contraste sont alors couramment utilisés en radiologie pour compenser le manque
de contraste des images acquises par imagerie X. La capacité de ces agents a augmenter le contraste entre les
différents tissus et organes facilite leur visualisation. En raison de leur propension a absorber les photons X,
les éléments ayant un numéro atomique élevé (section efficace d’absorption des rayons X élevée) entrent
dans la composition des agents de contraste pour I’imagerie X posés. Les agents préparés a partir de sulfate
de baryum (Zga = 56) et ceux contenant de 1’iode (Z; = 53) sont les plus utilisés en radiologie. Alors que les
agents composeés de sulfate de baryum ne peuvent étre administrés que par voie orale, rectale, les composés
iodés peuvent s’administrer par différentes voies: orale, rectale, intraveineuse, intravésiculaire,

intravertébrale et intrasplénique.[97]

Les agents de contraste iodés, trés utilisés en radiologie, ont été considérablement améliorés afin de
s’affranchir des problémes potentiels de toxicité rénale ou de réactions indésirables une fois dans

I’environnement biologique [98].

2.3. Imagerie nucléaire

L’imagerie nucléaire consiste a détecter 1’émission de photon y par des isotopes radioactifs administrés
principalement par voie intraveineuse au patient pour réaliser une imagerie fonctionnelle de 1’organisme.
Malgré différents types de contraintes liées a la préparation, & la manipulation, au stockage et aux traitements
des matériaux radioactifs, cette modalité d’imagerie est adaptée pour étudier la biodistribution d’agents

thérapeutiques (molécules, nanoparticules) en raison de sa sensibilité exceptionnelle.[99]-[101] Elle se divise
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en deux catégories : la premiére utilise les émetteurs de photons y (SPECT : Single Photon Emission Computed
Tomography), la deuxiéme utilise les émetteurs de positons p* (PET : Positon Emission Tomography).[102],
[103]

2.3.1. Scintigraphie et tomographie par emission mono-photonique TEMP (SPECT)

La SPECT repose sur des rayons non coincidents créés par des radionucléides, par opposition aux rayons
coincidents requis pour reconstruire des images. La SPECT permet donc d’imager le corps entier des patients
et de représenter de maniere tridimensionnelle la distribution d’un traceur radioactif au sein d’un organisme
au cours du temps. En conséquence, la sensibilité de la SPECT est a peu prés d’un ordre de grandeur
inférieure a celle de la PET et sa mesure est plus complexe. [*™Tc]Tc, [*In]In, [*21]1 et [?°*TI]TI sont
guelques-uns des radio-isotopes les plus couramment utilisés en SPECT. Contrairement a la PET, ou tous les
photons libérés ont la méme énergie de 511 KeV, la SPECT utilise une variété d’énergies, et I’imagerie
dépendante de 1’énergie permet I’évaluation simultanée de plusieurs radiotraceurs et donc de différentes
sondes radiomarquées. Une grande sensibilité, des résultats quantitatifs et une profondeur de pénétration
¢élevée sont les avantages les plus évidents de la SPECT. L absence d’informations anatomiques, la limitation
de la résolution spatiale et le caractere ionisant des sondes radioactives sont les inconvénients majeurs de

cette technique.

2.3.2.  Tomographie par émission de positon TEP (PET)

La PET est une méthode de quantification et de visualisation tridimensionnelle de la répartition des
radionucléides émetteurs de positons. Lorsqu’un noyau émetteur B* se désintegre, il émet un positon
(particule B*) qui, en interagissant avec un électron du milieu traversé, conduit au phénoméne d’annihilation
qui se traduit par la disparition de deux particules. Deux photons y d’énergie égale a 511 KeV sont alors émis
simultanément dans des directions diamétralement opposées (Figure 2-2). L’imagerie PET repose sur la
détection simultanée des paires de photons issus de chaque phénoméne d’annihilation. [*C]C, [*N]N,[**0]0O,
[*8F]F, [*Sc]Sc, [*2Cu]Cu, [5*Cu]Cu, [#Ga]Ga, [?As]As, [“As]As, [®Br]Br, [*Rb]Rb, [®Y]Y, [°Zr]Zr et
[*2*1]I sont des exemples d’isotopes émetteurs de positons couramment utilisés.[104]-[111] Compte tenu de
la grande sensibilité des imageurs PET et des bonnes caractéristiques de pénétration tissulaire des photons v,
les concentrations radioactives dans la gamme picomolaire sont généralement suffisantes pour créer des
rapports signal/bruit élevés et produire des images utilisables et des données quantitatives. En conséquence,
la PET est souvent utilisée en clinique pour le diagnostic, la stadification et le suivi thérapeutique de la
maladie.[112]-[115], [104] Elle est une technique d’imagerie fonctionnelle car elle est adaptée pour une

étude du métabolisme et du fonctionnement des organes.
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v=511keV

Figure 2-2 : Emission d'un positon et réaction d'annihilation [116]

La PET est un excellent outil pour pour le diagnostic clinique et la stadification mais également pour le
développement préclinique d’agents thérapeutiques car elle permet de suivre leur biodistribution et de
quantifier leur pharmacocinétique et leur accumulation en raison de sa grande sensibilité, de sa profondeur
de pénétration infinie, de son caractére quantitatif et de sa large palette de radionucléides accessibles. Les

sondes PET sont obtenues principalement selon deux voies :

- par complexation des radionucléides avec des groupes chélatants tels que les dérivés du DOTA, du
DTPA ou du HYNIC.

- par incorporation des radioéléments ([1!C]C, [*F]F ...) dans la structure moléculaire des
radiotraceurs.[107], [117]-[124]

Chacune de ses stratégies présentent des avantages et des inconvénients. La premiére stratégie
(complexation) est relativement simple et rapide a mettre en ceuvre mais est sujette a un risque de
démétallation indésirable qui outre le caractére toxique de certains ions non complexés peut fausser
I’interprétation des images. La deuxieme stratégie est trés intéressante car les molécules ainsi radiomarquées

ont la méme composition chimique et donc les mémes comportements que les molécules « froides ».

Bien qu’elle posséde de nombreux atouts, la PET est cependant pénalisée par un certain nombre
d’inconvénients, comme notamment la nécessité d’utiliser des sondes radioactives et un manque

d’informations anatomiques en raison d’une résolution spatiale limitée.

2.4. Imagerie multimodale
Les modalités d’imagerie médicale décrites précédemment (CT, IRM, PET, SPECT) présentent toutes des
caractéristiques attrayantes mais également des limitations. Elles dépendent des caractéristiques physiques sur
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lesquelles repose 1’acquisition des images. En effet, CT et IRM sont caractérisées par une bonne résolution
spatiale mais sont handicapées par une faible sensibilité alors que les techniques d’imagerie nucléaires (TEP,
SPECT) se distinguent par leur excellente sensibilité. En revanche, elles sont pénalisées par leur faible
résolution spatiale. Du fait de leurs caractéristiques physiques, la tomodensitométrie X et I'IRM fournissent
des informations anatomiques avec un excellent résolution spatiale alors que 1’imagerie nucléaire fournit des
informations fonctionnelles avec une excellente sensibilité. L’IRM et CT ne donnent pas les mémes

informations que celles obtenues a partir de la PET et de la SPECT, mais elles sont complémentaires. Pour

cette raison, il a été proposé d’associer ces modalités d’imagerie complémentaires.

. : _ Sensibilité
. Signal Résolution Temps Profondeur Agent
Technique , . (mol.L? .
mesuré spatiale d’acquisition maximum d’imagerie
d’Al)
) 50 — 200 . o Molécules
Imagerie X Rayons X Minutes 10° M Pas de limite L €€
pm iodées
Chélates de
Minutes a 10°-10° o Gd*;
IRM RMN H 10 -100 pm Pas de limite €eee
heures M oxydes de
fer
[*MTc]Te,
. 101010 o
SPECT Rayons y 1-2mm Minutes 1y Pas de limite [**In]In, €€€
) [ZTI]TI
Imagerie
- [ec,
nucléaire Rayons y
10 secondesa | 101! - 10 o [*8F]F,
PET (511 1-2mm . Pas de limite €€ee
minutes Z2Mm [*50]0,
KeV)
[®*Cu]Cu

Tableau 2-3: Caractéristiques des principales techniques d'imagerie médicale

L’imagerie multimodale résulte de la combinaison de deux ou plusieurs techniques d’imagerie afin d’obtenir
des informations complémentaires. L’obtention des informations anatomiques et fonctionnelles dans une zone
peut étre réalisées en combinant des images acquises par la tomodensitométrie X et I’IRM et imagerie
nucléaire.[125] Cette combinaison permet de coupler les points forts de chacune de ces modalités
complémentaires et conduire a une meilleure interprétation des images qui rendra la localisation des zones
pathologiques plus fiable. Des systemes hybrides CT/PET, CT/SPECT, IRM/PET [126] et IRM/SPECT [127]
ont récemment été congus afin de limiter I’irradiation des patients tout en permettant I’imagerie des tissus mous
avec une grande résolution spatiale et une haute sensibilité. D’autre combinaisons sont en cours de
développement, tous ont un point commun : elles sont toutes a la recherche d’un impact synergique permettant
de maximiser les bénéfices de chaque modalité employée (sensibilité, résolution spatiale, imagerie
anatomiques ou fonctionnelles ...). L’objectif est de pouvoir détecter et localiser plus rapidement les l1ésions
(notamment les cancers) afin de proposer aux patients une thérapie plus précoce et plus adaptée. Parallelement
au développement des méthodes d’imagerie multimodale, un effort de recherche intensif est mené dans le

domaine des sondes multimodales.[128]
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2.5. Bilan

L’imagerie multimodale (Tableau 2-4) est devenue 1’un des principaux outils pour le diagnostic médical, le
suivi des traitements et de 1’évolution des maladies (surtout des cancers) ainsi que 1’identification de la thérapie
la plus adaptée. L’obtention des informations complémentaires améliore chaque phase de traitements de la
maladie. Pour pouvoir combiner ces modalités, le développement d’une plateforme contenant les agents
d’imagerie des deux types de modalités peut étre requis. L’équipe NCM, impliquée dans le développement de
nouvelles sondes multimodales pour 1’imagerie multimodale, a développé des nanoparticules d’or pour
I’imagerie simultanée IRM/PET (thése de Farhan Bouraleh Hoch) dans le cadre du projet EquipEx IMAPPI
(coordonnateur : Prof. Frangois Brunotte puis Prof. Alexandre Cochet). Le traitement de certaines maladies
comme le cancer et I’athérosclérose dépendent beaucoup de 1’imagerie. Afin de mieux comprendre les enjeux
concernant le développement de sondes d’imagerie et d’agents théranostiques plus efficaces dans le domaine

du diagnostic et du traitement des cancers et de 1’athérosclérose, ces maladies seront décrites dans la partie

suivante.
Technique Avantages Inconvénients
) ) Radiation ionisante
Imagerie X Haute résolution )
Faible contraste
) o Faible sensibilité
Technique non ionisante
) ) ) Danger des relargages d’¢éléments
Haute résolution spatiale )
IRM o ) toxiques contenus dans les agents
Haute correlation anatomique
R de contraste
intrinséque . .
Vision « en coupes » du tissu
SPECT Haute sensibilité o o
) . o Utilisation de radioisotopes
Imagerie nucléaire Possibilité de scanner le corps ) . )
PET Faible résolution

complet dans une image

Tableau 2-4 : Principaux avantages et inconvénients des techniques d’imagerie médicale [129]

3. Cancer et athérosclérose : maladie différente mais traiter avec les
mémes nanoparticules

3.1. Cancer

Le cancer est une des préoccupations majeures de santé publique de ces derniéres années. Selon 1’organisation
mondiale de la santé (OMS), le cancer a été responsable de prés de 10 millions de déces en 2020, soit 13% de
I’ensemble des déces. Au cours des deux prochaines décennies, le nombre de nouveaux cas de cancer dans le
monde devrait passer de 14 millions en 2012 a pas moins de 22 millions en 2040. En France, le nombre de

nouveaux cas de cancer devrait augmenter de 35% en 2040. Les graphiques suivants montrent le nombre de

36



Chapitre |

nouveaux cas en France en 2020 (Figure 3-2) et les estimations de taux d’incidence et de mortalité en France
entre 2020 et 2040 (Figure 3-1 et Figure 3-3) selon I’organisation mondiale de la santé.
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Figure 3-1: Estimation du nombre de morts par le cancer en France en 2020 et2040
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Figure 3-2 : Proportion des principaux cancers déclarés en 2020 en France
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Figure 3-3 : Estimation du nombre de cas de cancer en France en 2020 et 2040

3.1.1.  Cancer ou cancers ?

Le terme cancer représente plusieurs maladies résultantes d’une prolifération illimitée de cellules a cause de
I’altération du patrimoine génétique. Ces cellules anormales échappent a tout contrdle de différenciation et
de multiplication. Une surpopulation de cellules détruit les tissus environnants et peut s’accompagner d’une
dispersion dans 1I’ensemble de 1’organisme et provoque, en 1’absence de traitement approprié, la mort.[130]
Différents facteurs sont a I’origine de cette prolifération cellulaire. Certaines sont bien connues et d’autres
suscitent encore le débat. Les plus connus sont les facteurs héréditaires, irradiation (rayons ultra-violets,
rayonnements X ou vy), exposition a des composés chimiques mutagénes (carcinogéne, solvants), tabac,
alcool, etc.[131]

Bien que le terme cancer soit utilisé au singulier, suggérant une homogénéité, il existe en réalité différents
types de cancer selon 1’organe atteint, mais également selon le type de cellules dont la tumeur est issue. En
outre, la variabilité biologique entre patients est a I’origine de différences notables dans le développement et
le traitement d’un méme type de cancer. Cette observation a suscité une réflexion sur la personnalisation des
traitements. Chez les femmes, les cancers les plus répandus sont ceux du sein, du col de I’utérus et les cancers
colorectaux, alors que chez I’homme, les cancers des poumons, de la prostate et les cancers colorectaux sont

les plus fréquents.[132], [133] Selon leurs états, les cancers sont classes dans quatre catégories :

- Les cancers « solides » : les plus courants qui se développent dans les tissus autres que le sang ;

- Les cancers « liquides » : qui se développent dans le sang (leucémie) ou dans le systéme lymphatique
(lymphome) ;

- Les cancers « métastatiques » qui se développent dans un ou plusieurs autres tissus éloignés de la
tumeur primaire (propagation dans le corps) ;

- Les cancers secondaires consécutifs a un traitement.[134]

38



Chapitre |

Quand le cancer est diagnostiqué, la détermination de son stade est importante. Les trois critéres qui doivent

étre pris en compte sont :

- Lataille et I’infiltration du cancer
- L’infection des ganglions lymphatiques par le cancer

- Laprésence ou non de métastases

L’Union Internationale Contre le Cancer (UICC) a proposé la classification TNM des types de cancer qui
repose sur ces trois criteres : T pour le site primaire du cancer, N pour les ganglions lymphatiques impliqués
(N car node en anglais signifie ganglion), M pour la présence ou 1’absence de métastase. Cette classification

permet une meilleure planification du traitement.

3.1.2. Apparition et croissance
Comme déja mentionné, 1’apparition d’un cancer peut avoir pour origine plusieurs facteurs. Cependant,

quelle que soit le type de cancer, cette maladie comporte plusieurs phases (Figure 3-4) [130] :

- Initiation : correspond a une 1ésion d’ADN (acide désoxyribonucléique) non réversible d’une cellule.
Cette mutation influence la division cellulaire, la croissance ou la différenciation de la cellule. Cette
cellule est appelée cellule « initiée ». A ce stade, on ne parle pas encore de cancer ;

- Promotion : correspond a la stabilisation de la Iésion par des expositions prolongés a des facteurs de
risque. Cette lésion est conservée et transmise ;

- Propagation : Correspond a une perte de I’identité de la cellule qui acquiert de nouvelles propriétés de
multiplication incontrdlables et conduit & une perte de différenciation. A ce stade, on parle d’une

tumeur maligne ;

a) b)

[Initiation] [Promotion| [Progression|

Chimie

s 2 @— @O e

Virus /' Lésion de '

I'ADN Tumeur Cancer Cancer
maligne clinique meétastatique

Figure 3-4: Schéma des (a) phases initiales du cancer et (b) développement tumoral

Les cellules cancéreuses sont différentes des cellules normales. Elles ont la faculté de contourner les systémes
de régulation de la population cellulaire (homéostasie) et obtiennent ainsi une « immortalité » qui leur permet
de se diviser indéfiniment.[130], [135] En outre, elles peuvent développer différents mécanismes qui leur
permettent d’éviter la détection ou la destruction par le systeme immunitaire (échappement tumoral) [135],

[136], ce qui leur permet de se multiplier rapidement et de maniére incontrolée.

La croissance d’une tumeur maligne est donc extrémement rapide, entrainant I’invasion et la destruction des
tissus sains qui 1I’entourent (invasion tumorale). Les cellules tumorales détruisent la matrice extracellulaire

en sécrétant des enzymes particuliéres, la rendant plus lache et plus désordonnée. Les cellules tumorales
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peuvent atteindre les artéres nourricieres grace a une perte d’adhésion cellulaire et a I’acquisition de capacités

de mobilité (migration cellulaire).[130], [136] Ces derniéres sont essentielles au développement de la tumeur.

3.1.3.  Angiogenese tumorale et expansion métastasique

\

L’angiogenése est le processus de formation de nouveaux capillaires sanguins a partir de vaisseaux
préexistants. Elle est controlée par des mécanismes moléculaires complexes induits par des substances
favorisant ou limitant ce processus.[137], [138]
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Figure 3-5 : Mécanisme de l'angiogenése[139]

Le « switch angiogénique » est provoqué par I’hypoxie, qui survient lorsque la taille d’amas de cellules
cancéreuses dépasse 1 a 2 mm? en raison d’une prolifération incontrolée des cellules cancéreuses.[140] Ces
derniers commencent a générer des facteurs de croissance favorisant I’angiogenése, notamment le VEGF
(vascular endothelial growth factor) et FGFs (fibroblast growth factors).[140]-[142] La libération de ces
facteurs de croissance modifie 1’équilibre entre les substances chimiques favorisant et celles limitant
I’angiogeneése, promouvant la prolifération des cellules endothéliales, nécessaire a la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins. Ceux-ci assureront 1’approvisionnement des tumeurs en oxygene et en nutriments,
assurant ainsi leur développement (Figure 3-5). La néovascularisation est une étape critique et nécessaire non
seulement pour la survie des tumeurs, mais aussi pour la création et la propagation des métastases dans les
organes les plus éloignés. La cause la plus fréquente de mortalité par cancer est la propagation métastasique
via le systeme vasculaire. [141], [143]-[147]
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3.1.4. Physiologie tumorale et implication thérapeutique

La zone tumorale présente une physiologie différente de celle de la zone saine en raison d’un développement
et d’une reproduction rapides et non controlés des cellules tumorales. Ce développement anarchique a besoin
d’un apport supplémentaire d’oxygéne et de nutriment assuré par une hypervascularisation, qui est
structurellement et fonctionnellement anormale pour la plupart des tumeurs.[148], [149] Les vaisseaux
sanguins irriguant le microenvironnement tumoral sont désorganisés, tortueux, présentent des imperfections
dans leur paroi, une répartition spatiale hétérogéne et un diametre variable (Figure 3-5).[148], [150], [151]
Les vaisseaux sanguins qui irriguent le microenvironnement tumoral présentent une « fenestration » de
plusieurs centaines de nanometres car les cellules endothéliales qui les composent ne sont pas jointives. Cette
fenestration rend les vaisseaux sanguins poreux et augmente la perméabilité du flux sanguin irrégulier et
anarchique.[148], [152]-[156] Cette anomalie des vaisseaux sanguins et 1’absence de drainage lymphatique
permettent ’accumulation d’entités ayant une taille inférieure a 1000 nm.[157] Ce phénoméne connu sous
le nom d’effet EPR (Enhanced Permeability and Retention effect) est présent dans différents types de cancer
et joue un réle essentiel pour le ciblage « passif » et « actif » des macromolécules et des nano-objets. L’effet
EPR a été initialement découvert par Matsumara et Maeda [158] dans les années 1980. Il s’agit de I’un des

principaux phénomenes permettant le diagnostic et le traitement des tumeurs solides.[159]
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Figure 3-6: Développement tumoral en plusieurs étapes: a) tumeur dormante, b) dilatation des vaisseaux sanguins, c) début de
bourgeonnement angiogénique, d)bourgeonnement avancé et e) hypervascularisation tumorale [141]

Les tumeurs se distinguent également par une surexpression abondante de récepteurs spécifiques a la surface
des cellules qui les composent en raison d’un métabolisme accru. Cette surexpression ouvre la voix au ciblage
actif de ces cellules avec des molécules spécifiques (protéines, anticorps, peptides. ..) qui présentent une forte
affinité pour ces récepteurs. Il est essentiel de souligner que ce ciblage actif des tumeurs solides n’est possible

que si les conditions physiologiques sont réunies pour le ciblage passif, par effet EPR.

3.1.5. Les méthodes de traitement du cancer

Le cancer, de nos jours, est traité par différents stratégies thérapeutiques, principalement la chirurgie, la
chimiothérapie et la radiothérapie. Ces stratégies peuvent étre utilisées seules ou combinées afin d’augmenter

la possibilité de guérison chez les malades.

Apreés le diagnostic du cancer, I’intervention chirurgicale est généralement la premiére étape du traitement.
Selon la taille et la localisation de la tumeur, deux méthodes chirurgicales sont fréquemment utilisées pour

le traiter :
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- La mastectomie : implique I’ablation totale de la tumeur. Cette thérapie drastique, qui élimine la
totalité des tissus afin de limiter les récidives, est freguemment pratiquée lorsque cette derniére ne
présente pas de risque pour le patient. C’est le cas dans le cancer du sein.

- La tumorectomie : consiste & enlever une partic de 1’organe ou la tumeur était située. Elle est
couramment utilisée pour traiter les petites tumeurs. Quand les tumeurs sont minuscules, cette thérapie

est conservatrice.[160]

Cependant, 1’opération présente certains inconvénients, tels que des infections au niveau de site chirurgical,
un inconfort aprés 1’opération et des problémes d’anesthésie. En outre, elle est restreinte aux tumeurs
malignes qui sont facilement accessibles, comme le cancer du sein ou de la prostate. En plus de la chirurgie,
des thérapies supplémentaires telle que la chimiothérapie et/ou la radiothérapie sont utilisées pour améliorer

les chances de guérison.

La chimiothérapie est un traitement qui repose sur 1’utilisation de médicaments visant & éliminer les cellules
cancéreuses. Elle permet de prolonger la vie des patients traités mais avec des résultats trés variables en
fonction du type de cancer, de son stade et des patients.[161] Les agents de chimiothérapie couramment
utilisés comme la doxorubicine (DOX),[162] le pactitaxel (PTX),[163] le docétaxel (Btxl) [164] et le
cisplatine (CDDP) [165] sont capables de tuer rapidement les cellules cancéreuses dés leur absorption. Ces
agents arrétent le cycle cellulaire (effet cytostatique) et /ou provoquent une mort cellulaire (effet cytotoxique)
principalement par apoptose. Les molécules sont le plus souvent administrées par perfusion intraveineuse.
Cependant, la clairance rapide et la distribution non spécifique de ces substances chimiques réduisent
considérablement 1’efficacité de ces agents et induisent une toxicité systémique.[166] En outre, 1’utilisation
de médicaments sur une longue période entraine souvent le développement par les cellules cancéreuses de
voies de résistance aux agents chimiques, connues sous le nom de MDR (Multi Drug Resistance).[167]—
[169] Pour surmonter ces difficultés, des systémes d’administration de médicament (DDS : Drug Delivery
System) congus sur mesure pour transporter et livrer de fagon ciblée les principes actifs dans les tumeurs ont
été mis en ceuvre, [170]-[173] garantissant une accumulation préférentielle dans les tumeurs grace a des
méthodes de ciblage passif ou actif. Au cours des derniéres décennies, une large gamme de DDS organiques
et inorganiques a été développé et produite pour I’administration de médicaments spécifiques aux tumeurs.
Les DDS organiques qui comprennent les liposomes,[174] les micelles,[175] les dendriméres,[176] et les
nanoparticules polymeéres[177] sont étudiées avec grand intérét depuis les années 1960. En raison de leur
excellente biocompatibilité et biodégradabilité, plusieurs de ces formulations ont méme été utilisées pour le
transport et la libération d’agents anticancéreux. Le potentiel de certains d’entre eux est évalué dans le cadre
d’essais cliniques alors que d’autres, comme le Doxil®, ont obtenu une autorisation de mise sur le marché

(AMM) [178]. Le Doxil® est constitué d’un liposome qui encapsule la doxorubicine (DOX).

Cependant leur large éventail d’applications est limité par leur stabilité et leur immunogénicité. En revanche,
les DDS inorganiques, tels que les nanomatériaux de carbone,[179] les nanoparticules magnétiques,[180] les

nanostrutures d’or,[181] les nanoparticules de silice mésoporeuse [182] et les points quantiques [183] (QDs)
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ont une dispersion /stabilité élevée, une grande capacité de chargement de principes actifs et une faible
immunogénicité.[184]-[188] Ils constituent une alternative prometteuse pour surmonter les inconvénients
des DDS organiques. Les DDS inorganiques purs, en revanche, sont pour la plupart caractérisés par un trop
faible temps de résidence vasculaire, une clairance rapide par SPM, une toxicité a long terme et une faible
biodégradabilité. Les DDS hybrides obtenus par la fonctionnalisation des DDS inorganiques par des
molécules ou des polymeres organiques paraissent mieux adaptés pour 1’administration de médicaments car
ils rassemblent les propriétés complémentaires des DDS organiques et des DDS inorganiques tout en

minimisant leurs faiblesses.

Types Avantages Inconvénients Exemples

. S Liposomes [174]
Biocompatibilité élevée

o o Faible stabilité Micelles [175]
DDS Bonne biodégradabilite L L
. o . Immunogenicite Dendrimeres [176]
organique Libération contrdlée du - o ) .
o Purification fastidieuse Nanoparticules polymeres
médicament
[177]
Haute dispersion/stabilité Clairance rapide par SPM Nanomatériaux de
chimique Faible accumulation carbone[179]
tumorale
Courte circulation sanguine Nanoparticules
Faible immunogénicité magnétiques[180]
DS Grande capacité de chargement du
) ) principe actif Faible biodégradabilité Nanostructures a base d’or
inorganique ) ) o ) o
Multifonctionnalisation facile Toxicité a long terme [181]

Nanoparticules de silice

mésoporeuse [182]

Points quantiques [183]
(QDs)

Tableau 3-1: Classification et caractérisation des DDS

La radiothérapie est 1’un des traitements les plus utilisés pour contrdler la croissance des tumeurs.[189] On
estime que 50% des patients atteints d’un cancer doivent recevoir un traitement par radiothérapie, soit seul,
soit associ¢ a d’autres types de traitement (chirurgie, chimiothérapie [190] et/ou immunothérapie...). La
radiothérapie présente le rapport efficacité/colt le plus favorable par rapport aux autres techniques
thérapeutiques en oncologie, ce qui explique en grande partie son importante utilisation.[191] Le traitement
par radio-isotopes internes (IRT) et la radiothérapie par faisceau externe (EBRT) sont deux types de
radiothérapies.[192] L’IRT repose sur le rayonnement intrinséque des radio-isotopes thérapeutiques (par
exemple [*H]1, [Y7Lu]Lu, [*°Y]Y, [**®Re]Re...) administrés in vivo par voie systémique de maniére peu
invasive.[193]-[195] Cette méthode est capable de traiter des cancers locaux et métastatiques répartis dans
tout le corps.[196] 1l est important de noter que 1’administration de radio-isotopes doit conduire
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impérativement au ciblage de la tumeur pour minimiser la radiotoxicité systémique pour les organes
sains.[197]-[199] La radiothérapie par faisceau externe (EBRT), la plus fréquente, s’appuie sur une source
de rayonnements ionisants externes pour un traitement de précision des tumeurs solides profondes telles que
celles des cancers du sein, du poumon, colorectal et du cerveau. Ce type de traitement est classé en trois
catégories, selon la nature du rayonnement ionisant : traitements par faisceaux de protons (protonthérapie),
thérapie par faisceaux d’ions lourds (hadronthérapie avec les ions carbone C®*) et thérapie par rayons X, car
elle est adaptée aux diverses sources de rayonnement ionisant, comme les protons, les faisceaux d’ions lourds

(ions carbone) et les rayons X.[200]-[203]

Le traitement par rayons X a haute énergie (MeV) est la radiothérapie par faisceau externe la plus souvent
utilisée en clinique pour limiter la croissance des cellules cancéreuses.[204] Une série de processus
secondaires compliqués transférent 1’énergie a travers la tumeur, entrainant la production de molécules
hautement réactives qui modifient les protéines et le matériel génétique des cellules cancéreuses, ce qui
entraine la mort du tissu tumoral dans des conditions spécifiques. Comme le montre la Figure 3-7, ces

événements peuvent étre classés en différentes phases qui se produisent a des moments distincts [205] :

- L’étape physique initiale : transfert d’énergie du rayonnement au milieu qu’il traverse, en produisant
des ionisations ou des excitations ;

- L’étape physico-chimique : formation d’espéces instables et trés réactives, les radicaux libres ;

- L’étape moléculaire : modification des différentes molécules qui composent les cellules vivantes
(I’ADN, les protéines, les phospholipides de la membrane) par les radicaux libres ;

- L’étape cellulaire : orientation vers la vie ou la mort d’une cellule selon I’efficacité des systémes de

réparation cellulaire.
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Figure 3-7: Chronologie des événements apres irradiation [205]

3.1.5.3.1. Processus physique : interaction rayonnement ionisante/matiére

Un rayonnement ionisant est un rayonnement qui produit des phénomeénes d’ionisation et d’excitation dans
la mati¢re qu’il traverse. Une des conséquences d’ionisation est la formation de radicaux libres qui sont des
espéces instables et trés réactives. L’ionisation, en général, dans un milieu biologique requiert une énergie
moyenne de 32 eV. Elle est distribuée de fagon égale entre ionisation et excitation.[206] Les photons X de
haute énergie sont le rayonnement ionisant utilisé en radiothérapie. Il s’agit de rayonnements indirectement
ionisants, c’est-a-dire qu’ils produisent des particules chargées par interaction primaire et ces électrons
secondaires provoquent un dépot d’énergie par ionisation ou excitation du milieu traversé. Ces rayons X de
haute énergie interagissent avec la matiére par trois processus physiques prédominants: effet

photoélectrique, effet Compton et création de paires. [207]
Effet photoélectrique

C’est un phénomene physique qui consiste en 1’absorption totale de 1’énergie d’un photon incident (E = hv)
par des électrons de la couche interne de 1’atome. Le photon incident transfére la totalité de son énergie a un
électron du cceur et disparait. L’électron est expulsé avec une énergie cinétique E. qui est égale a la différence
entre 1’énergie incident E et 1’énergie d’extraction Wi de 1’électron (E¢ = E -W;). Cette interaction se produit

seulement si I’énergie du photon incident est supérieure ou égale a 1’énergie d’extraction de I’électron.
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Figure 3-8 : Schéma représentant les différentes phases constituant l'interaction d’un photon incident par effet photoélectrique : (i)
absorption de la totalité de | ’énergie d 'un photon incident et (ii) éjection d’un photo-électron ; (iii) comblement de la vacance
électronique résultante par un électron d’une couche électronique supérieure ; (iv) émission d’énergie sous forme (a) d 'un photon de

Sfluorescence ou (b) d’un €lectron Auger.

L’expulsion d’un électron de couche interne (i) induit une vacance électronique qui est comblée par un
¢électron externe moins lié provenant d’une couche extérieure (j). Ce comblement génére 1’émission d’un
photoélectron d’énergie Enyo égale a la différence d’énergie entre le niveau supérieur j (Wj) et le niveau
inférieur i (W) :Enwo = Wi -W; (Figure 3-8a). Une voie non radiative peut également combler cette vacance :
I’effet Auger (Figure 3-8b). Durant ce phénomeéne, 1I’énergie qui devait étre libérée est absorbée par un
¢lectron de niveau X, supérieur au niveau j, et d’énergie Wx. L’¢lectron est alors ¢jecté de I’atome avec une
énergie cinétique T (T = (Wi-W))-Wy). Le comblement d’une vacance électronique par 1’émission d’un
électron Auger se traduit donc par I’apparition d’une deuxiéme vacance €électronique, qui a son tour peut étre
comblée par effet Auger, ce qui induit finalement une cascade d’émission d’électrons laissant I’atome dans
un état fortement chargé. L’effet photoélectrique est prédominant pour les faibles énergies de photon. il

s’observe en particulier pour les matériaux denses constitués d’éléments qui possédent un numéro atomique

(2) élevé.
Effet Compton

L’effet Compton est une diffusion inélastique d’un photon incident sur un électron d’une couche électronique
d’un atome.[207] Le photons incident (E = hv) donne une partie de son énergie (Ea) a 1’électron, I’énergie
restante Es sera émis sous forme d’un photon « diffusé » avec une énergie inférieure a I’énergie initiale du
photon incident. L’électron éjecté aura une énergie cinétique E¢ = Ea-Wi, Wi est 1’énergie de liaison de
1’¢électron. La conservation de la quantité de mouvement permet de déterminer 1I’angle 0 de diffusion ainsi
que I’énergie du photon diffusé tout en connaissant 1’énergie du photon incident. L’effet Compton est
prédominant dans la gamme d’énergie usuellement utilisée en radiothérapie (4-25 MeV).[208] L’effet
Compton est prépondérant pour les éléments légers, tels ceux qui composent les tissus biologiques, quand

I’énergie diminue.
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Figure 3-9 : Schéma représentant 1’effet Compton
Création de paires

L’effet de matérialisation se traduit par la formation d’un couple (électron, positon) lorsqu’un photon passe
a proximité du champ électrique intense régnant au voisinage d’un noyau (Figure 3-10). Le positon est

identique a I’électron mais posséde une charge positive.
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Figure 3-10 : Schéma représentant 1’effet de matérialisation suivi par ['annihilation du positon formé et d’'un électron du milieu. Les
pertes d’énergie du positon et de I’électron, par interactions coulombiennes successives au sein du matériau, ne sont pas

représentées. Par commodité, la représentation planétaire de [’atome est utilisée ici.

Le positon issu du phénoméne de matérialisation va s’annihiler lors de sa rencontre avec un électron du
milieu. Deux photons y d’énergie égale a 511 KeV sont émis dans des directions diamétralement opposées
(Figure 3-10).

Domaines de prédominance des différents effets

Les photons traversant un milieu peuvent subir différents types d’interaction. Le type d’interaction dépend
de I’énergie du photon et du numéro atomique Z des éléments de la zone traversée.[207] Le diagramme de
la Figure 3-11 montre que ’effet photoélectrique est prédominant a basse énergie pour les matériaux
composés d’éléments avec un numéro atomique moyen et élevé. L’effet Compton est prédominant sur une
large gamme d’énergie surtout pour les éléments légers de numéro atomique Z inférieur a 40. La création de
paires est prédominant pour les trés hautes énergies. La zone orange représente la zone d’interaction initiale
(zone de travail) dans le cadre d’un traitement par radiothérapie (interactions de photons X de 4-25 MeV
avec les tissus biologiques, Z < 20). La zone rouge représente la zone de travail de cette thése : emploi d’un
élément lourd (I’or, Zau = 79) et d’un faisceau X de basse énergie (40-350 keV) ou d’un rayonnement v de

moyenne énergie (662 keV).

49



Chapitre |

100

80

CLLITT [ [T
(] . o
2 0 Effet Création de
g photoélectrique 7 paires
g dominant dominante
5 40
€ Effet Compton
= 7 |.
dominant
20 /
0,01 0,1 1 10 100

Energie des photons (MeV)

Figure 3-11 : Diagramme représentant les zones de prédominance des trois principaux modes d’interaction des photons avec la
matiere (effet photoélectrique, effet Compton et création de paires) en fonction de 1’énergie des photons et du numéro atomique de la

cible (modifié d’aprés Podgorsak, 2005). [209]

3.1.5.3.2. Processus physico-chimique et moléculaire

Apreés le processus physique décrit précédemment, les rayonnements primaire et secondaire (produit de
I’interaction des rayonnements primaires) déposent 1’énergie dans les cellules. Les cellules sont composées
de différentes molécules comme 1’eau, les protéines, les acides nucléiques... Ce dépot d’énergie entraine la
formation d’ions ou de radicaux libres. L'oxygéne étant un radiosensibilisateur, sa présence est un élément-
clé qui peut améliorer I'efficacité de la radiothérapie. Lorsque la concentration en oxygéne est faible, la
radiothérapie est moins efficace, ce qui explique pourquoi quelques types de cancer sont radiorésistants.[206]
Les altérations des molécules biologiques se produisent selon deux mécanismes différents (Figure
3-12) [206]:

- Interaction indirecte : formation des espéces réactives par radiolyse de I’eau. L’eau est le principal
composant de la cellule. Il présente 70-80% en masse de la cellule. Les rayonnements peuvent exciter
facilement 1’eau en donnant naissance a des espéces radicalaires trés réactives : le radical hydroxyle
HO", oxydant fort, I’électron solvaté (eaq) €t le radical hydrogéne H-, réducteur fort. Ces especes
radicalaires sont trop instables et sont par conséquents caractérisés par une durée de vie trés courte (de
’ordre de 107 secondes). Ces radicaux libres peuvent réagir entre eux ou avec le dioxygéne O, en
formant de nouvelles espéces extrémement toxiques pour les cellules et tres réactives qui peuvent
dénaturer les biomolécules de la cellule. Ces nouvelles espéces sont le peroxyde d’hydrogene H2Ox,

le dihydrogéne H; et I’ion radicalaire superoxyde Oz".
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Figure 3-12 : Représentation schématique des deux modes d’action des rayonnements ionisants sur les biomolécules constituant la

cellule et les principaux dommages qui en résultent.

- Interaction directe : excitation ou ionisation des biomolécules elles-mémes. En rompant les liaisons
covalentes, ’ionisation et I’excitation des biomolécules peuvent entrainer leur dénaturation. Les
biomolécules rendues instables peuvent expulser 1’énergie excédentaire en émettant des électrons
Auger ou des photons de fluorescence qui peuvent interagir avec les composants biologiques

environnants.

Le rayonnement ionisant agit sur tous les constituants cellulaires et les molécules qui les composent
(membrane plasmique, cytoplasme, phospholipides, enzymes ...). La dénaturation de ces biomolécules peut
conduire a la mort cellulaire. L’ADN (acide désoxyribonucléique) est une macromolécule formée de deux
chaines antiparalléles et complémentaires de nucléotides reliés par des ponts phosphodiester. Les deux
chaines forment une double hélice dont la structure est maintenue par des liaisons hydrogénes. Chaque
nucléotide est formé d’une base azotée, d’un sucre (désoxyribose) et d’un groupement phosphate. L’ADN
renferme les codes et les informations génétiques nécessaires a la synthése de protéines, a la fonctionnalité
et la survie cellulaire. Une détérioration dans I’ADN, si elle ne peut pas étre réparée, peut entrainer la mort
de la cellule. Dans le cas de la radiothérapie classique qui utilise les rayons X de haute énergie, les
modifications de I’ADN sont causées principalement par interaction indirecte (entre 60 a 70% des
Iésions).[206] L’effet des électrons de trés basse énergie (< 20 eV) sur des molécules d’ADN a été
prouvé.[210] Les rayonnements ionisants provoquent différents types de dommages a I’ ADN, illustrés dans
la Figure 3-12. Le type de lésion, la quantité de lésions, leur concentration et la fagon dont elles sont gérées
par différents systémes de réparation sont les facteurs qui déterminent le destin de la cellule (survie ou mort
cellulaire). Bien que la plupart des dommages radio-induits soient relativement fréquents (cassures simple
brin, perte ou altération des bases), il semble maintenant bien établi que les cassures double brin de ’ADN

jouent un réle prépondérant dans la mortalité radio-induite. [206], [211]
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3.1.5.3.3. Processus biochimiques et biologiques

Apres une lésion dans I’ADN, la cellule met en ceuvre des dispositifs pour essayer de réparer les lésions et
maintenir la survie cellulaire. Trois cas se présentent : (i) la Iésion est réparée et la cellule poursuit sa survie,
(ii) la lésion est mal réparée et la cellule survit mais avec modification dans les informations génétiques et
(iii) la lésion ne peut pas étre réparée et la cellule meurt. Le but de la radiothérapie consiste & empécher les

cellules souches de se multiplier en causant des 1ésions non réparables dans I’ADN de ces cellules. [206]

Cependant, les processus physique, physico-chimique et biologique concernent tous les types de cellules
qu’elles soient cancéreuses ou saines. Par conséquent, 1’efficacité de la radiothérapie dépend de la capacité a

établir le meilleur équilibre possible entre :

- le dépdt de la totalité de la dose prescrite dans un volume égal au volume cible de la tumeur afin de la
détruire ;

- la préservation des tissus sains environnants pour éviter les effets secondaires [212], [213]

3.1.5.3.4. Agent radiosensibilisant

Chimiquement parlant, les tissus cancéreux et les tissus sains sont tres semblables. lls ne présentent donc pas
de différence dans 1’absorption des rayonnements ionisants. Une modification chimique du
microenvironnement tumoral par ajout d’agents capables d’absorber fortement les rayons X porte la
promesse d’une radiothérapie plus efficace car plus sélective. Pour une dose donnée, le rayonnement induira
alors une altération de la tumeur tout en préservant les tissus sains environnants. Ces agents chimiques sont
nommés agents radiosensibilisants. Ils sont constitués d’éléments lourds a numéro atomique élevé. Comme
il posseéde un grand nombre d’électrons (pour un atome de numéro atomique Z, le nombre d’électrons est
égal a Z), ces éléments favorisent 1’absorption du rayonnement X.[214] La concentration de ces agents
radiosensibilisants dans la tumeur aide a focaliser le dépdt de la dose dans la zone, engendrant la cascade
d’effets physique, chimique et biologique qui détruit la zone dans laquelle ils sont accumulés. Depuis les
travaux pionniers de Hanifeld, de nombreuses recherches ont été effectuées pour déterminer la nature des

composés radiosensibilisants et le type d’irradiation les mieux adaptés.

Aujourd’hui, la gamme d’énergie optimale, qui varie entre quelques dizaines de KeV a quelques centaines
de KeV, utilisée pour obtenir un effet radiosensibilisation in vivo fait 1’objet d’un consensus. L’intérét
d’utiliser des énergies faibles malgré leur moindre pénétration dans les tissus a été montré par plusieurs

études.[215]-[217]

Comme ils sont congus pour absorber les rayons X, les agents de contraste pour I’imagerie X (molécules
contenant jusqu’a 6 atomes d’iode) pourraient étre les objets de choix pour rehausser localement la dose par
effet photoélectrique. En raison d’un numéro atomique relativement élevé, I’iode (Z=53) contribue fortement

a I’atténuation d’un faisceau de photons X.

Plusieurs auteurs ont démontré des résultats prometteurs de I’impact radiosensibillisant de I’iode sur des

cellules, sur des modéles précliniques de cancers animaux, et éventuellement sur des personnes, en utilisant
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des rayons X provenant d’un scanner a rayons X personnalis¢ (20-110 keV, 120-140 kVp).[215], [218]-
[220] Les molécules d’iode utilisées ne sont toutefois pas absorbées par les cellules et restent donc en dehors
du noyau cellulaire et de ce fait éloignées de la molécule d’ADN qu’il contient. Les molécules d’iode
devraient étre incorporées dans le noyau cellulaire pour maximiser 1’émission d’électrons Auger, qui se

déplacent entre gquelques nanométres et quelques dizaines de nanometres en fonction de leur énergie.[221]

Le platine semble étre une option particulierement attrayante car il posséde un numéro atomique Z élevé
(Z2=78). Il présente lI'avantage d'étre utilisé sous forme de sels dans le cadre de chimiothérapie anticancéreuse.
Le cis-platine est le composé a base de platine le plus couramment utilisée en chimiothérapie. Ce dernier
peut atteindre le noyau des cellules a croissance rapide (cellules tumorales) et créer des adduits de platine sur
les bases puriques de I'ADN. Ces adduits entravent la réparation de I'ADN (notamment les dommages induits
par les radiations) et peuvent entrainer la mort cellulaire.[222] La création d'adduits intra ou inter-brins
permet aux sels de platine utilisés en chimiothérapie de se concentrer pres de la cible principale, la molécule
d'ADN. Biston et al. [223] ont tiré parti de la proximité du platine avec I'ADN en photoactivant le cis-platine
contenu dans I'ADN de cellules gliales radiorésistantes (lignée F98). L'irradiation des cellules par un
rayonnement synchrotron monochromatique a une énergie de 400 eV supérieure au seuil K du platine (Ex =
78,4 keV) a entrainé un plus grand nombre de cassures double brin de I'ADN et une réparation plus lente que
I'irradiation a une énergie de 400 eV inférieure au seuil K du platine. Cette découverte implique que les effets
du dép6t de la dose a proximité de I'ADN sont amplifiés, notamment par I'émission de photoélectrons et
d'électrons Auger. Néanmoins, l'irradiation de rats porteurs d'un gliome F98 aprés injection intratumorale de
cis-platine a entrainé une augmentation comparable du temps de survie pour ces deux énergies (34% de survie

a un an), soulignant les difficultés de transposer in vivo les résultats in vitro. [223]

Cependant, la question de savoir quel élément utiliser reste sans réponse. Bien qu’ils soient réguliérement
utilisés dans les examens radiologiques, les agents de contraste iodés ne semblent pas étre appropriés. En
réalité, leur biodistribution extracellulaire et leur élimination rapide de I’organisme aprés injection
intraveineuse entrainent une période de résidence a I’intérieur des régions tumorales qui est souvent trop
bréve pour permettre une accumulation significative a des fins thérapeutiques. Leur injection intratumorale
semble quelque peu difficile a réaliser en clinique, notamment dans le cas de tumeurs présentes au sein
d’organes extrémement sensibles comme le cerveau. Les complexes de platine, qui s’accumulent dans I’ADN
des cellules tumorales, pourraient constituer une option intéressante, a condition que ces sels toxiques ne
s’accumulent pas dans des tissus sains. D’autre part, la forte concentration nécessaire pour obtenir un effet
radiosensibilisant exposerait inévitablement les patients & plusieurs effets indésirables bien connus des
chimiothérapies.[224] Le recours a des composés radiosensibilisants constitués d’éléments non toxiques en

I’absence de photoactivation semble plus approprié.

L’or est un élément prometteur pour étre utilisé comme agent radiosensibilisant. A I’échelle macroscopique,
I’or est un métal biologiquement inerte. Son numéro atomique plus élevé (Za, =79) et sa densité (da, = 19,3)
permettent d’augmenter le dépot de dose dans une tumeur en absorbant les rayons X. Herold et al. ont montré

in vitro la capacité des microparticules d’or (1,5-3,0 um de diametre) a générer un impact radiosensibilisant
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sur les cellules tumorales résistantes aux radiations (EMT-6) sous rayonnement X et y.[225] Ces
microparticules, lorsqu’elles sont injectées par voie intratumorale, provoquent un effet radiosensibilisant sur
les cellules tumorales sous irradiation X, mais uniquement au niveau des sites d’injection, et non sur
I’ensemble de la tumeur car leur énorme taille a 1’échelle des cellules empéche leur diffusion dans les tissus.
De plus, en raison de leur taille micrométrique, ces particules ne peuvent pas étre injectées par voie
intraveineuse, qui est pourtant la méthode privilégiée pour accéder aux tumeurs profondes. Toutefois, ces
résultats sont encourageants car ils suggérent que I’utilisation d’une structure composée d’or pourrait étre
envisagée si la taille est suffisamment petite pour permettre leur circulation dans les fluides et tissus
biologiques. Plusieurs publications ont ainsi prouvé que [’utilisation de nanoparticules d’or
radiosensibilisantes permet d’améliorer considérablement ’efficacité des traitements par radiothérapie en
exploitant le rehaussement de 1’effet de dose provoqué par 1’absorption des rayons X par les nanoparticules

d’or qui dans la plupart des cas se sont accumulées dans 1’environnement tumoral grace a I’effet EPR. [9]

3.2. Athérosclérose

3.2.1. Les maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires sont parmi les premiéres causes de mortalité dans le monde [226] et font
environ 17,9 millions de morts chaque année soit 30% de la mortalité dans le monde selon I’organisation
mondiale de la santé (OMS). Les maladies cardiovasculaires (MVC) composent I’ensemble des troubles du
ceeur, des vaisseaux sanguins et du cerveau. Elles sont le résultat d’une ischémie qui correspond a un manque
d’apport d’oxygene et de nutriments a 1’organe desservi par ’artére obstruée. L’ischémie peut endommager

n’importe quel organe, mais les trois principales cibles sont les suivantes :

- L’obstruction des artéres coronaires peut endommager le muscle cardiaque (myocarde). La maladie
des artéres coronaires, souvent appelée ischémie myocardique, est le symptéme le plus fréquent.
L’angine de poitrine est un symptome de ’athérosclérose coronaire. Elle provoque une réduction
transitoire du flux sanguin vers le myocarde, qui survient généralement lors d’un effort physique mais
peut parfois survenir spontanément. Elle peut également provoquer un accident aigu, c’est-a-dire
qu’une partie du myocarde est soudainement privée de tout débit sanguin, ce qui entraine un infarctus
du myocarde (mort ou nécrose musculaire) ou, dans de rares cas une mort rapide ;

- L’obstruction des artéres cérébrales provoque des dommages au cerveau. Par suite de 1’obstruction
des arteres carotides ou vertébrales dans le cou, et de leurs branches dans le crane, 1’ischémie
cerébrales se manifeste par des attaques (accidents vasculaire cérébral, AVC), typiquement la paralysie
d’une moitié du corps, qui peut étre durable ou temporaire. Un « accident vasculaire cérébral » est un
terme utilisé pour décrire une obstruction des artéres cérébrales ;

- L’ischémie des membres inférieurs entraine une géne musculaire a la marche et peut conduire a une

gangréne du pied si elle est sévere.

L’athérosclérose qui se caractérise par la formation de plaques dans les artéres moyennes et larges est la

cause principale et commune de ces maladies cardiovasculaires.
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3.2.2. Définition de I’athérosclérose

L’athérosclérose est une maladie immuno-inflammatoire chronique des artéres. Elle est liée a un mode de
vie défini par I’inactivité et une alimentation riche en graisses. Il s’agit d’une maladie a évolution lente,
généralement asymptomatique, qui touche surtout les artéres moyennes et grosses. Il ne s’agit toutefois pas
d’une maladie nouvelle. En effet, des enquétes menées par Reuffer en 1911 et Randall Thompson en 2013
ont révélé I’existence de 1ésions d’athérosclérose sur des momies égyptiennes datant de plus de 3 000
ans.[227] L’OMS a défini pour la premicre fois en 1954 I’athérosclérose comme une « association variable
de remaniements de I’intima des artéres de gros et moyen calibre consistant en une accumulation focale de
lipides, de glucides complexes, de sang, et de produits sanguins, de tissus fibreux et de dépbts calcaires ; le
tout s’accompagnant de modifications de la média ».[228]

Figure 3-13 : Représentation des plaques d’athérosclérose [229]

3.2.3.  Anatomie

L’intima, la média et I’adventice sont les trois couches qui constituent la paroi du vaisseau, de la couche la
plus interne a la couche la plus externe (Figure 3-14). Des membranes élastiques divisent chacune de ces
tuniques : une restriction élastique interne sépare ’intima de la media, tandis qu’une restriction élastique
externe plus faible sépare la media de I’adventice. La couche la plus interne, I’intima, est en contact étroit
avec la circulation sanguine. L’endothélium est formé par les cellules endothéliales qui tapissent cette couche.
Cette derniére est engagée dans diverses activités, notamment la régulation de I’hémostase et I’inflammation.
La couche moyenne (média) est la plus épaisses des trois. Des membranes limitantes élastiques internes et
externes la confinent des deux c6tés. Des cellules musculaires lisses avec un réseau de collagéne, d’élastine
et de mucopolysaccharides composent cette structure. Selon que les fibres élastiques ou les cellules
musculaires prédominent, on distingue les artéres élastiques, qui sont de gros vaisseaux proximaux, des

artéres musculaires, qui sont de minuscules artéres périphériques a forte vasomotricité. L’adventice
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représente la couche externe, qui est constituée d’un enchevétrement de tissus conjonctifs. On y trouve

également des fibroblastes et de solides fibres élastiques.
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Figure 3-14 : Structures d 'une artére saine [230]

L’intima des artéres de gros et moyen calibre est affectée par 1’athérosclérose. Pour cela, il est crucial de
connaitre les phases de la maladie afin de comprendre et d’expliquer les mécanismes qui contribuent a la
création de la plaque d’athérome et les éveénements cliniques qui s’ensuivent. La classification internationale
de Stary a fourni la premiére catégorisation anatomo-pathologique approfondie des phases du développement
de I’athérosclérose dans le cadre du « Committee on vascular lesions of the council on atherosclerosis » en
1992. L’ « American Heart Association » (AHA) I’a approuvé en 1994 (Tableau 3-2).[231], [232] Les six
phases de cette catégorisation sont basées sur 1I’observation d’un grand nombre d’artéres d’enfants et de
jeunes gens. On distingue les Iésions cliniquement silencieuses précoces, qui correspondent aux stades de
type | a Il et se développent a bas bruit. L'épaississement de I'intima entraine une réduction de la lumiere
artérielle dans les lésions avancées, qui correspondent aux stades 1V a VI. Il existe alors des complications
supplémentaires, telles que l'ulcération, I'némorragie intraplaque ou le développement d'un thrombus, qui

peuvent accélérer I'évolution de la maladie.
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Progression

Mécanisme

principale

Age

d’apparition

Observation

Type | : Lésion initiale, -
macrophages isolés,
Spumeux
<10 ans
R Croissance Asymptomatique
Type Il : Strie lipidiques o
principalement
- y par
Type 111 : Lésion .
) o accumulation
intermediaire .
: de lipides
Type IV : Lésion .
) Deés 30 ans
athéromateuse, formation
d’un centre lipidique sans
fibrose
Augmentation
- . . A i
Type V : Lésion fibro- du collagéne et symptomatique
i ou symptomatique
athéromateuse. Avec ou des cellules
sans circulation musculaires Dés 40 ans
lisses
Type VI : Lésion Thrombose
compliquée Hématome

Tableau 3-2 : Classification de Stary
Chaque phase présente ses propres caractéristiques :

- Lésions de type I ou lésions initiales : il s’agit de 1ésions de petite taille et ne sont pas visibles a I’ceil
nu (microscopiques). Elles sont surtout visibles chez les enfants et adolescents, mais elles peuvent
¢galement étre détectées chez les adultes présentant une résistance a 1’athérosclérose. Elles se
distinguent par la présence de cellules spumeuses macrophagiques infiltrant I’intima. Ces
macrophages spumeux isolés sont rares et ne peuvent étre découverts qu’en examinant 1’artére au
microscope. La concentration de cellules macrophagiques dans 1’intima va entrainer une augmentation
significative de 1’adhérence des monocytes a 1’endothélium, accélérant le développement de ces
Iésions au stade 11 ;

- Lésions de type Il ou stries lipidiques : il s’agit de 1ésions visibles a I’ceil nu. Elle apparait dés 1’age
de 10-15 ans. Elles se caractérisent par une accumulation des macrophages en petits amas dans le sous-
endothélium de I’intima : les stries lipidiques. Il existe deux variétés distinctes de I1ésion de type II.
Les lésions de type Ila donnent naissance a la Iésion de type 111 & cause de la présence de plusieurs

couches superposées de cellules musculaire lisses. Les lésions de type Ilb, les plus répandues, ne
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progressent pas ou progressent seulement chez des sujets avec des concentrations plasmatiques trés
élevées de lipoprotéines athérogenes ;

Lésions de type 111 ou préathéromateuse : c’est une phase intermédiaire entre 1ésions de type II et
type IV. Elles sont présentes chez I’homme entre 10 et 20 ans. Elles sont semblables aux 1ésions de
type Il mais avec la présence de plusieurs couches superposées de cellules musculaires lisses et plus
nombreuses et plus localisées. Le noyau lipidique n’est pas encore formé ;

Lésions de type IV ou athéromateuses : elles apparaissent chez I’homme de 20 a 30 ans. Dans ce
stade, le noyau lipidique est formé di a I’accumulation de lipides extracellulaires beaucoup plus
importante. Elles sont également riches en cristaux de cholestérol mais pauvres en cellules et
dépourvues d’une réelle chape fibreuse. Ces lésions peuvent s’évoluer vers la plaque fibreuse (type V)
ou la plaque rompue (type VI) ;

Lésions de type V ou fibroathéromateuses : ce type de 1ésions typiques de I’athérosclérose
correspond a la définition de ’OMS. Elles se développent avec I’age et apparaissent vers 40 ans. Elles
correspondent a la production de tissus fibreux dans I’intima qui sont riches en collagéne et en cellules
musculaires lisses. La chape fibreuse entoure le noyau lipidique. La Iésion de type Va correspond a
une chape fibreuse qui recouvre plusieurs noyaux lipidiques. La lésion de type Vb correspond a une
chape fibreuse toujours présente. La lésion de type Vc est essentiellement fibreuse. Cette lésion est
dominée par une réponse fibrotique impliquant les cellules musculaires lisses et la matrice
extracellulaire, le noyau nécrotique, les cellules inflammatoires et les lipides disparaissant. Ces Iésions
de type V provoquent souvent une sténose artérielle, avec peu de ramifications pour les vaisseaux
comme |’aorte mais présentent le potentiel de provoquer une sténose sévere dans les artéres coronaires
ou les carotides.

Lésions de type VI ou lésions compliquées : I’apparition d’une plaque complexe est une étape
critique dans la progression de 1’athérosclérose puisqu’elle est responsable de la grande majorité des
événements aigus. Elle apparait généralement aprés 40 ans. Ces lésions apparaissent apres les lésions
de type IV ou V et peuvent avoir des caractéristiques variées. La présence de fissures a la surface de
la Iésion distingue les lésions de type Vla. Les Iésions plus compliquées peuvent se limiter a une simple
perte de la couche d'endothélium. Les fissures peuvent également étre superficielles, comme les
Iésions d'érosion de plaque récemment identifiées, caractérisées par une perte de matériau de
surface.[233], [234] Cependant, la rupture peut étre plus profonde, atteignant le noyau nécrotique et
permettant la décharge de gouttelettes lipidiques dans le sang circulant, transportant toute la plaque et,
dans de rares cas, perforant le média pour provoquer de faux anévrismes. Le développement
d'hémorragies ou d'hématomes intraplaques caractérise les lésions de type VIb. Ces hémorragies sont
principalement dues a la rupture de nouveaux vaisseaux en raison de limitations hémodynamiques. Le
développement d'une thrombose est une caractéristique des lésions de type Vic. Le processus
thrombotique commence par I'adhésion et I'agrégation des plaquettes sanguines et le développement
d'un thrombus pariétal lorsque le sang circulant entre en contact avec le sous-endothélium et le contenu

du noyau nécrotique. Si une thrombose se développe dans une artére de taille moyenne, elle peut
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devenir rapidement occlusive. Cela est exceptionnel dans les grosses artéres. Dans le cas contraire,
I’incorporation dans la plaque d’athérosclérose du thrombus qui suit la rupture de la plaque va conduire

a la diminution de la lumiére artérielle et a I’évolution de la plaque.

3.2.4. Mécanisme de formation, de progression et de rupture des plaques d’athérosclérose

Les mécanismes qui expliquent le développement des plaques d’athérome sont complexes et ne sont pas
complétement élucidés. Cependant, les recherches sur la pathologie d’une part, et les études définissant les
types de cellules qui composent les plaques d’autre part, permettent de définir les nombreuses étapes menant
a la maladie (Figure 3-15). Le transport des particules LDL (Low Density Lipoprotein) riches en cholestérol
a travers I’endothélium et leur accumulation au niveau sous-endothélial constituent les débuts de
I’athérosclérose.[235] Les LDL sont oxydées une fois qu’elles passent dans la circulation sanguine. Dans la
création et la croissance de la plaque, cette transition est critique. En raison de cette oxydation, les LDL-ox
perdent leur capacité a se connecter a leur récepteurs (qui constituent le principal mécanisme de purification
des LDL). Ces LDL-ox vont non-seulement s’accumuler au niveau des lésions athéromateuses, formant des
« stries lipidiques », mais elles vont également déclencher une inflammation en provoguant la production par
les cellules endothéliales de facteurs d’adhésion, permettant aux monocytes et aux lymphocytes circulants

d’étre attirés et de traverser le sous-endothélium.[236]

Une fois retenues dans 1’intima, les LDL-ox vont produire des facteurs d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1 et
MCP-1) qui vont attirer les monocytes circulant a la surface de 1’endothélium.[237] Les monocytes qui
circulent vont alors se fixer a la surface de 1’endothélium, le parcourir plusieurs fois et se transformer en
macrophages. Les macrophages deviennent des « cellules spumeuses » lorsqu’ils captent les LDL oxydées
grace a des récepteurs (SR-Al, CD-36 et CD-68). Ces cellules spumeuses sont responsables du
développement du noyau lipidique de la lésion et vont également entretenir la réponse inflammatoire. Les
cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1 (interleukine 1-B), le TNF-o. (tumor-necrosis factor-a), I'lL-
8, I'lL-12 et I'lFN-y (Interféron gamma) sont sécrétées par les macrophages et les lymphocytes infiltrant la
paroi artérielle par une action paracrine. La libération de ces molécules accroit I'impact des LDL-ox dans les
cellules endothéliales, augmentant la production de VCAM-1 et de MCP-1. De plus, en stimulant le MCP-1,
ces cytokines favorisent la migration des leucocytes vers le site inflammatoire, perpétuant I'inflammation et
maintenant le processus athérogéne. Les lésions athéromateuses peuvent potentiellement étre déstabilisées
par les cytokines pro-inflammatoires. Les cytokines pro-inflammatoires influencent en effet I'activité des
cellules musculaires lisses (CML). L'IFN-y inhibe la synthése du collagéne de type | et 111 par les CML,[238]
tandis que I'lL-1p et le TNF-a stimulent la libération de métalloprotéinases (MMP-2 et MMP-9 ), qui

dégradent la matrice extracellulaire (MEC) et fragilisent la plaque.
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Figure 3-15 : Mécanismes moléculaire et cellulaire de I'initiation et la progression de la plaque d'athérosclérose[239]

L’augmentation considérable de la quantité de plaques d'athérome est caractéristique de la progression lente
de la maladie qui peut durer plusieurs années. Le volume de la plaque augmente réguliérement en raison de
I'accumulation de lipides et d'autres composants cellulaires et moléculaires qui la constituent. Cette
progression s'accompagne d'un remodelage artériel, initialement excentrique, qui peut compenser la perte de
diamétre de la lumiére du vaisseau en augmentant le diamétre global de I'artére jusqu'a atteindre un nouveau
stade de la maladie. On parle alors de remodelage compensatoire. La réduction du diamétre vasculaire
associée au développement de la plaque aggravera a long terme le degré de sténose vasculaire. D'autres
processus, comme la minéralisation de la plaque, se produisent pendant la formation des plaques. Comme
cela a été montré dans d'autres contextes pathologiques tels que la tuberculose, la sclérodermie et certaines
tumeurs malignes, I'environnement inflammatoire favorise la minéralisation. L'accumulation de cristaux
d'hydroxyapatite dans la plaque d'athérome et le développement de calcifications vasculaires sont les résultats
du processus de minéralisation vasculaire. L'existence de calcifications artérielles, qu'elles correspondent ou
non & une tentative de stabilisation de la plaque athéromateuse, est toujours considérée comme une

dysfonction endothéliale, qui est liée a un risque cardiovasculaire élevé.[240]
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Figure 3-16 : Développement d'athérosclérose et caractérisation d'une plaque stable et d ‘une plaque instable [237]

En réalité, les segments athéromateux peuvent ne pas évoluer vers une sténose dans certains cas, mais dans
des circonstances spécifiques et en fonction de leur localisation, les Iésions athéromateuses peuvent rompre,
entrainant des conséquences importantes.[241] Bien que les mécanismes physiopathologiques a 1’origine de
la formation des anévrismes soient inconnus, on sait que celle-ci nécessite la dégradation et le désordre du
tissus fibreux, notamment des composants structurels de la matrice extracellulaire et des fibres d’¢élastine.
Les MMP (métalloprotéases matricielles, en anglais MMP : matrix metalloproteinase) a forte activité
protéolytique peuvent détruire ces complexes trés résistants et la rupture se produit au niveau de la chape
fibreuse, mettant en contact le sang avec les composants thrombogénes du centre lipidique. La conséguence
en est une thrombose (implication des plaquettes puis du systeme de coagulation). La rupture de plagque est

le facteur le plus connu qui peut provoquer des accidents graves.

Il existe plusieurs facteurs qui peuvent provoquer cette rupture de plaque. Les stimuli extrinseques, tels que
les poussées hypertensives, le stress ou 1’exercice physique intense, peuvent provoquer une rupture de la
plaque. IIs augmentent les pressions exercées sur la plaque d’athérome, ce qui peut entrainer des accidents.
Les facteurs les plus pertinents sont intrinséques. 1ls dépendent de la construction de la plague. Le mélange
relatif de lipides, de tissu fibreux et de cellules inflammatoires dans une plaque d’athérome est une indication
de sa susceptibilité d’un point de vue structurel.[242] Selon des recherches cliniques récentes, les Iésions

sensibles comprennent un gros noyau lipidique représentant 30 & 40% de la plaque totale, une fine couche
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fibreuse a faible teneur en CML et une concentration importante de cellules inflammatoires.[242] Les Iésions
vulnérables sont caractérisées par une fine chape fibreuse.[243] De plus, la concentration de macrophages et
de lymphocytes T activés provogue une inflammation locale, qui contribue a I’instabilité des lésions. Les
MMP (métalloprotéases matricielles) sont sécrétées par les macrophages actifs.[244] L’IFN-y réduit
également la résistance de la paroi fibreuse et favorise la rupture des plaques en inhibant la production de
collagene dans les CML.[245] L’impact néfaste de I’inflammation dans la sensibilité des lésions a été
confirmé par la présence des cellules inflammatoires symptomatiques en plus grand nombre que chez les
individus asymptomatiques.[246] Des recherches récentes suggerent que l'inflammation systémique joue un
réle clé dans l'instabilité des lésions athéromateuses et constitue un facteur de risque important d'épisodes
ischémiques.[247], [248] Un minuscule noyau lipidique est généralement séparé de la lumiére de l'artére par
une paroi fibreuse épaisse dans les plaques les moins sensibles, c'est-a-dire celles dont la probabilité d'évoluer
vers une attaque aigué est minime. Les lésions dites “stables" ne sont pas non plus particulierement
inflammatoires.[242], [246]

3.2.5. Facteur de risque de ’athérosclérose
Comme toutes les maladies, plusieurs facteurs peuvent déclencher la formation de plaque d’athérosclérose.
Ces facteurs sont répartis en deux catégories, la premiére est liée au mode de vie et la deuxiéme catégorie est

intrinséque.

- Mode de vie [249]

o Alcool : la consommation d’alcool augmente la pression artériclle et la présence de
triglycérides ;[250], [251]

o Tabagisme : est un facteur essentiel. D’aprés I’OMS la cigarette est responsable de 10% de
déces et le deuxiéme facteur de risque cardiovasculaire. Il accentue I’inflammation et favorise
’athérosclérose.[252] Il augmente le taux de triglycérides, des LDL et diminue les HDL (High
Density Lipoprotein) dans le sang. Les glycoprotéines libérées par la combustion du tabac et
les hydrocarbures sont responsables d’une agression cellulaires endothéliales. [250], [251]

o Régime alimentaire : la consommation de matiére grasses et I’absence de fruit et de 1égume
augmentent dans le sang les molécules (lipides ...) qui favorisent la formation des plaques ;

o Inactivité physique: I’OMS a classé l’inactivit¢é physique comme facteur de risque
cardiovasculaire. Lorsqu’une personne adulte consacre moins de 30 minutes a une activité
physique modérée 5 fois par semaine ou moins de 20 minutes a une activité intensive 3 fois
par semaine, elle est selon I’OMS dans une situation d’inactivité physique. L’activité physique
affecte directement le métabolisme des glucides et des lipides. Le sujet physiquement inactif
présente deux fois plus de risque de développer des maladies cardiovasculaires par rapport au
sujet actif. Donc I’activit¢ physique diminue [’inflammation, la progression de

I’athérosclérose et le développement des 1ésions vulnérables ;
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- Facteurs de risque intrinséque [249]

o Les dyslipidémies : le développement de I’athérosclérose et les accidents cardiovasculaires
sont en grande partie causés par des anomalies du métabolisme lipidique. Un taux de
cholestérol plasmatique élevé représente un risque majeur pour les accidents
cardiovasculaires ;[253]

o L’obésité : Le risque de maladies coronariennes augmente avec 1’indice de masse corporelle
(IMC) ;[254]

o Le diabete : le risque d’accidents cardiovasculaires est deux a trois fois plus important chez
les personnes diabétiques. L hyperglycémie est responsable d’une athérosclérose accélérée,
elle augmente le stress oxydatif, ’agrégation plaquettaire et favorise la thrombose ; [250],
[251]

o Sexe [255] : Le nombre de crises cardiaques au-dela de 40 ans differe considérablement entre
les hommes et les femmes. Cela est di principalement a des anomalies hormonales (la
testostérone peut induire la formation de plaques, tandis que les cestrogénes 1'inhibent).[232],
[256]

o Age: Les maladies coronariennes deviennent plus fréquentes & mesure que les gens
vieillissent. Le systéme de régulation étant moins efficace, I'exposition aux facteurs de risque
est plus importante, et le risque d'endommager I'endothélium est plus élevé a un age donné.

o Génétique : Les génes qui jouent un rdle dans la formation de I'athérosclérose sont encore a
I'étude et ne sont pas complétement identifiés.

o Hypertension artérielle (HTA) : elle est établie lorsqu’une tension artérielle systolique (SBP)
est supérieure ou égale a 140 mmHg et/ou une tension artérielle diastolique (DBP) est
supérieure ou égale a 90 mmHg. Quand la pression augmente, elle stimule les molécules pro-

inflammatoires et augmente le stress oxydant favorisant une augmentation des Iésions ;

3.2.6. Diagnostics des plaques

Le diagnostic et I’évaluation de la progression de 1’athérosclérose en clinique humaine peuvent étre réalisés
par différentes modalités d’imagerie, comme I’'IRM. Pour détecter et étudier ces plaques instables, de
nouvelles technologies sont en cours de développement comme 1’angioscopie, 1I’échographie endocoronaire

ou I’imagerie ultrasonore intravasculaire (IVUS), la tomographie par cohérence optique...

L’IRM permet de visualiser, d’analyser la composition des plaques et I’évaluation de différents constituants
de la plaque.[257]-[259] Elle est utilisée chez ’homme pour évaluer la taille de la plaque (épaisseur,
volume...). L'imagerie des lipides par I'examen du signal des protons des acides gras en contraste T et
I'imagerie de I'eau en contraste T, sont les deux modes d'imagerie envisageables. La combinaison des
séquences de contraste T, et Ty, des séquences de déplacement chimique, de diffusion et de transfert de
magnétisation permet de déterminer la composition des plaques. Cependant, la taille de la sonde et
I’apparition d’artéfacts liés aux mouvements cardiaques et au flux sanguin en limitent ’utilisation in vivo. Il

convient toutefois de souligner que la réponse peut venir de l'administration d'agents de contraste
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superparamagnétiques tels que les USPIONs (ultrasmall supermagnetic iron oxide nanoaprticles)
phagocytés, qui permettent un examen non seulement morphologique mais aussi fonctionnel des
plaques.[260]-[265]

L'injection d'un traceur radiomarqué permet d'envisager une imagerie nucléaire par détection externe de la
radioactivité. En raison du volume limité des plaques et de la liaison non spécifique des traceurs, la détection
externe reste un défi. Malgré ces inconvénients, la PET reste la méthode privilégiée pour évaluer
I'athérosclérose en raison de la variété des produits radiopharmaceutiques disponibles et de leur spécificité
pour les événements qui se produisent pendant la formation et la progression de la plaque.

3.2.7. Traitement des plaques

Les plaques sont traitées en appliquant différentes méthodes. L une d’elles consiste a prévenir la formation
des plaques d’athérosclérose. Pour cela une adaptation vers un mode de vie saine avec un régime alimentaire
approprié, une diminution de la consommation de tabac et d’alcool ou méme I’arrét de ces consommations
est vivement conseillée pour prévenir et réduire le risque de formation des plaques d’athérosclérose. Une
autre méthode pour traiter 1’athérosclérose repose sur 1’utilisation des médicaments de la famille statines.
Ces médicaments sont prescrits dans le but de diminuer la concentration en cholestérol dans le sang, en
particulier celle du LDL. [266]

3.3. Bilan

Les conséquences du cancer et de 1’athérosclérose sur les patients et sur la société sont si importantes qu’il est
nécessaire de développer des agents théranostiques pour le diagnostic médical et la thérapie suivie par imagerie
qui permettraient d’intervenir suffisamment précocement et avec une plus grande efficacité. Dans ce contexte,
les recherches menées en nanomédecine sont porteuses d’espoir car les nanoparticules multifonctionnelles
rassemblent des atouts qui leur donnent un avantage significatif sur les molécules. En particulier, les
nanoparticules se distinguent par une biodistribution et une pharmacocinétique plus adaptées que celles des
molécules, par leur propriétés originales et par la possibilité de combiner plus facilement des propriétés

complémentaires que ce qui peut étre fait avec les molécules.

4. Nanoparticules inorganiques dans le domaine médical

4.1. Introduction

Les nanoparticules sont des assemblages de quelques dizaines a des milliers d’atomes de dimension inférieure
a 100 nm. Elles présentent des propriétés différentes de celles observées a I’échelle macroscopique pour des
matériaux de méme composition. Elles se distinguent par des comportements mécaniques, thermiques,
électriques, optiques et magnétiques uniques. Leur taille réduite les rend trés attrayante pour des utilisations

dans le domaine biomédical. Elle leur permet de circuler librement dans le corps.
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4.2. Intérét des nanoparticules pour les applications medicales

Face aux lourdes consequences de certaines maladies graves (souffrance, invalidité, mortalité), le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques répond a un besoin réel et urgent. L’intense activité de
recherche consacrée aux nanosciences et nanotechnologies a conduit a la mise au point de nanoparticules
multifonctionnelles pour I’imagerie médicale, la thérapie ciblée et la thérapie guidée par imagerie. Comme les
nanoparticules organiques, les nanoparticules inorganiques peuvent étre congues comme systémes de systéme
de délivrance de principes actifs (DDS). Une telle utilisation des nanoparticules inorganiques pourrait aider
les principes actifs moléculaires actuellement disponibles & surmonter leurs problemes de solubilité et de
stabilit¢ chimique. Une faible solubilité¢ dans I’eau réduit la biodisponibilité d’un composé et peut entraver
I’effet du principe actif.[267] L’incorporation des principes actifs dans une nanostructure fonctionnalisée
constitue une solution efficace pour garantir la stabilité colloidale dans les fluides biologiques. Deuxiémement,
cette incorporation dans les nanoparticules assure une protection des principes actifs vis-a-vis de la
biodégradation ou de I’excrétion. Les principes actifs qui sont clivés par des enzymes peuvent ainsi étre
protégés contre la dégradation enzymatique. Ce défi pourrait étre relevé en encapsulant les principes actifs
dans des nanotransporteurs (nanoparticules poreuses, nanoparticules creuses...). Troisiémement, les
nanostructures inorganiques peuvent contribuer a une meilleure distribution et un meilleur ciblage des
principes actifs. La pénétration des médicaments dans les tissus limite la distribution des principes actifs, qui
est définie par leurs propriétés physico-chimiques.[268], [269] Toutes les nanoparticules n’ont pas la méme
capacité de pénétration.[270] Enfin, les nanoparticules peuvent étre congues pour libérer leur charge utile en

réponse a un stimulus.[271]

Cependant contrairement a la plupart des nanoparticules organiques, les nanoparticules inorganiques ne se
limitent pas a un réle de transporteurs de principes actifs. Leur composition et leur forme leur conférent des

propriétés qui peuvent étre exploitées pour I’imagerie et/ou la thérapie commandée a distance.

L’attrait des nanoparticules pour des applications médicales réside en partie dans leur taille qui peut étre
adaptée par les conditions de synthése aux tissus visés. Les caractéristiques physiopathologiques de quelques
maladies, ainsi que leur environnement, comme I’effet EPR dans le cas du cancer, ont été utilisées pour
I’accumulation des nanoparticules. Contrairement aux molécules, la taille des nanoparticules peut étre modulée
pour étre suffisamment large et empécher la diffusion des nanoparticules dans les tissus sains et étre
suffisamment petite pour favoriser 1’accumulation dans les tissus a traiter. [272], [273] Cette possibilité de
contrler la taille garantit aux nanoparticules une biodistribution et une pharmacocinétique adaptées
contrairement aux molécules qui sont connues pour leur diffusion indésirable dans les tissus sains, leur faible

accumulation dans les zones d’intérét et leur trop rapide excrétion de 1’organisme.

La deuxiéme caractéristique intéressante des nanoparticules est reflétée par la possibilité d’assembler
différentes composantes au sein d’une méme structure malgré la taille extrémement réduite de 1’objet final.
C’est un des principaux atouts des nanoparticules qui les distingue avantageusement des molécules. 1l est alors
possible de réunir un grand nombre de propriétés complémentaires au sein d’une méme nanoparticule dans

laquelle peuvent étre combinées différentes modalités d’imagerie et/ou activités thérapeutiques
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« telécommandées ». Plusieurs exemples tirés de la littérature montrent ’intérét des nanoparticules
multifonctionnelles pour des applications médicales et en particulier pour la thérapie guidée par
I’imagerie.[274]-[279] De plus une nanoparticule peut renfermer un grand nombre de molécules actives par
rapport a une molécule (de quelques dizaines a quelques milliers) ce qui signifie qu'une seule nanoparticule

est plus active qu’une seule molécule.

La troisieme caractéristique importante se trouve dans la facilité & manipuler chimiquement la surface des
nanoparticules afin d’introduire de nouvelles fonctions. Lorsque ces modifications chimiques sont effectuées
apres la synthése des nanoparticules, on parle de post-fonctionnalisation. Cette derniére permet d’exercer
subtilement une influence sur la biodistribution et la pharmacocinétique des nanoparticules dans I’organisme
en changeant la charge de surface et la balance hydrophile/hydrophobe pharmacocinétique en modifiant par
exemple la phase organique présente a la surface. Par la post-fonctionnalisation, la gamme d’applications
médicales d’une famille de nanoparticules peut étre élargie. Par exemple, I’immobilisation de chélates de

gadolinium sur des nanoparticules leur confére un comportement d’agent de contraste pour ’IRM.

La post-fonctionnalisation donne la possibilit¢ d’améliorer I’accumulation et le temps de résidence des
nanoparticules dans les tissus a traiter et/ou imager. Certaines pathologies, comme le cancer, sont caractérisées
par une surexpression des récepteurs membranaires qui peuvent servir a cibler préférentiellement les cellules
cancéreuses. Le greffage de molécules de reconnaissance (ligands, groupes de ciblage) a la surface des
nanoparticules devrait conduire a une meilleure rétention des nanoparticules dans les tumeurs solides en raison
de I’interaction établie entre le récepteur et la molécule de reconnaissance portée par les nanoparticules. Ce
type de ciblage, nommé dans la littérature « ciblage actif », ne s’oppose pas au ciblage passif qui repose sur la
perméabilité des vaisseaux qui irriguent les tumeurs (effet EPR) (Figure 4-1). Le ciblage actif bénéficie
¢galement de I’effet EPR mais a la différence du ciblage passif il conduit a une accumulation plus durable des
nanoparticules grace a I’interaction entre les molécules de reconnaissance présentes sur les nanoparticules et
les récepteurs surexprimés des cellules cancéreuses. De petits composés comme 1’acide folique et les glucides,
ainsi que des macromolécules comme les peptides, les protéines, les anticorps ont été utilisés pour le ciblage

actif des nanoparticules.

Cependant le ciblage, actif ou passif, suppose une circulation suffisamment longue des nanoparticules aprés
injection intraveineuse des nanoparticules. Or il existe de multiples obstacles pour une circulation longue des
nanoparticules, comme une élimination rénale trop rapide ou I’occurrence du phénoméne d’opsonisation.[280]
Comme indiqué précédemment, le ciblage actif est subordonné a la présence de cibles dans les zones d’intérét
et de molécules de reconnaissance sur les nanoparticules. Cependant, I'optimisation de la densité des molécules
de reconnaissance a la surface des nanoparticules est tout aussi importante pour obtenir non seulement une
efficacité de ciblage élevée mais aussi une internalisation optimale.[281] L’absorption cellulaire des

nanoparticules d'or dépend des concentrations d'anticorps a leur surface.[282], [283]

Les nanoparticules multifonctionnelles peuvent remplir plusieurs roles a la fois, comme le transport et la

délivrance ciblée et télécommandée de principes actifs, les traitements combinés ou la thérapie guidée par
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imagerie. Malgré les contraintes imposées par les organismes vivants, différentes familles de nanoparticules
multifonctionnelles récemment créées et décrites ont confirmé le fort potentiel pour des applications médicales.
Cependant, il reste beaucoup d’effort a fournir pour proposer aux médecins des solutions satisfaisantes a base
de nanoparticules multifonctionnelles. Cet objectif ambitieux que tente d’atteindre la communauté de la
nanomédecine nécessite une bonne connaissance des contraintes physiques, chimiques et biologiques des

organismes vivants.

A. Passive targeting
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Figure 4-1 : Ciblage passif et ciblage actif des nanoparticules

4.3. Contraintes d’utilisation des nanoparticules dans I’organisme

La nanomédecine est une stratégie treés prometteuse pour développer des traitements originaux et pour apporter
des solutions a des situations thérapeutiques désespérées. Par conséquent, il est essentiel que les nanoparticules
soient congues de maniere & surmonter les obstacles biologiques et possedent des propriétés adaptées a
I’application médicale visée et au mode d’administration.[284] Pour cela, plusieurs facteurs comme la toxicité,
la voie d’administration, la biodistribution, la pharmacocinétique et 1’élimination doivent étre pris en compte
lors de la syntheése des nanoparticules destinées a une utilisation médicale. Dans les paragraphes suivants, la
description des contraintes nous donne les éléments a respecter pour choisir le type de nanoparticules le mieux

adapté a I’application médicale visée.
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4.3.1. Toxicité

L'utilisation généralisée des nanoparticules nécessite de répondre aux problémes de toxicité pour la santé
humaine et l'environnement. Les produits de la nanomédecine ont une taille a I'échelle nanométrique
équivalente aux organelles intracellulaires ou aux biomolécules impliquées dans la signalisation cellulaire.
Comme les nanoparticules présentent un fort potentiel pour les applications médicales, 1’étude des
interactions entre les nanoparticules et les cellules, les tissus et les organes est essentielle avant d’envisager
leur utilisation en clinique. C'est pourquoi la nanotoxicologie est devenue un domaine d'étude a part
entiere.[285], [286] Néanmoins, il est difficile de comparer la toxicité des nanoparticules a celle des
matériaux massifs parents. Les tests de toxicité pour les nanomatériaux sont actuellement les mémes que
pour les médicaments traditionnels. Par conséquent, les évaluations actuelles de la toxicité des nanoparticules
peuvent étre insuffisantes, et le développement de tests de toxicité supplémentaires pour les substances de la
nanomédecine devrait étre encouragé.[287], [288] La toxicité des nanomatériaux est influencée par un certain
nombre de variables. A I'interface nano-bio, des propriétés telles que la taille, la forme, la surface, la charge
de surface, la porosité et I'hydrophobie influencent le comportement et les performances des
nanomédicaments. Les nombreux facteurs impliqués rendent difficile la caractérisation compléte des
nanoparticules d'un point de vue toxicologique. L'activation du complément, I'hémolyse, I'inflammation, le
stress oxydatif et la diminution de la fonction mitochondriale sont des effets indésirables aigus courants des
nanoparticules développées pour des applications médicales.[289], [290] L'analyse de la toxicité chronique
est encore plus difficile a réaliser car les données sont peu nombreuses et la toxicité de chaque type de

nanoparticules doit étre étudié au cas par cas.

La caractéristique la plus évidente a déterminer est la toxicité inhérente de 1’objet, qui est liée aux composants
de la nanoparticule. Les QDs sont un exemple emblématique de la toxicité intrinséque. Méme s’il a été
proposé de les protéger par une couche de polymére (organique ou polysiloxane) stable et résistante afin
d’exploiter les exceptionnelles propriétés de luminescence de ces objets dans le cadre d’applications
biomédicales,[291] il semble plus prudent de proscrire les éléments toxiques et de préférer les éléments
biocompatibles. La chimie de surface et surtout la charge de surface joue un rdle important dans la
détermination de la toxicité des nanoparticules. Celles chargées positivement sont généralement
toxiques.[292] L’influence de la diminution de la taille sur la toxicité est un autre facteur a examiner. Si la
taille des nanoparticules est un avantage dans les applications biologiques, elle peut aussi étre un inconvénient
car la forte valeur du rapport surface-volume qui caractérise les plus petites nanoparticules est a 1’origine de
la toxicité des nanoparticules. Par rapport aux particules, les nanoparticules sont plus réactives et,
interagissent plus avec I’environnement, ce qui peut entrainer des changements indésirables.[293] Enfin, la
forme est un facteur qui ne doit pas étre négligé. Selon une étude, la forme des nanoparticules d’oxyde de
cuivre exerce une influence substantielle sur la toxicité in vitro. Il semble que la forme sphérique soit celle

qui présente le moins de cytotoxicité pour ce type de nanoparticules.[294]
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4.3.2. Voie d’administration

L’administration des nanoparticules dans 1’organisme peut emprunter plusieurs voies comme la voie orale,
transmuqueuse, percutanée, pulmonaire... La technique d’administration choisie est déterminée par
I’emplacement de la cible. La voie intraveineuse qui consiste a introduire les agents d’imagerie et de thérapie
dans la circulation sanguine semble étre la meilleure option car le réseau vasculaire donne accés a tout
I’organisme. Contrairement a la méthode orale, le risque de modification des agents est minime. Lorsque des
nanoparticules d'or recouvertes de citrate sont injectées, la voie intraveineuse s'est avérée la moins toxique
par rapport aux voies orale et intrapéritonéale.[295] Cependant, comme les résultats observés dépendent non
seulement du cceur inorganique (or, argent, semi-conducteurs, oxydes métalliques...), mais aussi de la forme
(sphéres, batonnets, cubes...) et de la nature de la surface des nanoparticules recouvertes par des molécules
(organiques, inorganiques, polymeéres, anioniques, cationiques...) présentes a la surface pour assurer la
stabilité colloidale et apporter des propriétés supplémentaires, ce résultat ne peut pas étre généralisé et doit
étre nuancé. En utilisant le phénoméne EPR, l'injection intraveineuse est fréquemment mise en ceuvre pour
concentrer préférentiellement les nanoparticules dans les tumeurs solides. En raison de la simplicité du geste
médical et de la possibilité d’accéder a une grande partie de 1’organisme, I'injection intraveineuse est plus
souvent recommandée que l'injection intratumorale. Les essais cliniques réalisés avec les nanoparticules
AGUIX® de la société NH-Theraguix (nanoparticules constitué d’un réseau de polysiloxane fontionnalisé
par des chélates de gadolinium, diamétre hydrodynamique inférieur a 5 nm) montrent clairement que

I’injection intraveineuse est une voie prometteuse pour atteindre les métastases cérébrales.

L'injection intratumorale semble étre la méthode la plus fiable pour délivrer des médicaments a une tumeur
solide facilement accessible. En effet, la question de la biodistribution des nanoparticules ne se pose plus et
la quantité de nanoparticules dans la tumeur est connue (en absence de fuite) si on considére que la dose
injectée est intégralement répartie dans la tumeur. L’injection intratumorale est, par exemple, la voie suivie
par Nanobiotix pour administrer NBTXR3, des nanoparticules radiosensibilisantes. Cette stratégie s’est
révélée trés efficace pour traiter le sarcome des tissus mous. Ce produit a obtenu l'autorisation de mise sur le
marché en Europe pour le traitement des patients atteints de sarcomes des tissus mous sous la marque
Hensify®. Cependant, ce mode d’administration est restreint a seulement quelques types de cancers puisque,
a moins d'utiliser des méthodes plus intrusives, seules les tumeurs cutanées ou superficielles peuvent étre
traitées par injection intratumorale. D'autre part, ce mode d'administration n’est pas trivial car la forte
viscosité du micro-environnement tumoral empéche la diffusion du liquide injecté et conduit & une
distribution hétérogene des agents. Bien que I’injection intratumorale paraisse en mesure de contourner les
limites de I’injection intraveineuse (faible pourcentage de la dose injectée dans la tumeur), 1’injection
intratumorale est finalement peu mise en ceuvre. Lorsqu’elle est mal maitrisée, elle risque en outre de

favoriser la dissémination des cellules cancéreuses.

4.3.3. Biodistribution
La biodistribution est un facteur important qui conditionne I’arrivée ou non des nanoparticules dans la zone

désirée avec une concentration satisfaisante apres qu’elles ont été injectées par voie intraveineuse. Plusieurs
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facteurs influencent la biodistribution des nanoparticules : (1) les propriétés physico-chimiques des
nanoparticules, (2) les caractéristiques physiologiques comme le flux sanguin, la perméabilité des
vaisseaux... Normalement, les nanoparticules circulent dans le sang et séjournent temporairement dans les
organes a flux sanguin élevé. Mais leur distribution dépend également de la physiologie des organes qu’elles
traversent et en particulier des barriéres biologiques que constitue 1’endothélium de ces organes.[296] Celles-
ci peuvent étre continues (poumons, vaisseau sanguin... ), discontinues (foie... ) ou fenestrées (reins,

glandes... ). La porosité des tissus influence la biodistribution et encore I’¢limination des nanoparticules.

D’aprés la littérature, deux modes d’accumulation des nanoparticules dans les tissus d’intérét (tumeur,

plaques d’athérosclérose) sont décrits : le ciblage passif et le ciblage actif.

Le ciblage passif repose sur des phénomeénes non sélectifs. Dans ce cas 1’accumulation des nanoparticules
s’explique essentiellement par des facteurs géométriques (taille adaptée a la fenestration tout en évitant
I’opsonisation). L’absence d’interaction préférentielle voire spécifique limite le temps de résidence dans la
zone d’intérét. Le ciblage actif tente de surmonter cette limitation caractéristique du ciblage passif en adaptant
la chimie de surface des nanoparticules. De nombreuses stratégies ont été décrites pour greffer des groupes
de reconnaissance a la surface des nanoparticules. Grace a ces groupements qui sont choisis pour leur affinité
et leur capacité a interagir avec des structures identifiées de la cible (récepteurs...), les nanoparticules qui se
sont accumulées dans les zones d’intérét par ciblage passif seront retenues par les interactions entre les
groupes de reconnaissance et les structures ciblées. Les nanoparticules fonctionnalisées séjourneront plus

longtemps dans les zones a traiter et/ou a imager.

Les deux principales difficultés du ciblage actif résident dans I’identification d’un ligand de reconnaissance
spécifique de la zone d’intérét a cibler et dans la formation quasi inéluctable de la couronne de protéines qui

pourrait masquer les groupes de reconnaissance et empécher leur interaction avec la cible.

Si le ciblage actif semble une voie prometteuse pour améliorer la qualité des images ou I’effet thérapeutique,
les travaux consacrés aux nanoparticules AGulX montrent que, malgré 1’absence de ciblage actif, ces agents
théranostiques sont tres performants pour traiter des tumeurs et des métastases cérébrales par radiothérapie
guidée par IRM. [297], [298]

Dés leur introduction dans I’organisme, les nanoparticules peuvent déclencher une cascade de réponses
immunitaires pour pouvoir les éliminer rapidement.[299] Parmi les différentes réactions de 1’organisme
induites par la présence d’un corps étranger dans le sang, I’opsonisation est probablement la plus courante.
L’opsonisation débute par I’adhésion de protéines plasmatiques sur la surface des nanoparticules. Cela
favorise alors leur capture par les cellules du systeme phagocytaire mononucléé (SPM, MPS : mononuclear
phagocyte system) surtout par les cellules de Kupffer du foie ou les lymphocytes et les monocytes de la
rate.[300] En raison de la capture fulgurante et massive des nanoparticules par le SPM, leur demi-vie
plasmatique est considérablement réduite, ce qui diminue drastiquement leur chance d’interagir avec leur
cible. La conception de nanoparticules pour des applications médicales (imagerie et/ou thérapie) doit prendre
en compte cette réalité biologique pour élaborer des nanoparticules capables d’échapper au phénoméne

70



Chapitre |

d’opsonisation. Les caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules, comme leur caractére hydrophile
/ hydrophobe, leur taille, leur forme, leur charge et chimie de surface exercent une influence déterminante
dans la survenue de 1I’opsonisation. Bien que la fagon dont ces facteurs affectent I'opsonisation et I'absorption
par les cellules phagocytaires change en fonction du type de nanoparticules, quelques points communs
émergent. Par exemple, les particules hydrophobes sont rapidement expulsées de la circulation sanguine et
collectées par le SPM, mais les particules hydrophiles ont une demi-vie plasmatique prolongée.[301] Pour
contourner la capture des nanoparticules par le SPM, le greffage de polymeres hydrophiles (généralement du
polyéthylene glycol, PEG) a la surface des particules est une approche courante car elle prolonge leur demi-
vie plasmatique.[302], [303] D'autre part, il est bien connu que la taille et la charge des nanoparticules jouent
un réle important dans l'adhésion des opsonines. Cette adhésion peut étre limitée par une réduction de la taille
et/ou une charge de surface neutre ou négative. [296] En général, le risque d'adhésion de I'opsonine augmente
avec lataille de la particule. Les propriétés physico-chimiques des nanoparticules comme la charge de surface
et la taille influencent la distribution des nanoparticules dans 1’organisme. En plus d’augmenter la toxicité,
une charge de surface positive favorise également l'opsonisation qui conduit a la capture de ces
nanoparticules par le foie et donc a la diminution de la demi-vie plasmatique alors que la charge neutre ou

négative ne la favorise pas.[296], [299]

Si I’¢limination induite par 1’opsonisation n’est pas souhaitable, I’élimination des nanoparticules de
I’organisme est en revanche indispensable. Lorsqu’elles sont biodégradables (liposomes, polymeres), les
nanoparticules sont « digérées » et éliminées par I'organisme apres avoir été séquestrées par les cellules
phagocytaire du SPM. Sinon, et c’est le cas de la plupart des nanoparticules inorganiques, elles sont
conservées et accumulées dans les phagocytes. Leur devenir est inconnu et cette accumulation fait craindre
une toxicité a long terme. [299] La question de 1’élimination est donc une contrainte a prendre en compte dés
la conception des nanoparticules. Selon leur taille, les nanoparticules sont éliminées par voie hépatobiliaire
(diametre hydrodynamique supérieur a 10 nm) ou par voie rénale (diametre hydrodynamique inférieur a 10
nm). [296],[304]

4.3.4. Elimination

Les nanoparticules sont des corps exogenes a I’organisme, donc il est nécessaire qu’elles soient éliminées du
corps. Les nanoparticules doivent donc étre complétement éliminées aprés avoir rempli la mission qui leur
est assignée. Aprés leur injection, la quantité de nanoparticules qui atteignent la cible biologique visée est
souvent inférieure & 1% de la dose injectée.[305] Cela signifie que 1’élimination concerne avant tout une part

ultramajoritaire de nanoparticules inutiles car elles ne se sont pas accumulées dans les zones a traiter.

Les nanoparticules biodégradables peuvent étre éliminées rapidement aprés leur dégradation dans
I’organisme. Mais les nanoparticules inorganiques sont rarement biodégradables. Seules les nanoparticules
de silice et d’oxyde de fer peuvent étre considérées dans les cas les plus favorables comme biodégradables.
L'élimination des nanoparticules non-biodégradables suit principalement deux voies : hépatobiliaire et
rénale. La voie d'élimination hépatobiliaire peut entrainer la libération de produits secondaires dangereux

dans le foie.[296], [304], [306] En effet, elle implique la capture des nanoparticules par les hépatocytes, dont
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le métabolisme peut entrainer la dégradation des nanoparticules. La voie d’¢élimination rénale qui repose sur
la filtration du sang préserve quant a elle I’intégrit¢ physique et chimique des nanoparticules. Cette
caractéristique rend la clairance rénale particuliérement adaptée pour 1’élimination des nanoparticules.
Cependant, elle impose une contrainte de taille pour la conception des nanoparticules car leur diamétre

hydrodynamique ne doit pas excéder 10 nanomeétres.

4.4, Nanoparticules d’or

Il y a plusieurs milliers d’années, I’or (numéro atomique Z = 79) a été un des premiers métaux que I’homme a
travaillé. C’est un métal brillant, jaune, dense, mou et ductile dans sa forme la plus pure, solide dans des
conditions normales. L’or est I’un des éléments chimiques les moins réactifs. La grande valeur de I’or a été
reconnue depuis sa découverte en raison de sa rareté, de sa facilité de manipulation, de sa résistance a la
corrosion et & d’autres réactions chimiques et, bien sir, de sa teinte distinctive. L’or, métal noble, a été utilisé
pour la fabrication de monnaie et de bijoux, et il est rapidement devenu un symbole de pouvoir et de
richesse.[307]

Faraday a publié le premier article scientifique sur les nanoparticules d’or (NPs Au) en 1857, attribuant la
teinte rouge a la nature colloidale des NPs Au et décrivant leurs propriétés de diffusion de la lumiére.[308] Les
caractéristiques d'absorption visuelle des NPs Au ont été décrites a l'aide des équations électromagnétiques de
Maxwell cinquante ans plus tard.[308] Faulk et Taylor, des chercheurs britanniques, ont mis au point une
technique révolutionnaire de conjugaison anticorps-or colloidal permettant I'observation directe par
microscopie électronique des antigénes de surface des salmonelles en 1971.[309] Cette découverte a déclenché
une série de recherches consacrées aux utilisations biomédicales des nanoparticules d'or au cours des 50 années
suivantes, reconnaissant spécifiqguement diverses biomacromolécules en raison de la fonctionnalisation de
surface et des propriétés caractéristiques. Ces derniéres sont généralement liées a des techniques de synthése

controlées qui permettent d'obtenir des NPs Au de formes et de tailles modulables.[310]-[313]

4.4.1. Syntheése et structure des nanoparticules d’or

Les techniques de synthese peuvent étre rangees dans deux familles différentes. La premiére est basée sur
I'approche méthodologique (approches chimiques, physiques et biologiques), tandis que la seconde est basée
sur la méthode de synthése (top-down ou bottom-up).[314] La synthése chimique des nanoparticules d’or,
quels que soient la taille et la forme visées, repose sur des réactions de réduction d’un sel d’or ou d’un
composé organométallique contenant de I’or a un état d’oxydation non nul. Les réducteurs les plus
couramment utilisés sont les ions citrate, le tétrahydruroborate de sodium (NaBHa), [315]-[317] I'aspartate,
[318] ou I'hydroquinone.[319] Dans le cas des nanoparticules sphériques, deux stratégies dominent: la
méthode de Frens inspirée par les travaux de Turkevich (ions citrate) et celle de Brust-Schiffrin (NaBH.). En
paralléle, des méthodes physiques pour produire des NPs Au ont également été étudiées, notamment les
micro-ondes,[320] les ondes ultrasoniques,[321] I'ablation laser [312] et la réduction électrochimique et
photochimique.[322], [323] Ces méthodes physiques de synthése permettent de contrbler avec une grande

précision la taille, la composition et la forme des nanoparticules. Mais elles nécessitent des conditions
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opératoires contraignantes (atmosphére contrdlée) et des installations parfois encombrantes et souvent
co(teuses pour atteindre ces caractéristiques. En outre, les quantités obtenues sont relativement faibles, méme
si dans le cas de I’ablation laser des techniques de synthése en continu ont été développées. Les méthodes
chimiques paraissent mieux adaptées car elles conduisent a la formation de nanoparticules d’or en grande
quantité, dans des conditions opératoires simples avec un assez bon contréle de la taille et de la composition

et une grande variété pour la méthode de Brust-Schiffrin de couches organiques.

Les travaux de Turkevich et de ses collégues, en 1951, ont amélioré la technique de synthése issue des travaux
de Faraday sur les nanoparticules d’or. Turkevich et al. ont établi I'une des premiéres syntheses chimiques
de nanoparticules d’or. Ce protocole est trés souvent mis en ceuvre. Il implique la réduction de I'acide
tétrachloroaurique (HAUCIs) par le citrate trisodique (qui sert également de ligand pour les NPs Au
fraichement produites) a reflux dans I’eau. En fonction de la concentration initiale de citrate de sodium, cette
réaction produit des suspensions aqueuses de nanoparticules sphériques modérément monodisperses dont la
taille varie de 15 a 150 nm.[324] Dans cette synthése, le citrate joue le role de réducteur et d’agent de surface
car il prévient I’agrégation en introduisant une charge négative a la surface des nanoparticules. Le protocole
de Turkevich a été étudié de maniére approfondie par Frens.[325] En 1973, il a montré qu’il était possible de
controler la taille moyenne des particules en faisant varier le ratio concentration de sel d’or sur concentration
du citrate ([HAUCI,] / [citrate]). Ainsi, en réduisant la quantité de citrate utilisée lors de la synthése, on réduit
la quantité d’ions citrate nécessaire pour la stabilisation des particules entrainant 1’agrégation des petites
particules en plus grosses particules d’aspect sphérique jusqu’a ce que la surface devienne assez grande pour
étre recouverte par les ions citrate présents. Malgré la couche de citrate adsorbée a la surface des
nanoparticules, la stabilité colloidale des suspensions de nanoparticules d’or citratées est relativement faible
dans I’eau et en particulier dans les milieux salins ou elles précipitent. Une telle instabilité limite leur
utilisation en milieu biologique. L’une des solutions proposées consiste a remplacer les ions citrate de la
surface par des molécules organosoufrées, i.e. des molécules organiques comportant au moins un atome de
soufre. Parmi elles les thiols (R-SH) sont des molécules trés utilisées pour fonctionnaliser les nanoparticules
d’or. En effet, I’élément soufre posséde une forte affinité pour les surfaces d’or qui garantit une
immobilisation durable de la couche organique. Cependant, 1’échange des ions citrate par les molécules
organosoufrées n’est pas trivrial et peut entrainer dans certaines conditions la précipitation des nanoparticules
[326]. Afin de contourner cette réaction d’échange, Brust et Schiffrin ont proposé une stratégie de synthése
pour produire des nanoparticules d’or recouvertes en cours de synthése par des molécules
organosoufrées.[327] Elle consiste a réduire le sel d’or (HAuCl4.3H20) par un réducteur puissant (NaBHs)
en présence de thiols. En fonction du caractere hydrophobe/hydrophile des thiols la réduction peut étre
réalisée en milieu biphasique eau/toluéne (ou cyclohexane, choloroforme... inspirée par la synthése de
Faraday en 1861 et par les travaux de Giersig et al. en 1993 [328]) ou en milieu monophasique
aquoalcoolique. 11 a été montré que des nanoparticules d’or pouvaient étre obtenues en remplagant les thiols
par d’autres dérivés soufrés. La présence des molécules soufrées est indispensable car la réduction par NaBH4
suit une cinétique tres rapide qui rend difficile le controle de la taille des nanoparticules. Les molécules

organosoufrés dans le protocole de Brust-Schiffrin jouent donc plusieurs réles : elles assurent (i) un contrdle
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de la croissance des nanoparticules d’or et donc de la taille en s’adsorbant sur les germes en croissance, (ii)
la stabilité colloidale des nanoparticules et (iii) elles peuvent en fonction de leur composition apporter des
propriéts supplémentaires aux nanoparticules d’or. Les nanoparticules d’or générées par cette méthode sont
extrémement stables dans les solvants apolaires lorsqu’elles sont recouvertes par des molécules
organosoufrées hydrophobes [329] ou dans les solvants polaires lorsqu’elles sont recouvertes par des
molécules organosoufrées hydrophiles, possédent une taille comprise entre 1 et 5 nm en fonction des rapports
molaires NaBH4/Au et R-SH/Au et présentent une distribution en taille assez étroite. Les molécules
organosoufrées hydrophiles sont donc particulierement intéressantes pour les applications biologiques.
Cependant, les nanoparticules d’or recouvertes par une couche de molécules organosoufrées peuvent étre
utilisées pour des applications biomédicales a condition de les rendre plus hydrophiles, soit par un échange
de ligand [330] soit par un revétement supplémentaire avec des polymeéres ou des lipides amphiphiles.[331]

Les deux principales techniques de synthése précédemment décrites produisent des nanoparticules d’or
sphériques. Mais d’autres formes de nanoparticules d'or peuvent étre synthétisées, notamment des batonnets,
[332] des cages, [333] des tubes, [334] etc (Figure 4-2). Ces méthodes sont généralement basées sur le
contr6le de la direction de croissance des germes. Les germes sont produits aprées la réduction de sel d’or
avec un agent réducteur fort. Ces germes, sont ensuite ajoutées a une solution de sel métallique en présence
d’un agent réducteur faible et d’un agent dirigeant la structure. C’est la méthode la plus appropriée pour
synthétiser différentes structures de NPs Au anisotropes. [335] La modification de la concentration des
germes, des agents réducteurs et des agents structurants peut changer la géométrie des nanostructures d’or.
La plupart des nanoparticules anisotropes posseédent des propriétés optiques dans le domaine de I’IR et

présentent a ce titre un potentiel pour I’imagerie photoacoustique.

Le choix de la couche organique qui recouvre les nanoparticules d’or est essentiel. Comme mentionné
précédemment, cette couche organique peut étre utilisée pour contrdler la taille des nanoparticules d’or et
garantir la stabilité colloidale. Elle empéche I’agrégation des nanoparticules et apportent des propriétés
complémentaires aux NPs Au. Bien que 1I’or métallique qui constitue le coeur des nanostructures d’or soit un
métal noble qui est donc relativement inerte, 1’ utilisation biologique nécessite souvent une fonctionnalisation
supplémentaire de la surface des nanoparticules avec un revétement biocompatible pour réduire la capture
par le systéme phagocytaire mononucléé, empécher la liaison non spécifique avec les molécules biologiques
et diminuer la cytotoxicité. [85] ,[336] Les groupes thiol (-SH) réagissent facilement avec les surfaces en or,
créant des liaisons Au :S stables.[337] Par consequent, les molécules organiques thiolées peuvent étre
utilisées, entre autres, pour ajouter des groupes de reconnaissance pour le ciblage, divers groupes fonctionnels
pour des modifications chimiques ultérieures ou des composés pharmacologiques pour conférer a 1’objet
final une activité chimiothérapeutique.[338] Pour améliorer la biocompatibilité des NPs Au, un certain
nombre de techniques de revétement ont été proposées, notamment la substitution des molécules organiques
de surface, le revétement amphiphile et 1’incorporation dans un support (encapsulation).[339] Le
polyéthyléne glycol (PEG) est le polymere d'enrobage le plus fréquemment utilisé car il a une charge

modifiable qui dépend du groupement terminal et est extrémement hydrophile, ce qui évite I'adsorption non
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spécifique de protéines a la surface des nanoparticules, I'absorption par le systeme phagocytaire mononucléé.

La PEGylation des nanoparticules d’or augmente les temps de circulation sanguine.[340]-[342]
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Figure 4-2 : (4) Exemples de différentes structures des nanoparticules d’or, (B) exemples de différents revétements de
nanoparticules d’or et (C) une représentation schématique des plateformes a base de nanoparticules d’or pour l'utilisation in Vivo

[343]-[350]

4.4.2. Propriétés des nanoparticules d’or

L’or est un élément chimique précieux. L’or métallique est de couleur jaune de structure cubique a faces
centrées. Il est inerte et chimiquement trés stable. 1l est caractérisé par sa résistance a 1’oxydation ce qui

signifie qu’il ne se dégrade pas avec le temps. L’or posséde un numéro atomique tres élevé (Z = 79). Ce
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numéro atomique Z permet a I’or d’absorber les photons X et y. Cette propriété a conduit a envisager d’utiliser
les nanoparticules d’or dans le domaine médical (imagerie, thérapie...) comme agents de contraste pour
I’imagerie X et comme agents radiopotentialisants pour la radiothérapie. Les propriétés des nanoparticules
d’or proviennent de 1’élément or mais sont également la conséquence de la réduction de leur taille, de leur

forme et de leur composition.

Les caractéristiques des nanostructures d’or peuvent étre finement modulées grace a des processus de
synthése qui garantissent un contréle précis de la taille, de la forme et de la composition. La taille et la forme
des nanoparticules d'or exercent une influence significative sur leurs propriétés tout en ayant un impact sur
la stabilité, la mobilité et la biocompatibilité, [351]-[357] et doivent étre ajustées pour des applications
biologiques spécifiques. Par exemple, les nanoparticules congues pour 1’administration de principes actifs
doivent étre suffisamment petites pour pénétrer les barrieres physiologiques ou infiltrer les cellules cibles,
tout en étant assez grosses pour transporter une quantité suffisante d’agents thérapeutiques jusqu'au site
d'action. [330], [358]

Il convient de noter que les propriétés physiques et chimiques des matériaux a I'échelle nanométrique (telles
que la fluorescence, la conductivité électrique et la réactivité chimique) sont différentes de celles de leurs
homologues macrosocopiques. La teinte jaunatre de I'or dans sa forme massive et la couleur rouge (pour les
particules de moins de 60 nm) ou bleue/pourpre (pour les particules plus grandes, de 1’ordre de 80-100 nm)
des NPs Au, qui dépendent de leur forme et de leurs tailles, sont les meilleurs exemples de cette dépendance
entre taille/forme et propriétés (en I’occurrence optiques). En outre, 1'or colloidal est considéré comme
extrémement réactif par rapport a I'or massif, ce qui élargit considérablement son potentiel d'application en
offrant des caractéristiques optoélectroniques, catalytiques et antioxydantes, ainsi que la possibilité

d'introduire des modifications de surface.

La résonance plasmonique de surface (SPR) est une propriété physique essentielle des NPs Au. Ce
phénomene se produit lorsque la fréquence des oscillations des électrons libres de la bande de conduction est
égale a celle du rayonnement lumineux entrant, induisant une forte absorption qui correspond sur les spectres
UV-visible a la bande plasmonique. Les bandes SPR ont des coefficients d'extinction extraordinairement
élevés, jusqu'a 10 MIcm™, ce qui est plusieurs ordres de grandeur plus élevés que ceux des colorants
organiques typiques. Les proportions de ces effets dépendent de la taille et de la forme des NPs Au, ainsi que
du type de solvant, du ligand de surface, de la charge du cceur, de la température et de la proximité d'autres
nanoparticules, [359], [360] autant de facteurs qui influencent la densité de charge électronique a la surface
des particules. Le maximum de la bande d'absorption SPR est centré entre a 500-550 nm dans le cas des NPs
Au sphériques dont le diameétre est inférieur & 60 nm, ce qui explique leur teinte rouge. En raison de
I'oscillation des électrons dans le sens de la longueur (bande plasmonique longitudinale) et de la largeur
(bande plasmonique transversale) des nanoparticules anisotropes, deux bandes plasmoniques sont observées
pour les nanoparticules anisotropes comme les nanobéatonnets (NRs Au, NRs pour nanorods). La bande
transversale a une longueur d'onde autour de 520 nm, tandis que la bande longitudinale a une longueur d'onde

qui varie en fonction du rapport longueur/largeur appelé facteur ou rapport d’aspect.[361] Les NRs Au ont
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des bandes plasmoniques dont la position des maxima est comprise entre 500 et 1600 nm.[362] La position
du maximum de cette bande est déplacée vers les grandes longueurs d’onde au fur et a mesure que le facteur
d’aspect augmente. La modulation des caractéristiques de fluorescence des fluorophores proximaux est un
autre phénomene intriguant qui dépend de la forme des nanoparticules d'or et qui est lié aux bandes
plasmoniques de surface. Ceci est di aux phénomeénes de transfert d'énergie par résonance de fluorescence
(FRET : Fluorescence resonance energy transfer), au processus de transfert d'électrons photoinduit (PET :
Photoinduced electron transfer), [327], [363]-[366] et aux caractéristiques photothermiques, qui résultent de
I'absorption de la lumiére et de la dissipation d'énergie non radiative qui s'ensuit.[329], [331] Par conséquent,
la modification de la forme des nanoparticules d'or leur confere des propriétés optiques intéressantes couvrant
le spectre électromagnétique du visible au proche infrarouge (NIR), ce qui en fait des outils utiles pour la
bioimagerie et les applications théranostiques.[367] Afin d’exploiter efficacement ces propriétés, il est
essentiel de contréler les propriétés morphologiques des NPs Au pendant la synthése.

En raison de leur compatibilité, de leur réactivité et de leur sensibilité aux altérations, ainsi que de leurs
propriétés optiques ajustables, les nanoparticules d'or de formes et de tailles diverses gagnent en importance
dans le domaine médical (diagnostic, imagerie et thérapie). En outre, les NPs Au se sont avérées étre des

agents thérapeutiques efficaces ainsi que des transporteurs de principe actifs.

4.4.3. Utilisation potentielle des nanoparticules d’or dans le domaine médical
Les nanoparticules d’or possédent plusieurs propriétés permettant d’envisager leur utilisation dans le
domaine biomédical. Dans ce qui suit, quelques exemples d’utilisation de ces nanoparticules dans le domaine

du diagnostic, de I’imagerie et de la thérapie seront décrits.

Dans le domaine du diagnostic moléculaire, les NPs Au possédent, en raison de la sensibilité de leur
propriétés optiques aux modifications de leur environnement proche, un potentiel élevé.[368] Le
développement de nanoparticules a suscité beaucoup d’espoir dans le domaine de la détection précoce
d’agents pathogénes et de biomarqueurs. Il est essentiel de développer des stratégies de détection précoce
afin de réduire les effets de la maladie et d'augmenter les taux de réussite des traitements. Les nanoparticules
ont un rapport surface/volume élevé et peuvent étre fonctionnalisées pour détecter des cibles spécifiques, ce
qui permet d'abaisser les limites de détection et d'accroitre la sélectivité par rapport aux méthodes
traditionnelles. Elles ont été utilisées pour détecter des gaz, des ions, des biomarqueurs, des molécules et des
modifications de I'ADN, entre autres.[369]-[372]

L'équipe de Mirkin a été un précurseur dans ce domaine en publiant plusieurs articles sur I'utilisation des NPs
Au pour la détection colorimétrique.[369], [373]-[375] Le principe décrit dans un article fondateur publié en
1997 est relativement simple et astucieux.[376] Il repose sur le fait que la couleur des suspensions des
nanoparticules d’or d’une taille donnée varie avec 1’état d’agglomération. Une suspension de nanoparticules
d’or d’une quinzaine de nanometres est rouge alors qu’elle devient violette aprés agglomération de ces

nanoparticules. Ce changement de couleur a été mis a profit par Mirkin et ses collaborateurs pour détecter
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des brins d’ADN et déterminer leur séquence en jouant sur I’hybridation réversible des brins
complémentaires. Pour cela, deux familles de nanoparticules d’or de méme taille sont élaborées. Elles se
distinguent par la nature des oligonucléotides thiolés adsorbés a la surface des nanoparticules. La moitié
d'une séquence d'ADN cible est complémentaire aux 15 derniers nucléotides des brins portés par chaques les
nanoparticules d’or de chaque famille. La complémentarité des brins portés par chaque type de nanoparticules
d’or avec I’ADN-cible génere I’agglomération des nanoparticules qui s’accompagne d’un changement
caractéristique de couleur de la suspension. La teinte des suspensions de nanoparticules Au passe alors du
rouge au violet car ’agglomération résultant de 1’hybridation des brins d’ADN modifie I’environnement
diélectrique des nanoparticules. Comme les propriétés optiques des nanoparticules d’or dépendent de la taille,
de la forme, de la composition et de 1I’environnement diélectrique, la modification d’un de ces parameétres
induit un changement de couleur de la suspension des nanoparticules d’or. Cette stratégie de détection
colorimétrique, basée sur les NPs Au, a été optimisée pour la conception de diagnostics approuveés par la
FDA.

En utilisant des NPs Au recouvertes d'oligonucléotides, Conde et al. ont récemment publié la premiére
mesure de I'expression des mutations dans I'ARNm extrait directement des cellules cancéreuses.[377]
L'amplification de I'ARN n'est alors plus nécessaire. L'ADN correspondant a 'ARNm du transcrit de fusion
BCR-ABL b3a2, qui cause la leucémie myéloide chronique (CML : chronic myeloid leukemia), a été ajouté
aux NPs Au. L'ARN total a été extrait de différents types de cellules et les NPs Au de 13 nm ont été modifiées
a l'aide d'oligonucléotides thiolés. Les nanoparticules ne se sont pas combinées en I'absence de I'ADN-cible
et sont restées de couleur rouge. Un changement de couleur notable a été observé lors de I'exposition a I'ARN
isolé de cellules portant le géne mutant, ce qui a permis une identification colorimétrique directe. Lou et al.
ont mis au point un capteur a "nez chimique" utilisant le polymeére poly(p-phényléneéthynylene) (PPE) et
des NPs Au qui peuvent différencier sept protéines distinctes.[372] Cette méthode reposant sur les propriétés
plasmoniques des NPs Au illustre parfaitement la facon dont les propriétés optiques modulables des
nanoparticules d’or peuvent étre utilisées spécifiquement pour améliorer les performances de détection. La

spécificité est finement adaptée par le contrdle de la chimie de surface des NPs Au.

L’imagerie, comme déja mentionnée, page 26 paragraphe 2, est un outil important pour le diagnostic et le
suivi des traitements. Les nanoparticules d’or peuvent étre utilisées dans différents types d’imagerie en raison
des propriétés intrinseques de 1’or et des nanostructures d’or mais également & la suite de modifications
chimiques de surface qui permettent d’immobiliser des agents moléculaires d’imagerie (page 75 paragraphe
4.4.2). La capacité de I’or a fortement absorber les rayons X conférent aux nanoparticules d’or un
comportement d’agents de contraste pour I’imagerie par rayons X. Comme les nanoparticules d’or présentent
des propriétés optiques modulables, elles peuvent également agir comme agents d’imagerie pour I’imagerie
optique et I’imagerie photoacoustique. Enfin, I’immobilisation de fluorophores organiques, de chélates de
gadolinium, de complexes de radioisotopes élargit la gamme de modalités d’imagerie possibles pour les

nanoparticules d’or.
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4.4.3.2.1. Imagerie optique

Les nanoparticules plasmoniques se distinguent par leurs remarquables caractéristiques d’absorption et de
diffusion de la lumiére. Les modifications de la taille et de la forme des NPs Au exercent un effet sur la
diffusion, ce qui permet d'ajuster leurs propriétés optiques pour obtenir une diffusion maximale de la
lumiere. Le coefficient de réflexion et la section transversale optique augmentant tous deux avec la taille,
les nanoparticules les plus grosses diffusent la lumiére plus efficacement que les plus petites.[355] Les NPs
Au ont été étudiées comme agents de contraste pour l'imagerie par diffusion de la lumiere en raison de leurs
caractéristiques avantageuses.[355], [378], [378]-[380]

Les bandes de résonance plasmonique transversale et longitudinale des nanobatonnets d'Au (NRs Au) sont
causées par l'oscillation des électrons de surface le long des axes X et y, respectivement. Lorsque le rapport
d'aspect d'un batonnet augmente pour un diameétre donné, la bande transversale reste constante tandis que
la bande longitudinale est détectée vers le rouge. EI-Sayed et al. ont découvert que ces nanoparticules d’or
avec un rapport d'aspect de 2 avaient une émission maximale de 540 nm, tandis que I'augmentation du
rapport d'aspect a 5,4 entrainait une émission maximale de 740 nm.[381] Ces caractéristiques de
luminescence ont été utilisées pour la biodétection de I'ADN.[382] Li et al. ont fonctionnalisé les
nanoparticules d’or avec des sequences d’ADN pour atteindre cet objectif.[383] Les nanoparticules d’or se
sont agrégeées et le signal de luminescence a diminué lorsque des séquences complémentaires ont été
introduites. Lorsque les nanoparticules d’or ont été chauffées et se sont désagrégees, le processus s'est

inverseé.

Tang et al. ont utilisé les nanoparticules d’or pour identifier les vaisseaux sanguins intestinaux de souris et
ont utilisé I'imagerie confocale NIR pour examiner la forme de la vascularisation.[383] En utilisant la
photoluminescence générée par deux photons, Park et al. ont pu visualiser la distribution 3D de
nanocoquilles d'or lumineuses (AuNS :Au-nanoshells) dans des tumeurs de souris.[384] En utilisant I'effet

EPR, les AuNS recouvertes de polyéthylene glycol se sont accumulées dans la tumeur.

D’autre travaux exploitent ces propriétés optiques. Par exemple, Loo et al. ont développé des nanocoquilles
immuno-ciblées a base de ceeurs de silice et coquilles d’or. Ces nanocoquilles offrent des propriétés uniques
de la diffusion et I’absorption option selon 1’épaisseur de la couche d’or. Elles peuvent fournir un contraste
de diffusion pour I’imagerie in vitro tout en présentant une absorption suffisante pour permettre une thérapie

photothermique efficace.[385]

En plus de leurs remarquables caractéristiques d’absorption et de diffusion de la lumiére, les nanoparticules
d’or présentent une fluorescence élevée avec un rendement quantique allant jusqu’a 1073, [386], [387] Les
nanoclusters d’or (AuNC), constitués de quelques centaines d’atomes d’or avec une taille de noyau inférieur
a2 nm, ont fait I’objet d’une attention particuli¢re dans I’'imagerie de fluorescence grace a leurs excellentes

propriétés de fluorescence. Parmi une variété d’AuNC, les AuNC fonctionnalisés par des peptides et des
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protéines sont les plus utilisés en imagerie.[388] Par exemple, Wu et ses collégues ont montreé le potentiel

d’imagerie tumorale des AuNC en utilisant des BSA3-AuNC comme agents d’imagerie. [389]

En plus de leurs propriétés optiques, les différents types de nanoparticules d’or, peuvent étre rendus plus
lumineux en ajoutant des colorants organiques a leur surface. Toutes ces propriétés rendent les

nanoparticules d’or trés intéressantes comme nanoparticules multifonctionnelles.

4.4.3.2.2. Imagerie par rayons X

Pour des tensions de tube a rayons X de I’ordre 120 a 140 kV, le numéro atomique et la densité électronique
élevés de l'or sont a I’origine de 1’absorption efficace des rayons X des nanoparticules d’or. Elle est
supérieure a celle des agents de contraste traditionnels, des molécules a base d'iode, actuellement utilisés
en clinique.[390] Du fait de leur caractere particulaire qui assure un meilleur contréle de la biodistribution,
comparativement aux molécules, les NPs Au sont également caractérisées par une durée de circulation plus
longue que celle des agents traditionnels ce qui rend possible une imagerie sur une plus longue durée, le
ciblage de certains types de cellules ou de récepteurs, et le suivi des cellules.[391]-[393] Les charges utiles
des NPs Au peuvent également étre soigneusement régulées dans des supports biocompatibles.[343] Ces
caractéristiques, ainsi que la biocompatibilité de I'or par rapport a d'autres éléments qui atténuent de maniére
aussi significative les rayons X, ont conduit a I'étude des NPs Au en tant qu'agents de contraste pour les
méthodes d'imagerie par rayons X telles que la tomodensitométrie (tomographie axiale calculée par
ordinateur ou scanographie (CT en anglais)).[339], [394]-[408]

Hainfeld et ses collegues ont démontré que des nanoparticules d’or de taille réduite (environ 2 hm) avec
une couche organique hydrophile exerce une augmentation du contraste dans les tumeurs solides apres
injection intraveineuse. Afin d’anticiper I’utilisation de la tomodensitométrie spectrale, en particulier pour
la détection de plaques vulnérables d’athérosclérose, Pan des laboratoires de recherche de Philips et ses
collégues ont développé des agents de contraste obtenus par encapsulation de nanoparticules d’or dans des
particules lipidiques stabilisées par des phospholipides.[409] Ces nanoparticules ont été utilisées pour
détecter des caillots de sang formés in vitro. En outre, aprés I'injection de nanostructures d'or dans le pied
de la souris, des ganglions lymphatiques sentinelles ont pu étre détectés par tomodensitométrie spectrale

aprés injection intraveineuse de ces nanoparticules.

4.4.3.2.3. Imagerie photoacoustique
L’imagerie photoacoustique repose sur la conversion de la lumiére incidente en ondes ultrasonores qui
seront traitées pour construire une image. Le principe de cette modalité d’imagerie repose sur 1’absorption
de bréves impulsions laser qui est a ’origine de cycles d’expansion et de contraction des zones illuminées
en raison de I’échauffement induit par I’absorption. La répétition de ces cycles génére des trains d’onde

dans la gamme des ultrasons qui sont quotidiennement exploités dans des examens cliniques par

3 Bovine Serum Albumin
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échographie. L'imagerie photoacoustique présente plusieurs avantages par rapport a d'autres techniques
d'imagerie, notamment I'absence de rayonnement ionisant et l'utilisation d'ultrasons en sortie, ce qui permet
d'obtenir une meilleure résolution spatiale que les méthodes optiques en raison de la diffusion réduite des
ultrasons dans les tissus. Cette modalité d'imagerie peut différencier les tissus car les différents types de
tissus biologiques ont des coefficients d'absorption de la lumiére distincts. Les NPs Au congues pour
absorber dans la région spectrale du proche infrarouge (NIR), ¢’est-a-dire dans le domaine de transparence
des tissus biologiques, se comportent comme agents de contraste prometteurs pour l'imagerie
photoacoustique.[410][411]-[415] Cette approche d'imagerie a été utilisée avec une variété de
nanostructures en or dont la taille et/ou la forme (par exemple, les cages, [416], [417] les nanosphéres [418]
et les nanobatonnets [418]) ont été adaptées pour garantir 1’absorption plasmonique dans la région du
NIR.[419]-[423]

Les propriétés des nanoparticules d’or exploitées pour I’imagerie (absorption de la lumiere NIR, des photons
X) leur conférent également un potentiel thérapeutique qui a été révélé par de nombreuses études. La
possibilité de combiner imagerie et activité thérapeutique télécommandée est un atout indéniable des
nanoparticules d’or pour des applications médicales car elle permet, entre autres, de guider la thérapie par
I’imagerie pour une meilleure personnalisation des traitements. Les différences physiologiques entre chaque
patient obligent pour une méme pathologie a adapter le traitement aux caractéristiques individuelles des
personnes malades. Un immense espoir est placé dans le développement d’agents théranostiques car leur
capacité de guider la thérapie par I’imagerie s’inscrit parfaitement dans la stratégie de la médecine
personnalisée qui est au cceur de nombreux développements visant & améliorer a la fois D’efficacité des

traitements et le confort des patients.

En plus de leurs propriétés intrinséques, les nanoparticules d’or du fait de leur structure particulaire et de la

relative facilité a les fonctionnaliser sont adaptées pour la délivrance contrdlée et ciblée de principes actifs.

4.4.3.3.1. Délivrance des principes actifs
Les NPs Au présentent un certain nombre de caractéristiques qui les rendent idéales pour I'administration
de principes actifs. Le noyau en métal noble est inerte, ce qui se traduit par une toxicité minimale et une
excellente biocompatibilité, deux éléments essentiels pour les applications biologiques.[356] L’accés
relativement aisé a une large gamme de taille et de forme des NPs Au permet de sélectionner les structures
optimales pour transporter et livrer de facon contrdlée et ciblée des principes actifs tels que des protéines,
des peptides, des oligonucléotides ou de minuscules molécules pharmacologiques.[337], [338], [424] En
outre, une large surface et une variété de chimies de surface facilitent I’immobilisation non seulement des
agents thérapeutiques mais aussi d'autres entités, notamment des molécules de ciblage, des agents de
couplage et des entités qui conférent une modalité d’imagerie supplémentaire (agents de contraste pour
I’IRM, traceurs). En raison du besoin considérable de nouvelles thérapies dans ce domaine, les NPs Au ont

été largement étudiées [425]-[428] pour étre utilisées dans la thérapie anticancéreuse.[429]-[434] Dans ce
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contexte, I'effet EPR peut amener les NPs Au a se concentrer de maniére préférentielle dans les tumeurs

malignes.

Tomuleasa et al. ont étudié trois formulations différentes de NPs Au incorporant de la doxorubicine, du
cisplatine ou de la capécitabine pour le traitement du cancer du foie dans un scénario classique.[435] Les
principes actifs moléculaires ont été immobilisés de maniére non covalente sur des NPs Au recouvertes
d'acide aspartique. La comparaison des effets thérapeutiques a été réalisée avec des cellules de carcinome
hépatocellulaire, des cellules de carcinome hépatocellulaire résistant a la chimiothérapie et des cellules
hépatiques non cancéreuses. Par rapport aux principes actifs libres, les formulations constituées des
conjugués NPs Au-principe actif ont obtenu de meilleurs résultats thérapeutiques. L’ immobilisation des
principes actifs sur les nanoparticules d’or permet de contourner les mécanismes de résistance. Il en résulte
que les formulations développées par Tomuleasa et ses collégues sont capables d’éradiquer des cellules

pourtant résistantes a la chimiothérapie.

Kumar et al. ont combiné traitement et ciblage actif en fonctionnalisant les NPs Au avec des peptides
thérapeutiques et de ciblage.[436] Le premier peptide, PMI, interfere avec la voie p53 et peut ainsi induire
I'apoptose des cellules cancéreuses. Le deuxieme peptide CRGDK se lie au récepteur de la neuropiline-1,
qui est surexprimé sur les cellules cancéreuses. Les deux types de peptides ont été liés de maniére covalente
a des NPs Au d'un diametre de 2 nm. Deux lignées cellulaires de cancer du sein qui expriment des récepteurs
pour lesquels les peptides possédent une affinité, les cellules MDA-MB-321 qui expriment fortement le
récepteur de la neuropiline-1 et les cellules MCF-7S qui présentent une faible expression du méme
récepteur, ont été utilisées pour examiner l'internalisation et les effets thérapeutiques. L’incubation de ces
cellules avec les nanoparticules d'or conduit a une mortalité in vitro plus forte pour les cellules MDA-MB-

321 que pour MCF-7S. Cela refléte un fort potentiel pour la thérapie ciblée des nanoparticules d’or.

Heo et al. ont décrit une plateforme complexe a base de nanoparticules d’or qui comprend de la biotine
comme ligand de ciblage, du paclitaxel comme principe actif anticancéreux, de la rhodamine B pour la
détection par la fluorescence et du PEG pour une biocompatibilité accrue.[437] Afin de ne pas entraver son
action thérapeutique, le paclitaxel n’a pas ét¢ greffé de facon covalente mais a été immobilisé par inclusion
dans des molécules de cyclodextrine, qui recouvrent la surface des nanoparticules d’or. En raison de 1a
surexpression des récepteurs de la biotine dans certaines cellules cancéreuses, la biotine a été utilisée
comme agent de ciblage. Ces NPs Au ont été testées in vitro en utilisant une approche multimodale avec
trois lignées de cellules cancéreuses (HeLa, A549 et MG63), ainsi que des fibroblastes (NIH3T3) comme
témoins. Par rapport aux cellules témoins, les cellules cancéreuses présentaient un taux de viabilité deux
fois moins élevé aprés avoir été traitées avec des NPs Au pendant 24 heures. Dans les trois lignées de
cellules cancéreuses, la microscopie champ sombre et de fluorescence a montré une plus grande
internalisation des nanoparticules d’or que dans le cas des cellules témoins. Cette étude met en lumiére le
potentiel de cette plateforme polyvalente qui se comporte comme un agent théranostique (agent combinant

thérapie et diagnostic).
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Paciotti et al. ont créé une formulation composée de NPs Au revétues d'une combinaison de facteur de
nécrose tumorale (TNF) et de polyéthyléne glycol (PEG). Bien que le TNF présente une activité
anticancéreuse reconnue, son application thérapeutique est limitée en raison de sa toxicité systémique.[438]
L’idée mise en avant par 1’équipe de Paciotti est de considérer que I’immobilisation de TNF sur les
nanoparticules d’or permettrait de minimiser l'impact systémique du TNF tout en augmentant
I’accumulation dans les tumeurs. Chez les souris porteuses de tumeurs, les études de la formulation NPs
AuU-TNF ont révélé une multiplication par 9 de I'accumulation de TNF dans la tumeur. En outre, le
développement de la tumeur a été ralenti et la survie a été améliorée. Ces résultats encourageants ont incité
a lancer une étude clinique de phase | chez des patients atteints de cancers solides avancés en utilisant les
NPs Au-TNF.[439] Des doses allant jusqu'a 600 pg/m? ont été étudiées et se sont avérées sires. Les NPs
Au ont été trouvées dans les biopsies obtenues a partir des tumeurs malignes des patients, mais pas dans les
tissus sains. L'efficacité de ce traitement chez les patients devra étre évaluée dans de futures études cliniques
de phase II.

4.4.3.3.2. Thérapie photothermique (PTT)
Les nanoparticules d'or présentent un grand intérét pour le traitement photothermique (PTT) en raison de
leurs caractéristiques uniques, telles que I'absorption et la diffusion des rayonnements électromagnétiques.
La PTT consiste a éradiquer les cellules cancéreuses par une augmentation localisée de la température
(>42°C) induite par I’absorption d’un rayonnement électromagnétique (idéalement dans le domaine NIR).
Depuis le XVlle siécle, le chauffage local ou global du corps entier est utilisée dans le traitement des
tumeurs.[440] L'hyperthermie (c’est-a-dire I’augmentation de température par des causes externes a
I’organisme), tant locale que globale, induit une rupture de la membrane cellulaire et une dénaturation des
protéines, ce qui entraine la mort cellulaire. Malheureusement, les tissus sains sont également endommagés
au cours de ce processus, ce qui constitue le principal défaut des PTT et empéche leur utilisation dans un
cadre thérapeutique. L'utilisation du rayonnement laser, qui permet la destruction contr6lée des tissus
cancéreux, a permis d'atténuer cet inconvénient.[441], [442] Les techniques modernes de PTT ont une
spécificité accrue, sont moins invasives et possédent une sélectivité spatio-temporelle précise, ce qui en fait

une option viable pour le traitement des cancers résistant a la chimiothérapie.

L'efficacité de la PTT peut étre encore améliorée en utilisant des agents photothermiques (en particulier des
composes nanométriques), qui permettent une conversion plus efficace de la lumiére en chaleur. Plusieurs
thérapies photothermiques reposant sur des agents chauffants nanométriques ont été largement étudiées a
cette fin. [443], [444] Les nanoparticules d'or de différentes formes présentent plusieurs avantages a cet
égard, notamment un large spectre de maxima d'absorption (de I'UV au NIR) et de grandes sections
transversales d'absorption. L usage des nanoparticules d’or comme agents chauffants pour la PTT permet
de réduire les périodes de dépdt de dose et la puissance laser par rapport a des agents chauffants
moléculaires (en général, des colorants comme le vert d’indocyanine).[445] En particulier, la zone NIR est
cruciale car, contrairement a la lumiére visible, les plus grandes longueurs d'onde de la lumiere peuvent

pénétrer les tissus biologiques. Dans la " fenétre de transparence des tissus biologiques " (650-900 nm), une
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zone favorable a I'absorption SPR de certaines nanostructures a base d’or (cceur diélectrique, coquille d’or,
nanobatonnets d’or, nanocages d’or, multipodes d’or, étoiles/oursins d’or...), la pénétration de la lumiére
peut atteindre quelques centimeétres. L'irradiation dans la gamme SPR est particuliérement intéressante car
elle est suivie d'une conversion rapide de la lumiére en chaleur.[307] L'utilisation des nanoparticules d'or
en PTT est régie par leur taille, leur forme et leur structure, qui ont toutes un impact significatif sur les

caractéristiques photothermiques.[446]-[448]

Hirsch et al. ont rapporté la premiére étude sur les possibilités d'utilisation des nanoparticules d'or dans le
traitement photothermique en 2003. Ils ont utilisé des nanocoquilles d'or/silice modifiées par des chaines
de PEG avec un diamétre du cceur de silice de 110 nm et une épaisseur de coquille de 10 nm. Ces
nanocoquilles sont caractérisées par une bande d'absorption centré vers 820 nm. Une augmentation de la
mortalité a été constatée lorsque des cellules cancéreuses épithéliales mammaires humaines SK-BR-3
incubées en présence de telles constructions ont été exposée a un rayonnement NIR. En revanche, les
cellules non traitées exposées au méme rayonnement n'ont présenté aucune perte de viabilité. En outre, des
expériences in vivo ont indiqué que des doses modestes de lumiere NIR généraient une augmentation
substantielle de la température dans les tumeurs solides traitées avec des NPs Au. Un tel échauffement était

capable de causer des dommages permanents aux tissus.[158]

Plusieurs autres groupes de recherche se sont intéressés au potentiel photothermique des nanobatonnets et
des nanocoquilles d’or. Stern et al. ont étudié des nanocoquilles silice/or non modifiées dont la taille du
cceur de silice est de 110 nm et celle de la coquille d'or de 10 nm. Ces nanoparticules ont été capables de
déclencher la mort cellulaire de deux lignées cellulaires humaines de cancer de la prostate (PC-3 et C4-2)
lorsqu'elles ont été exposées a la lumiere NIR (810 nm), alors que les cellules soumises au rayonnement
seul n'ont pas été endommageées.[449] Des expériences in vivo sur des souris porteuses de tumeur de la
prostate (PC-3) ayant recu des injections dorsales de nanoparticules d’or ont corroboré ce résultat.[450]
Des expériences in vivo destinées a évaluer le potentiel des nanoparticules cceur/coquille silice/or PEGylées
pour la photothermie induite par le NIR ont révélé que l'irradiation de modeles de souris saines perturbait
le tissu musculaire dans la région de localisation des nanoparticules, mais qu'aucun autre tissu n'était
endommagé.[451] En outre, chez des souris porteuses de tumeurs aprés implantation de cellule cancéreuses
colorectales humaines, de telles nanocoquilles d'or a cceur de silice fonctionnalisées avec du PEG ont pu
améliorer la perfusion tumorale aprés exposition a la lumiére NIR, entrainant ainsi une diminution de la

proportion hypoxique des tumeurs (HCT : hypoxic proportion of tumors).

4.4.3.3.3. Radiothérapie
Depuis qu’il a été démontré que les rayons X permettent de contrOler la croissance tumorale, la
radiothérapie est largement utilisée en clinique, seule ou combinée avec la chirurgie et/ou la chimiothérapie.
La radiothérapie repose sur I’effet cytotoxique des radiations ionisantes (X, y, protons (protonthérapie), C®*
(hadronthérapie)) qui en altérant les acides nucléiques, les protéines, les organites cellulaires induisent un
dysfonctionnement de la cellule. Malgré la mise en ceuvre d’un ensemble de mécanismes de réparation, les

dommages sont tellement nombreux et importants que les cellules irradiées meurent. Les cellules
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cancéreuses et donc la tumeur peuvent é&tre éradiquées par 1’absorption des radiations ionisantes.
Cependant, il est difficile de déposer la dose thérapeutique uniquement dans la tumeur. La différence de la
composition chimique entre les tissus sains et la tumeur est trop faible pour garantir une absorption sélective
des rayonnements ionisants. Il en résulte que le traitement par radiothérapie manque de sélectivité : les
tissus sains sont trop altérés alors que la tumeur ne 1’est pas assez. Comme il est impossible d’augmenter la
dose d’entrée sans endommager les tissus dont la préservation est un objectif aussi important que
I’éradication complete de la tumeur solide, il a été proposé plusieurs pistes pour augmenter la sélectivité de
la radiothérapie. Trois axes ont été explorés pour détruire les tumeurs par radiothérapie tout en préservant

les tissus sains :

e La nature du rayonnement : les ions (H* et C®") sont trés prometteurs car ils permettent de déposer
I’essentiel de la dose dans un volume réduit

e La balistique : en déplagant la source d’irradiation autour du patient, il est possible d’augmenter la
dose dans la tumeur tout en la maintenant a niveau faible dans les tissus sains

e Leradiorehaussement : en modifiant la composition chimique des tumeurs (et seulement des tumeurs)
par des éléments de numéro atomique (Z) élevé, il est possible de favoriser le dépot de dose dans la
tumeur. Il en résulte que la tumeur peut étre éradiquée avec une dose plus faible et que les tissus sains

se trouvant sur le parcours sont mieux préserves.

Les travaux pionniers de Hainfeld et de ses collegues ont validé ce principe du radiorehaussement (souvent
nommé a tort radiosensibilisation) en utilisant des nanoparticules d’or (Zaw = 79) pour modifier la
composition chimique des tumeurs. Hainfeld et al. ont testé des NPs Au recouvertes de molécules de
glucose thiolé de 1,9 nm pour augmenter I’effet des radiations chez des animaux porteurs de tumeurs.[452]
Le développement tumoral a été fortement ralenti voire inhibé chez les souris traitées aux rayons X apres
injection intraveineuse d’une suspension de ces nanoparticules d’or (1,35 g d'Au/kg), tandis que la
croissance tumorale chez les animaux traités uniquement aux rayons X a persisté, bien que plus lentement
que chez les souris non traitées. En outre, 86 % des souris auxquelles on a injecté 2,7 g d'Au/kg avant d’étre
exposées aux rayons X étaient encore en vie un an plus tard, soit une proportion nettement supérieure a
celle des témoins. Ces travaux ont ouvert la voie au développement de nanoparticules pour améliorer les

effets de la radiothérapie.

Liu et al. ont étudié les effets de diverses sources de rayons X sur la survie des cellules cancéreuses en
présence et en I'absence de NPs Au recouvertes de PEG.[453] Ils ont découvert que lorsque les cellules
¢taient exposées aux rayons X en présence de NPs Au, leur survie diminuait d’une maniére qui dépend de
ladose. Les cellules survivantes présentaient un aspect déformé et une distribution irréguliére des organites,

ce qui était un autre indicateur de I'impact thérapeutique.

Si les nanoparticules d’or ont été treés étudiées comme agents rehausseurs de dose pour la radiothérapie
externe (la dose est délivrée par une source externe), des travaux ont montré le potentiel des nanoparticules

d’or radioactives pour la curiethérapie (les radiations thérapeutiques sont émises par les nanoparticules
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d’or). Les NPs Au enrobées d'acide ascorbique et produits a partir de sels d'or-198 ont été étudiées pour
leur potentiel radiothérapeutique dans les années 1950 et 1960 comme méthode alternative.[454]-[457]
L'objectif dans ce domaine est que les nanoparticules se concentrent préférentiellement dans les tumeurs et
émettent un rayonnement qui lorsqu’il est absorbé par les cellules cancéreuses induit la mort cellulaire.
Cette stratégie a récemment été ressuscitée grace a l'amélioration des procedés de fabrication des
nanoparticules et des matériaux de revétement. Un revétement d'épigallocatéchine comme agent de ciblage
a été utilisé pour fabriquer des NPs Au radioactives.[457] L'épigallocatéchine-gallate a été choisie car son
efficacité a été démontrée dans le traitement du cancer de la prostate.[454] Pour établir que les particules
ont été absorbées par les cellules cancéreuses de la prostate, les chercheurs ont utilisé la microscopie a
champ sombre et la microscopie électronique de transmission. Lorsque ces nanoparticules ont été
introduites dans des tumeurs de souris, le développement tumoral a été stoppé pendant 35 jours, ce qui

montre que les nanoparticules d’or radioactives ont eu un impact thérapeutique.

D’autre types de nanoparticules, comme les nanoparticules radioactives palladium-or, sont apparues
comme une alternative aux nanoparticules a base d’Au-198. La stratégie d’utiliser du palladium radioactif
([***Pd]Pd) au lieu de I’or radioactif ([**®Au]Au) est basée sur I'utilisation du radio-isotope de palladium
([***Pd]Pd) en curiethérapie a faible dose. Deux voies de syntheses principales ont été étudiées : 1) la
réduction des sels métalliques et 2) le remplacement galvanique.[458]-[460] Un avantage incontestable de
la voie de réduction est que la structure cceur-coquille améliore le dépdt de dose via Deffet
radiosensibilisant. Dans ce cas, les photons interagissent avec la couche d’or des nanoparticules Au-Pd et
les électrons secondaires émis par la couche d’or générent des cascades d’ionisation. La synthése des
nanoparticules Au-Pd se fait en deux étapes : 1) la réduction du [**Pd]Pd dans un milieu aqueux pour
former le coeur des nanoparticules, 2) la réduction de I’or pour former la coquille entourant le coeur
[1°3Pd]Pd. Pour améliorer leur stabilité et leur biocompatibilité, des polyméres de PEG sont greffer a leur
surface. Dans cette étude, deux types de nanoparticules ont été développés : 1) les nanoparticules contenant
[1°Pd]Pd seulement ([*®*Pd]Pd@Au-PEG) 2) les nanoparticules contenant Pd combiné avec '%¢Au.
([***Pd]Pd@[**®Au]Au-PEG). Ces nanoparticules sont administrées par injection intratumorale dans des
souris porteuses du cancer de la prostate (PC3). Aprés 4 semaines une diminution de 56% et de 75% du
volume tumoral est observée par rapport aux témoins pour les nanoparticules [*®Pd]Pd@Au-PEG et
[1°Pd]Pd@[**®Au]Au-PEG respectivement.[458]

4.5. Nanoparticules d’oxyde de fer

Les nanoparticules magnétiques (MNP : magnetic nanoparticles) d'une taille comprise entre 1 et 100 nm sont

devenues un nanomatériau essentiel pour la recherche et la technologie. Leurs caractéristiques distinctives,

notamment un rapport surface/volume élevé et des propriétés magnétiques dépendant de la taille, les

distinguent des matériaux massifs parents. Ces dernieres années, de nombreux travaux ont été consacres a la

production de nanoparticules magnétiques (MNP), ainsi qu'a la compréhension de leur comportement et a

I'amélioration de leur application dans divers domaines.[461], [462] Les caractéristiques physicochimiques, la

stabilité colloidale, le comportement et le devenir biologique des MNP sont tous régis par un contréle précis
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des conditions de synthése et de la fonctionnalisation de surface. Les plateformes magnétiques destinées aux
applications biologiques, pharmaceutiques et médicales, doivent avoir une taille minuscule et une distribution
de taille étroite, ainsi que des valeurs de magnétisme élevées. Enfin, pour garantir la tolérance et la
biocompatibilité, ainsi qu'une localisation précise a I'emplacement de la cible biologique, elles doivent
présenter le revétement de surface le plus adapté possible. L'administration de principes actifs, I'nyperthermie,
I'imagerie par résonance magnétique (IRM), lI'ingénierie tissulaire et la cicatrisation des tissus, la biodétection,
les séparations biochimiques et la bioanalyse ont toutes été largement explorées a l'aide de MNP dotées d'une
physicochimie adaptée et de caractéristiques de surface personnalisées. Ces nanoparticules satisfont
parfaitement les critéres requis pour les agents théranostiques, a savoir la combinaison de 1’imagerie (IRM) et
d’une activité thérapeutique (transports et délivrance de principes actifs, agents chauffants en hyperthermie
magnétique). Les MNPs constituent donc des objets prometteurs pour le développement de la
nanomédecine.[463] Plusieurs essais cliniques sont d’ailleurs en cours pour évaluer le potentiel des

nanosystémes magnétiques pour des applications médicales.[461], [464], [465]

4.5.1. Les propriétés physicochimiques des nanoparticules d’oxyde de fer a controler

La préparation des nanoparticules magnétiques pour des applications médicales nécessite le contrble des
propriétés physico-chimiques de ces nanoparticules. Plusieurs paramétres influencent ces propriétés comme
la taille, la forme, la structure, la charge de surface... Les caractérisations magnétiques, par exemple, ont
montré que la magnétisation a saturation des particules d'oxyde de fer diminue lorsque la taille des particules
diminue. En IRM, il a été démontré que la taille des particules d’oxyde de fer affecte le signal (c'est-a-dire la
relaxation transversale R.=1/T>), ce qui peut avoir des implications sur la précision du diagnostic.[466], [467]

D’autre part, la chimie de surface joue un réle important pour pouvoir exploiter leurs propriétés en milieu
biologique. Les nanoparticules magnétiques sont exposées a un pH physiologique légérement basique (pH
7,4) et a une force ionique modérément élevée (140 mEqg/L) aprés administration intraveineuse. L'agrégation

des nanoparticules est généralement causée par ces conditions.

En effet, la stabilité des suspensions colloidales va étre régie par les différentes interactions attractives et
répulsives entre les nanoparticules et le milieu ainsi que les nanoparticules entre elles. Les interactions
dipolaires magnétiques, dans le cas des nanoparticules magnétiques, viennent s’ajouter aux interactions de
Van der Waals (forces attractives trés fortes a courte distance entre objets de méme nature), aux interactions
élecrostatiques (qui sont soit attractives, soit répulsives) et aux interactions par effet stérique (forces

répulsives) présentes dans toute suspension colloidale.

Pour assurer la stabilité colloidale, il est évident que les forces répulsives doivent étre supérieures aux forces
attractives. Par conséquent, la stabilité des particules magnétiques in vitro et in vivo n'est possible que si ces
effets sont compensés par : (1) une répulsion électrostatique entre des surfaces adéquatement chargées ; (2)
des interactions hydrophiles entre particules (lorsque des particules hydrophobes sont en suspension dans des
solution hydrophiles, elles ont tendance a interagir avec des particules de leur type plutot qu’avec le liquide

hydrophile) ; et/ou (3) la présence d'une coquille adéquate (barriere stérique) a la surface de la
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particule.[465], [468] Ces interactions doivent surpasser les interactions de Van der Waals et les interactions

magnétiques dipolaires.

La stabilité colloidale dans un milieu approprié est une nécessité pour les applications médicales des
nanoparticules magnétiques. Les nanoparticules magnétiques présentent une faible sédimentation
gravitationnelle dans le flux sanguin, en raison de leur densité moyenne modeste. Pour éviter l'agrégation des
particules in vitro et in vivo, il faut s'assurer que les nanoparticules soient protégées contre l'agrégation, et
contre les processus d’interaction avec les protéines plasmatiques (opsonisation). [465], [469]-[472]. La
stabilisation stérique, en greffant des polymeres biocompatibles (PEG), offre une stabilité adéquate méme a
de plus grandes concentrations d'électrolytes et dans une large gamme de valeurs de pH lorsque la densité de
molécules a la surface des nanoparticules est suffisamment importante.[473]

Les propriétés magnétiques des nanoparticules utilisées doivent respecter ces contraintes [469], [470], [474],
[475]. Pour cela leur magnétisation résiduelle en absence de champ magnétique doit étre négligeable ou
inexistante. Seules les nanoparticules superparamagnétiques ou constituées de matériaux ferro- ou ferri-
magnétiques doux répondent a ce critere. C'est le cas des nanoparticules composées de magnétite (FesO4) ou
de maghémite (y-Fe203), qui ont un cycle d'hystérésis limité et, par conséquent, une aimantation rémanente
modeste.[465], [476]-[478]

En réalité, le magnétisme résiduel nul ou minimal des nanoparticules superparamagnétiques est une
caractéristique intrigante qui empéche l'agrégation pendant le stockage et apres I'administration
intraveineuse. Les particules ne présentent plus d'interaction magnétique (rémanence et coercivité
négligeables) lorsque le champ magnétique est supprimé. L'agglomération (ainsi que lI'embolisation possible

des vaisseaux capillaires) est donc évitée.[479], [480]

Les particules superparamagnétiques présentent d'autres avantages, notamment (1) un échauffement di au
processus de relaxation de Néel lorsqu'elles sont exposées & un champ magnétique alternatif (AMF:
alternating magnetic field) [480], [481] et (2) une amélioration significative des durées de relaxation des
protons Ty et T2.[482]

Donc, I'utilisation des nanoparticules magnétiques pour des applications médicales est soumise a un contrdle
précis de leurs propriétés physico-chimiques. La stabilité colloidale et le magnétisme des nanoparticules sont

des facteurs choisis selon le type, la forme et la taille des nanoparticules magnétiques choisies.

4.5.2. Utilisation dans le domaine médical

La délivrance par libération controlée de principes actifs a fait I’objet d’une attention particulierement grande
au cours des dernieres décennies avec I’objectif d'améliorer I’efficacité et la sécurité pharmacologiques grace
a un contréle accru de la pharmacocinétique et de la pharmacodynamique des médicaments.[483], [484] En
raison de leur réactivité au champ magnétique, les MNPs sont des transporteurs de principes actifs
prometteurs : un champ magnétique extracorporel peut concentrer ces nanodispositifs sur le site souhaité, les

y maintenir pendant une période déterminée jusqu'a ce que le principe actif encapsulé soit libéré, minimisant
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ainsi les effets secondaires associés aux médicaments en raison d'une distribution non spécifique.[485]-
[490]-[494] Par ailleurs, sous I'effet d'un champ magnétique alternatif (AMF) externe, la capacité des MNP
a genérer de la chaleur peut contribuer & un mécanisme thérapeutique appelé hyperthermie magnétique.
L’échauffement localisé peut induire la mort cellulaire pour des températures supérieures a 42°C. Cette
augmentation de température peut également étre utilisée pour libérer de facon contrdlée les molécules de

principe actif.

Si le guidage magnétique et I’hyperthermie magnétique reposent tous deux sur les propriétés magnétiques
des nanoparticules superparamagnétiques d’oxyde de fer, leur application dépendra en partie de leur taille.
Les petites NPs ont une meilleure perméabilité tissulaire et sont donc meilleures pour la génération de
chaleur, mais les plus grandes particules sont plus adaptées pour le ciblage magnétique en raison de leur
sensibilité accrue au guidage magnétique.[495]

Senyei et Widder et al. ont suggéré I'idée d'utiliser des MNP/microbilles magnétiques comme supports pour
des applications thérapeutiques ciblées a la fin des années 1970.[496], [497] Les substances thérapeutiques
(telles que les principes actifs cytotoxiques pour la chimiothérapie et 'ADN pour le traitement génique) sont
soit liées a la surface des supports magnétiques, soit encapsulées dans la matrice polymeére qui les abrite. Ces
assemblages particules-principes actifs sont administrés au patient par voie orale ou intraveineuse. Ils sont
ensuite guidés et concentrés vers les endroits soumis a un champ magnétique extérieur a haut gradient. Les
substances chimiques thérapeutiques sont libérées par le clivage enzymatique des liens retenant les principes
actifs sur ou dans les nanoparticules, le controle des interactions électrostatiques, le changement de pH, la
dégradation de la matrice polymére ou le chauffage des particules une fois qu’elles ont été concentrées sur
la zone ciblée dans le corps.[486], [498]-[500] Le caractére non spécifique de la chimiothérapie, qui tue les
cellules saines en plus des cibles primaires ( ¢’est-a-dire les cellules cancéreuses), est considérablement réduit
par cette approche de ciblage basée sur les porteurs magnétiques. De plus, en injectant et en délivrant avec
précision les substances thérapeutiques dans les zones ciblées, elle diminue la dispersion systémique des

produits chimiques cytotoxiques et permet une thérapie réussie avec des doses plus faibles.

Les MNPs sont parmi les supports magnétiques les plus utilisés pour I'administration de principes actifs. Pour
augmenter la stabilité colloidale, ces nanoparticules sont souvent recouvertes d'une matrice organique telle
que des polysaccharides, des acides gras ou d'autres polymeres.[461], [501]-[503] Lorsque le champ externe
est supprimé, les MNP ne laissent aucune magnétisation résiduelle, ce qui empéche leur agrégation et facilite
leur élimination de I'organisme. L'hypothése qui sous-tend le ciblage magnétique est qu'en présence d'un
gradient de champ magnétique, une force de translation est imposée a la combinaison particule-principes
actifs, la poussant vers I'aimant et la piégeant a I'emplacement cible .[486], [504] Le débit sanguin, les
caractéristiques de surface des supports magnétiques, les propriétés magnétiques des particules, I'intensité du
champ magnétique et le gradient de champ magnétique jouent tous un réle dans le succés du piégeage de

I’assemblage particules-principes actifs dans la zone cible a traiter.

89



Chapitre |

L'un des principaux obstacles a I'extension du ciblage magnétique des petits animaux a I'étre humain est que
l'intensité du champ magnétique diminue rapidement avec la distance[498]. C'est I'un des principaux
obstacles qui empéche son application clinique. Outre le probléme du champ magnétigue, il existe un certain
nombre d'autres obstacles a la distribution des principes actifs aux endroits ciblés, notamment I'absorption
non spécifique par les cellules saines, la clairance rapide et I'agrégation dans la circulation. Pour surmonter
ces obstacles, un vecteur médicamenteux idéal doit posséder les caractéristiques suivantes : une couche
protectrice pour maintenir le vecteur stable et empécher I'absorption cellulaire non spécifique, une capacité
a cibler les tumeurs pour s'accumuler sur les sites tumoraux, une adhésion cellulaire médiée par un ligand
pour une entrée cellulaire efficace, et une encapsulation efficace du principe actif pour permettre sa libération

uniquement a l'intérieur des cellules tumorales.[505]

Comme les transporteurs superparamagnétiques posseédent diverses fonctionnalités, telles que
I'administration ciblée de principes actifs anticancéreux, I'hyperthermie et I'imagerie, ils ont fait I’objet de
nombreux travaux remarquables ces derniéres années qui ont révélé leur potentiel prometteur pour la

délivrance guidée et contrdlée des principes actifs.[506]-[512]

L'hyperthermie magnétique est une thérapie potentielle contre le cancer qui est actuellement testée dans des
études cliniques.[513]-[516] La thérapie par hyperthermie magnétique est basée sur 1’échauffement des
nanoparticules magnétiques présentes dans les tissus malades a une température supérieure a 42°C. Au-dela
de cette température, la fragilisation voire la destruction des cellules tumorales est observée. Pour cela, un
champ magnétique alternatif est utilisé pour provoquer une augmentation locale de la température dans les
tissus cibles ou se trouvent les nanoparticules. L’hyperthermie magnétique se sert des points faibles des
tumeurs malignes : (1) I’accumulation des agents d’hyperthermie au sein de la tumeur a cause de 1’effet EPR.
(2) les cellules cancéreuses sont plus sensibles a I’hyperthermie que les cellules saines car elles ont un pH
plus bas. En milieu acidifié, ’augmentation de la température aurait un effet plus déstabilisateur sur les
protéines cellulaires ce qui engendre une perturbation des mécanismes enzymatiques maintenant les cellules
en vie.[517] (3) I’organisme tente de lutter contre I’hyperthermie par la perfusion, or cette derniére est trés
irréguliere et faible au sein des tumeurs. La prolifération des tumeurs malignes stimule la formation
anarchique de nouveaux vaisseaux sanguins. Ces vaisseaux se ramifient en nceuds et impasses, ils s’affaissent
réguliérement et mettent souvent les zones tumorales en hypoxie. Les cellules en hypoxie n’étant plus en
mesure d’éliminer suffisamment les substances toxiques du sang, elles ont un pH faible. Elles essayent alors
de soustraire de 1’oxygene au cellule. Ces mécanismes sont responsables des modifications tres importantes

dans la perfusion des tumeurs les rendant moins efficaces pour la lutte contre I’hyperthermie.

Le champ alternatif utilisé dans I'nyperthermie magnétique se situe dans la bande RF (Radiofréquence), entre
quelques kHz et 1 MHz, qui est parfaitement sire et a une profondeur de pénétration suffisante pour atteindre
les organes et tissus a ’intérieur du corps. L'hyperthermie magnétique peut étre provoquée par divers

processus de chauffage, notamment les relaxations browniennes et de Néel.
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Dans un environnement liquide, chaque nanoparticule superparamagnétique conserve un moment
magnétique constant, et sa direction est régie par l'anisotropie effective de la particule. Le moment est décalé
de sa direction préférée par un champ magnétique externe, et la relaxation du moment pour revenir a

I'equilibre libére de I'énergie thermique, ce qui entraine un chauffage local. [518]

Ces dernieres années, de nombreuses études se sont concentrées sur I'optimisation de I'efficacité du chauffage
des MNP en termes de propriétés intrinséques telles que la taille des particules, [519]-[522] la constante
d'anisotropie, [520], [523]-[525] l'aimantation a saturation, [526] les orientations des axes faciles, [527],
[528] les propriétés extrinseques telles que la fréquence et I'amplitude du champ alternatif, [519] et le role
des interactions dipolaires.[515], [520], [527], [529]-[531]

L'imagerie par résonance magnétique (IRM) est une technique d'imagerie non invasive qui permet de
produire des images anatomiques a haute résolution. Comparés a d'autres agents de contraste IRM tels que
les chélates d'ions paramagnétiques (complexe acide diéthylénetriaminopentaacétique- Gd** (DTPA- Gd**),
agents T1), les SPIONSs sont d'excellents agents de contraste IRM en raison de leur propriété T,* avec une
excellente sensibilité dans les images pondérées T,* et T,.[461], [464], [532], [533] En raison de l'induction
d'une susceptibilité magnétique élevée sur les protons de I'eau autour des particules, ces effets de relaxation
T, provoquent une diminution du signal sur les images pondérées T, ce qui se traduit par un contraste sombre
ou négatif.[534]

Les SPIONs (>50 nm de diamétre) sont rapidement séquestrés par les macrophages hépatiques et splénigues
apres injection intraveineuse (1V), ce qui donne des images pondérées en T, de tissus normaux. L'absence de
cellules de Kiipffer dans la tumeur du foie permet de distinguer les zones saines des zones malignes. Les
SPIONs ayant un trés petit diametre (moins de 50 nm) échappent a une absorption importante par les
macrophages du foie et de la rate, ce qui leur confére des caractéristiques de circulation prolongée. En fait,
ces SPIONs peuvent s'extravaser de la circulation systémique vers l'espace interstitiel et accéder aux tissus
malades plus profonds avant d'étre absorbés par les macrophages inflammatoires locaux aprés une injection
intraveineuse. [535]-[538] Plusieurs mécanismes sont proposés pour transporter les SPIONs de taille
inférieure a 50 nm vers les tissus malades : (1) L'endocytose par les monocytes sanguins activés, suivie de la
migration vers les tissus pathologiques ; (2) la transcytose a travers I'endothélium vasculaire, suivie de
I'absorption par les macrophages dans les tissus pathologiques ; et (3) le passage direct a travers le systeme
vasculaire inflammatoire non étanche.[539] Par conséquent, les trés petits SPIONs ont été utilisés pour

I'imagerie d'un large éventail de maladies et ont été évalués dans des contextes précliniques et cliniques.

Les SPIONs ont été utilisés pour imager avec succes les plaques d'athérosclérose sur la paroi artérielle.[540]—
[542] L'examen des échantillons de plaques aprés la chirurgie a indiqué la présence de SPIONs dans les
macrophages activés, probablement en raison de I'endocytose des SPIONs par les macrophages.[234] Les
SPIONs n'ont pas été détectés dans I'endothélium vasculaire en raison de la fréquence importante de ces

cellules phagocytaires dans les zones de plaques.[539] Chez les patients humains atteints de sténose
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carotidienne, plusieurs autres études ont également montré I'accumulation des SPIONSs injectés dans les
macrophages des régions de la plague, [542], [543] principalement dans la majorité des lésions rompues ou

susceptibles de se rompre.

5. Conclusion et Plan de la thése

Dans ce chapitre, j’ai présenté les informations de la littérature sur I’évolution des nanotechnologies jusqu’a
I’introduction des nanoparticules dans les applications dans le domaine médical. J’ai ensuite exposé les types
d’imagerie médicale et les deux maladies qui seront au centre de mes travaux de theése (cancer et
athérosclérose). Notre équipe NCM a [Dinstitut UTINAM, depuis plusieurs années, travaille sur le
développement d’une plateforme a base de nanoparticules d’or recouvertes par des chélateurs organiques pour
la radiothérapie du cancer guidée par imagerie. Les premiéres nanoparticules d’or synthétisées étaient des
nanoparticules d’or recouvertes d’un chélateur linéaire, le DTDTPA dérivé dithiolé du DTPA. L’or, comme
déja mentionné, présente plusieurs intéréts pour des applications médicales : son pouvoir radiosensibilisant
peut étre exploité pour améliorer les traitements par radiothérapie. Le chélateur DTDTPA est capable de former
des complexes stables avec des ions d’intérét pour ’imagerie médicale comme I’ion Gd** qui est un agent de
contraste positif pour I'IRM et I’ion [*In]In®* pour I’imagerie nucléaire. L’immobilisation de ces ions dans la
couche organique de DTDTPA permet de suivre leur biodistribution et leur accumulation dans les zones
d’intérét. Les nanoparticules obtenues sont de petite tailles (diamétre de ceeur métallique entre 2 a 3 nm et
diamétre hydrodynamique inférieur a 10 nm). Elles sont stables en milieu physiologique sur une longue
période. Le potentiel de ces nanoparticules pour des applications médicales ont été testées in vivo dans le cadre
d’expériences précliniques. Comme la taille des nanoparticules est petite, on observe une élimination rénale
rapide de ces nanoparticules non biodégradables. Comme ces nanoparticules présentent une biodistribution
adaptée avec une accumulation dans les tumeurs (en particulier les gliosarcomes), elles ont permis de traiter
efficacement les tumeurs par rayons X. L’IRM a joué un role déterminant car le délai entre 1’injection des
nanoparticules d’or, a la fois agents de contraste positif pour I’IRM et agents radiosensibilisants, et I’irradiation
a été fixée de facon optimale grace aux données collectées par I’imagerie. Les nanoparticules
Au@DTDTPA(Gd) possédent un potentiel prometteur pour la radiothérapie guidée par IRM. Cependant avant
d’envisager des essais cliniques, les chélateurs linéaires (DTDTPA) ont été remplacés par des chélateurs
macrocycliques de type DOTAGA et NODAGA (these de Gautier Laurent et de Farhan Bouraleh Hoch). Les
chélateurs macrocycliques de type DOTAGA possédent un pouvoir complexant bien supérieur (environ 1000
fois) & celui du DTDTPA : cette caractéristique est essentielle pour envisager une application fiable de ces
nanoparticules car elle limite considérablement la libération indésirable des ions Gd®* toxiques. Les chélateurs
macrocycliques qui ont été proposés sont le TADOTA, le TADOTAGA et le TANODAGA (Figure 5-1). Les
trois chélateurs, développés dans le cadre d’une collaboration avec 1’équipe de Pr Franck Denat (P2DA,
ICMUB, Dijon), sont capables de complexer différents types d’ions qui sont utilisés comme agent d’imagerie.

TADOTA et TADOTAGA forment des complexes stables avec les ions gadolinium pour I’IRM et indium-111
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pour la SPECT alors que TANODAGA a ouvert la voie a la PET car ce chélateur macrocyclique est plus sir
gue TADOTAGA et TADOTA pour former des complexes stables avec les ions cuivre-64 et gallium-68. Le
deuxiéme obstacle a I’utilisation en clinique de ces nanoparticules est leur élimination rénale nécessaire mais
trop rapide. Il en résulte une sous-exploitation des propriétés radiosensibilisantes de ces nanoparticules.
Plusieurs stratégies ont été proposées pour pouvoir augmenter le temps de résidence vasculaire des
nanoparticules. La stratégie d’augmentation de la taille du cceur des nanoparticules a été écartée afin de

conserver 1’élimination rénale de ces nanoparticules.
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Figure 5-1 : Schéma des différentes molécules organiques utilisées comme chélateurs

Dans le cadre de la thése, j’ai travaillé sur deux autres stratégies afin de surmonter cette sous-exploitation. Le
chapitre 2 est consacré a 1I’étude de I’influence de la PEGylation sur le comportement in vivo des nanoparticules
d’or et sur le traitement de tumeurs par radiothérapie. La seconde stratégie qui est présentée dans le chapitre
3, consiste a utiliser des nanotransporteurs biodégradables a base de nanofleurs d’oxyde de fer
superparamagnétiques pour retarder 1’élimination rénale des nanoparticules d’or et a fonctionnaliser ces
nanostructures par des agents de reconnaissance pour un ciblage actif des nanoparticules. Dans les travaux
antérieurs de 1I’équipe NCM (théses de Gloria Jiménez S&nchez et Nasser Mohamed Said), des assemblages
nanofleurs-nanoparticules d’or ont été obtenus et caractérisés. Ces assemblages sont également prometteurs
pour la radiothérapie guidée par imagerie et pour la thérapie photothermique [544]. Dans le cadre de ma thése,

le potentiel des nanofleurs dorées pour I’imagerie de plaques d’athérosclérose a été évalué.
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CHAPITRE II
PEGylation : Influence sur le comportement in
vivo des nanoparticules d’or

1. PEGylation

1.1. Introduction

La fonctionnalisation de matériaux par des chaines de poly(éthyléne glycol) (PEG) de différents poids
moléculaires est connue sous le nom de PEGylation. Le polymere synthétique poly(éthyléne glycol), ou
PEG, est constitué de motifs de répétition (-O-CH»-CH»-) ayant une masse molaire de 44 g/mol.[1] La
PEGylation en nanomédecine a été définie pour la premiére fois comme la modification covalente de
protéines, de peptides ou de petits composés chimiques avec une ou plusieurs chaines de poly(éthylene
glycol) (PEG) de différents poids moléculaires.[2] Davies et Abuchowsky ont initialement décrit la
PEGylation dans les années 1970 dans le cadre de la modification de I'albumine et de la catalase.[3]-[6]
Depuis lors, cette technologie a été largement utilisée dans la formulation de principes actifs et de systémes
de délivrance de principes actifs. La PEGylation offre un certain nombre d'avantages, notamment un temps
de séjour plus long dans l'organisme, une dégradation enzymatique métabolique plus faible et une
immunogénicité réduite voie annihilée.[3], [5], [7]-[12] L’expérience acquise depuis les années 70-80 dans
I’amélioration de la biodistribution et de la pharmacocinétique de divers systémes de délivrance désormais
utilisés en clinique (liposomes, micelles, particules polymeres, protéines...) a été profitable au
développement de la nanomédecine. La littérature regorge d’exemples de nanoparticules PEGylées congues
pour des applications d’imagerie médicale et/ou de thérapie. L’énorme potentiel d’amélioration des
performances des nanomédicaments est largement documenté [13] et il existe 30 médicaments PEGylés
approuvés par la FDA pour une utilisation clinique et de nombreux autres sont en cours d’évaluation

clinique[14], [15].

Comme nous cherchons a ralentir la clairance rénale des nanoparticules d’or recouvertes de chélates de
gadolinium (ou de radioisotopes) pour mieux exploiter leur potentiel prometteur dans le traitement de
cancers par radiothérapie guidée par I’imageriec (IRM, imagerie nucléaire), la PEGylation de ces
nanoparticules est une stratégie qui mérite d’étre explorée. Afin d’éclaircir nos choix, la littérature
consacrée a la PEGylation des nanoparticules congues pour des applications médicales sera passee en revue
dans la partie suivante avant de détailler notre stratégie concernant les nanoparticules d’or recouvertes de

chélateurs macrocycliques et de présenter et discuter les résultats obtenus.

1.2. Facteurs influengant la PEGylation

La Figure 1-1 représente le monomére éthylene glycol (EG) et la structure fondamentale du polymére avec

les extrémités R; et Ry et le nombre d’unités de répétition n qui exercent une influence sur les propriétés
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physico-chimiques du PEG. En gardant a ’esprit I'amélioration du temps de circulation, les parametres-

clés ayant un impact sur le comportement des structures PEG-NPs sont discutés ci-dessous.

HO T . - site d
~ " on R'\'{-f’ P “-()}R] R: : site d’accrochage
n R, : extrémité a la surface

EG (éthyléne glycol) PEG (Poly(éthyléne glycol))
Figure 1-1 : Structures chimiques de I’EG et du PEG

1.2.1. Type de nanoparticules

La PEGylation des nanoparticules s’est imposée comme une stratégie efficace pour garantir la stabilité
colloidale et I’augmentation du temps de circulation. Cette derniére peut étre associée au temps de demi-
vie plasmatique (t12) des nanoparticules, i.e. I’intervalle de temps qui sépare le moment de 1’injection
intraveineuse des nanoparticules de celui pour lequel il reste dans le sang la moitié des nanoparticules
administrées. La taille, la charge et la composition des NPs exercent un fort impact sur leur comportement
in vivo. Les liposomes de ganglioside, par exemple, ont une distribution qui dépend de leur taille : quand
leur taille est inférieure a 70 nm, ils s'accumulent dans le foie alors qu’ils sont majoritairement présents
dans la rate pour une taille supérieure a 200 nm. En revanche, les liposomes de phosphatidylsérine ont
une accumulation hépatique indépendante de leur taille.[16] Cependant, pour une taille donnée, la
biodistribution des liposomes et leur temps de demi-vie plasmatique peuvent étre adaptés par la
PEGylation, et en particulier par la longueur de chaine de PEG.[17]-[20] Mais la PEGylation demeure
inefficace pour modifier la biodistribution et augmenter le temps de circulation des NPs qui possédent des
charges de surface positives et des diamétres supérieurs a 100 nm : elles sont rapidement éliminées de la
circulation malgré la présence de chaines de PEG.[21], [22] Probablement parce qu’elles sont trés petites
(Dn<8nm), Faure et al. [23] ont montré que le comportement de nanoparticules d’oxyde de gadolinium
recouvertes d’une couche de polysiloxane chargée positivement était modifié avantageusement apres
PEGylation par des chaines de PEG (Mw = 2000 g.mol™?) dont I’extrémité libre était pourtant chargée
positivement (-NHs* a pH 7,4). En I’absence de PEGylation, ces nanoparticules étaient rapidement
opsonisées, malgré leur dimension adaptée pour une élimination rénale. En moins de 15 minutes, ces
particules se retrouvaient massivement dans le foie et les poumons. Ce comportement indésirable a été
attribué a la charge positive. Cependant, la fonctionnalisation de ces nanoparticules chargées positivement
par des chaines de PEG (Mw = 2000 g.mol) elles-mémes chargées positivement a permis d’augmenter
considérablement le temps de circulation des nanoparticules (de quelques minutes a plusieurs heures), de
limiter I’accumulation indésirable dans le foie et d’éviter le piégeage de ces nanoparticules dans les
poumons. De plus, le mécanisme menant a 1’accumulation dans le foie semblait ne plus reposer sur le
phénomeéne d’opsonisation qui se traduit par une accumulation massive et fulgurante dans le foie, la rate
et les poumons. Elle résultait plutt de 1I’élimination hépatobiliaire car I’accumulation dans le foie était
plus progressive et moins massive comme I’illustre la forte augmentation du temps de résidence vasculaire

des nanoparticules PEGylées par rapport aux nanoparticules dépourvues de PEG. Cette différence de
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comportement illustre parfaitement le réle positif de la PEGylation dans le contr6le de la biodistribution
et de la pharmacocinétique. Cette influence dépend non seulement de la composition mais également de
la longueur de la chaine et du groupe terminal a I’extrémité libre du PEG. Comme le montre cette étude,
I’accumulation dans le foie n’est plus visible et I’¢limination rénale est trés nettement favorisée quand le
PEG chargé positivement est remplacé par un PEG de méme masse moléculaire mais de charge négative
(groupe COO). La quantité de PEG-COO- était suffisante pour inverser le signe du potentiel Zéta et donc
le comportement des nanoparticules. Une élimination rénale encore plus rapide a été observée quand la
chaine de PEG-COO" a été raccourcie (de Mw = 2000 g.mol™ a 250 g.mol™?).

Les types de PEG congus pour contréler le comportement in vivo des liposomes peuvent exercer un impact
différent lorsqu'ils sont appliqués a des NPs métalliques solides, car les liposomes ressemblent davantage
a des organismes circulants naturellement (c’est-a-dire la bicouche lipidique) et ne nécessitent donc pas
un processus de PEGylation aussi strict. Lors du choix d'une méthode de conjugaison du PEG, la nature
de la nanoparticule doit étre prise en compte. Les nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétique
(SPION) ont fait partie des premieres nanoparticules étudiées pour des applications en imagerie comme
le montrent les rapports sur ce type de nanomatériaux dés les années 1960. [24], [25] Depuis les SPION
sont devenus des objets d’étude courants dans les années 1990.[26]-[28] La PEGylation ou I'enrobage
par le dextrane de SPION et de USPION améliore la qualité de I'image car elle prolonge le temps tu
jusqu'a 200 minutes et favorise ’accumulation dans les tumeurs solides.[29]-[31] Dés les années 1970,
les nanoparticules d'or ont été utilisées pour augmenter le contraste en microscopie électronique a
transmission avant d’étre adaptées comme agents de contraste en tomodensitométrie et en radiographie et
comme agent radiosensibilisant.[32]-[34] Cette application in vivo des nanoparticules a conduit de
nombreuses équipes a mettre en place des protocoles de PEGylation des nanoparticules d’or. Les
nanoparticules et les nanobatonnets d'or PEGylés sont depuis utilisés dans une variété d'applications.[35]-
[40]

1.2.2. Conformation et longueur de la chaine de PEG

La longueur de la chaine de PEG augmente naturellement avec le nombre d’unités de répétition. Mais
I’épaisseur de la couche de PEG n’augmente pas nécessairement de fagon linéaire car les chaines de PEG
greffées a la surface des nanoparticules peuvent se replier. Il existe plusieurs facons de décrire la
PEGylation : par le nombre d’unité de répétition (PEGi: qui indique la présence de 11 unités de
répétition), par la masse molaire moyenne en masse (My) ou la masse molaire moyenne en nombre
(My).[41] L’épaisseur d’une couche greffée sur les nanoparticules dépend de la longueur et de la
configuration spatiale de la chaine de PEG. La conformation du polymére peut étre exprimée par le rayon
de Flory (F) ou n désigne le nombre de monomeres par chaine polymere et o désigne la longueur d’un
monomére en Angstroms (a= 3,5A pour le PEG). [42], [43]

3
F==an
5(1
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Deux conformations peuvent étre adoptées par les chaines de PEG selon leur densité de greffage. Pour les
faibles densités, la conformations en « champignon » est adaptée. Quand elle est élevée, les chaines de
polymeres adaptent une configuration de type « brosse ».[42], [43] Les nanoparticules recouvertes de
PEG en brosse présentent une circulation plus longue parce que les revétements plus denses protegent

mieux les nanoparticules contre le SPM. [44]

Il a été montré que la clairance des nanoparticules PEGylées diminue et I'absorption par le foie augmente
lorsque le poids moléculaire du PEG augmente.[45] Pour retarder 1’élimination rénale et maintenir une
circulation dans le sang pendant un temps plus long, la fonctionnalisation des nanoparticules par des
chaines de PEG plus longues a été proposée. [46] L’augmentation du diamétre hydrodynamique induite
par la PEGylation retarde voire empéche 1’élimination rénale. [45] Cela se traduit par une augmentation
du temps de résidence vasculaire qui est recherchée car elle garantit une meilleure accumulation dans les
zones d’intérét. Les nanoparticules dont le diameétre hydrodynamique est de 1’ordre de 50 a 100 nm sont

généralement recouvertes de PEG de plus petite longueur.[45]

1.2.3. Extrémité de PEG

Le comportement in vivo des nanoparticules PEGylées est également influencé par I’extrémité libre du
polymere, représentée par R, (Figure 1-1). Comme une large gamme de PEG, se distinguant par la nature
du groupe terminal (alcool, alcoxy, carbonyl, halo, azido, sulfo et thiol), est commercialement accessible,
il est envisageable d’adapter finement le comportement des nanoparticules PEGylées en jouant sur la
longueur de la chaine mais également sur le groupe terminal.[47] Plusieurs types de terminaison du PEG
(méthoxy, alcool) réduisent de plusieurs ordres de grandeur la liaison non spécifique (adsorption, liaison
hydrogeénes... ).[48], [49] L’internalisation dans les cellules est contrdlée par la charge des nanoparticules
qui peut étre ajustée par la PEGylation avec des chaines portant des groupes terminaux R chargés.
Comme les surfaces des cellules sont négativement chargées, la présence d’une charge négative a
I’extrémité R, provoque une répulsion et empéche les phénomeénes phagocytaires alors que la présence
d’une charge positive a I’extrémité les favorise.[21] La fonction terminale R, peut jouer un role essentiel
dans la post-fonctionnalisation des nanoparticules et apporter aux nanoparticules des fonctions
supplémentaires. Il est possible d’utiliser R, comme site de greffage pour immobiliser des agents de
reconnaissance pour le ciblage actif [50], des agents d’imagerie (fluorophores organique NIR, chélates de
gadolinium (IRM) et/ou de radioisotopes (SPECT, PET)), des agents thérapeutiques.[51] Du fait de la
variété des PEG, le greffage covalent de ces différents agents peut étre réalisé en appliquant les réactions
classiques de couplage entre R; et le groupe réactif de la molécule a coupler a la nanoparticule
(estérification (-OH/COOH), amidification (-NHx/COOH), chimie des esters activés (-NH2/NHS),
formation d’une liaison thioether (-SH/maléimide), formation d’urée ou thiourée (-NH2/-NCO ou -NCS)
ou d’uréthane (carbamate) (-OH/-NCQO)). Dans le cas de la fonctionnalisation des nanoparticules
PEGylées par des molécules organiques la chimie click bioorthogonale peut étre préférée car elle met en
jeu des groupements artificiels qui n’existent pas naturellement dans les constituants de la matiére

biologique. Une telle chimie est adaptée pour préserver les fonctions des biomolécules car le greffage
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covalent ne viendra pas endommager ses sites actifs. Il existe, dans les catalogues de différents
fournisseurs, des PEG terminés par des groupements azoture ou alcyne pour la cycloaddition 1,3-
doipolaire de Huisgens, transcyclooctene ou norborméne pour la cycloaddition de Diels-Alder a demande
inverse en électrons (IEDDA) qui sont parfaitement adaptés pour des réactions de chimie bioorthogonale

dont les protocoles sont désormais maitrisés.

1.2.4. Nature de la liaison entre les chaines de PEG et les nanoparticules

Des liaisons covalentes ou non covalentes sont utilisées pour relier les chaines de PEG aux nanoparticules.
La PEGylation des nanoparticules d’or peut étre réalisée aisément lorsque les chaines de PEG portent un
fonction thiol (SH) car 1’élément soufre posséde une forte affinité pour 1’or.[52] Afin de garantir un
ancrage plus solide des chaine de PEG sur les nanoparticules d’or, il a été proposé de remplacer la fonction
thiol par des groupements portant plusieurs atomes de soufre (par exemple, lI'acide dihydrolipoique).[53]
De nombreuses nanoparticules hydrophobes (AuNPs, MWCNT, nanoparticules d’oxide de fer, QDs,
polymere..[54]-[58]) ont été développées pour des applications médicales (biodétection, imagerie,
thérapie). Cependant, leur potentiel ne peut étre exploité que si les nanoparticules sont rendues
hydrophiles. La PEGylation des nanoparticules apparait donc une stratégie opportune. Dans le cas des
nanoparticules hydrophobes, les chaines de PEG utilisées portent a une extrémité une entité hydrophobe,
généralement une chaine lipidique ou phospholipidique. La chaine PEG est alors maintenue par des
interactions hydrophobes entre les lipides et les nanoparticules. Il est également possible d'ajouter
simplement des lipides PEGylés au mélange lipidique au moment de 1’enrobage des nanoparticules par
ce revétement lipidique [59] ou d'incuber des nanocapsules lipidiques non PEGylées avec une solution
micellaire aqueuse contenant des lipides PEGylés [60] pour obtenir des préparations liposomales. Une
autre méthode d’immobilisation de chaine de PEG a la surface de différent types de nanoparticules repose
sur les liaisons covalentes formées apres réaction entre les groupements actifs de I’extrémité R; du PEG
et ceux présents a la surface des nanoparticules [61], [62] La purification du conjugué PEG-nanoparticules
est réalisée par de multiples étapes de centrifugation et de lavage, par filtration, par dialyse ou par des
techniques de séparation telles que la chromatographie d'exclusion de taille ou d'échange d'ions, quelle

gue soit la chimie d'immobilisation.

1.2.5. Agents de reconnaissance pour le ciblage actif

Grace a une PEGylation adaptée, 1’adsorption non spécifique des protéines est réduite, I’hydrophilie est
augmentée, I’agrégation des nanoparticules est empéchée et la liaison d’un groupe de reconnaissance sur
les nanoparticules pour le ciblage actif, d’un agent d’imagerie ou d’un agent thérapeutique est
envisageable si I’extrémité libre R, du PEG est un groupement réactif. Il est attendu des nanoparticules
fonctionnalisées par un élément de reconnaissance une accumulation accrue et plus spécifique dans la
zone d’intérét, par opposition au ciblage passif reposant uniquement sur I’effet EPR.[63]-[65] Les
anticorps,[66] les peptides [65], [67]-[69], les lectines,[70] les protéines modifiées [71] et les fragments
de protéines [72] sont tous des exemples d’agents de reconnaissance pour le ciblage actif. Comme les

nanoparticules quittent plus facilement le systéme vasculaire que les molécules, elles sont
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particuliérement utiles pour cibler les éléments biologiques impliqués dans 1’angiogenése (intégrine owfs)
ou dans le développement de plaques d’athérosclérose (VCAM-1).[68] Il a récemment été démontré que
les nanoparticules peuvent étre congues pour transporter efficacement I’ARN; en dehors du systéme
vasculaire.[73], [74]

L'utilisation de PEG avec des extrémités réactives est une option intéressante pour immobiliser de maniere
covalente ou non covalente les ligands (groupe de reconnaissance) car elle permet d’allier les propriétés
des ligands (ciblage actif et spécifique) a celle des PEG (contr6le de la balance hydrophile/hydrophobe,
augmentation du temps de résidence vasculaire, controle de la biodistribution). Du fait de I’encombrement
stérique des agents de reconnaissance qui peut nuire a I’interaction entre les ligands et la cible, il est
souvent recommandé¢ d’en greffer un nombre limité sur les nanoparticules. Il en résulte qu’une partie des
groupes réactifs R, restent intacts car ils ne sont pas impliqués dans les réactions de greffage. Afin d’éviter
que leur réactivité perturbe le comportement in vivo des nanoparticules, une étape visant a désactiver les
sites d’accrochage R» des PEG est généralement effectuée. [63] Cette opération peut étre 1’occasion
d’adapter les charges de surface et/ou la balance hydrophile-hydrophobe.[51], [62], [74] Puisque la totalité
des sites réactifs R, des PEG est rarement exploitée pour greffer des molécules d’intérét comme les agents
de ciblage actif, une stratégie attirante consiste a recouvrir les nanoparticules par une couche mixte de
PEG a partir d’'un mélange de PEG. Il est alors imaginable de constituer des couches de PEG comportant
des chaines garantissant la furtivité alors que d’autres assurent I’immobilisation des groupements de
reconnaissance.[75] Cependant cette stratégie pose le probleme de contrler la composition de cette
couche de PEG mixte.

1.3. Méthodes de caractérisation de la PEGylation

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour caractériser les nanoparticules apres PEGylation et pour
déterminer ’influence de celle-ci sur les caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules. La taille
(diamétre hydrodynamique), la distribution de taille et le potentiel Zéta des nanoparticules peuvent étre
évaluées a I’aide de la diffusion dynamique de la lumiére (DLS : dynamic light scattering).[76] Plusieurs
facteurs, comme le pH, le solvant et les électrolytes utilisés, le type de nanoparticules ainsi que leur
concentration exercent une influence sur les mesures. Quand le potentiel Zé&ta est supérieur & 10 mV (en
valeur absolue), la répulsion interparticulaire est accrue, et il favorise alors la stabilité colloidale. La charge
déduite du potentiel Zéta fournit des indications sur le revétement de surface des nanoparticules. Les
ammoniums (R-NHs*, acides conjugués des amines) ont une charge positive tandis que les thiolates (S base
conjuguée des thiols SH) et les carboxylates (COO-, base conjuguée des acide carboxyliques COOH) ont
une charge négative qui dépend du pH du milieu. La DLS est une méthode de caractérisation rapide qui
peut étre mise en ceuvre pour suivre les augmentations successives de la taille pendant la PEGylation et la
bioconjugaison. L’homogénéité de la solution colloidale finale peut étre évaluée par la distribution de la
taille des nanoparticules. Bien que I’augmentation de taille constitue un indice relativement fiable de la

PEGylation des nanoparticules et permet de distinguer entre les différentes configurations du PEG (brosse,
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champignon), [77] la DLS est incapable de déterminer la densité de greffage (le nombre de chaines de PEG

par nanoparticule) et la composition de la couche de PEG, en particulier dans le cas de couches mixtes.

Pour une analyse qualitative et quantitative des PEG liés aux nanoparticules, il est nécessaire de mettre en
ceuvre d’autre méthodes de caractérisation. L’analyse thermogravimétrique (ATG), qui mesure la perte de
masse de 1’échantillon avec ’augmentation de la température [78], [79], est particulierement utile pour
établir dans le cas de nanoparticules hybrides la proportion de matiére organique (la couche) et inorganique
(le cceur). Si la couche organique n’est pas constituée que de PEG, il est possible de calculer la densité de
greffage de PEG si on dispose de la taille des nanoparticules et d’'un mod¢le pertinent pour estimer la surface
des nanoparticules. La résonance magnétique nucléaire (RMN) peut étre utilisée pour identifier les protons
du motif éthyléneoxy a 3,65 parties par million (ppm) mais elle ne peut pas donner des résultats
guantitatifs exacts.[78], [79] Une autre méthode qui peut fournir des informations quantitatives indirectes
sur les PEG accrochés aux nanoparticules est la chromatographie en phase liquide (HPLC) ou gazeuse
(GC).[80] Pour pouvoir bien déterminer la concentration en PEG, il est nécessaire de tracer une courbe

d’étalonnage.

Comme le montre la littérature, la PEGylation modifie le comportement in vivo des nanoparticules. Dans
la plupart des cas, la PEGylation est une stratégie efficace pour contourner le phénomeéne d’opsonisation et
éviter la capture massive et fulgurante des nanoparticules opsonisées par le SPM. Elle permet également de
ralentir la clairance rénale. Finalement, la PEGylation améliore la biodistribution et la pharmacocinétique
des nanoparticules. La méthode la plus adaptée pour observer les effets de la PEGylation sur le
comportement des nanoparticules consiste a suivre par imagerie, mais également par analyse chimique
post-mortem, le devenir des nanoparticules aprés administration in vivo. Probablement la caractérisation la
plus importante consiste a mesurer le temps de demi-vie (t12) de ces nanoparticules en injectant une quantité
connue de nanoparticules a un animal et en prélevant du sang en série pour surveiller la quantité de
nanoparticules dans la circulation en fonction du temps écoulé. Si I’imagerie fournit des indications
gualitatives voire quantitatives intéressantes en particulier pour les imageries « corps entier » (SPECT,
PET), les analyses post-mortem des organes sont beaucoup plus performantes pour quantifier la quantité de
nanoparticules accumulées dans les différents tissus. Pour déterminer avec précision les parameétres
pharmacocinétiques, I’analyse du sang prélevé réguliérement est préconisée. Le comptage y (qui nécessite
le radiomarquage des nanoparticules), I'analyse élémentaire et la spectrométrie de masse sont quelques-
unes des methodes permettant de mesurer avec précision la concentration des nanoparticules. Une
PEGylation contr6lée des nanoparticules conduit a une augmentation des valeurs de ti,. Par exemple, le
xyotax PEGylé (paclitaxel encapsulé dans un polymere polyglutamate biodégradable, également connu
sous le nom d'OPAXIQ) est caractérisé par un temps de circulation d'environ 120 heures chez I'homme

largement supérieur a celui du composé non PEGyIé (0,8 h).[81], [82]

1.4. Impact de la PEGylation sur les produits pharmaceutiques

Comme déja décrit, la PEGylation des nanoparticules permet de surmonter les différents obstacles

rencontrés aprés 1’injection des nanoparticules non PEGylés. En particulier, le SPM qui est une composante
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du systéme immunitaire entrave 1’administration efficace des nanomédicaments. Ce mécanisme élimine
rapidement de la circulation les nanoparticules [83] qui finissent par s’accumuler rapidement et
massivement dans le foie, la rate ou la moelle osseuse. La PEGylation des nanoparticules permet d’échapper
a I’opsonisation (et donc a la capture fulgurante, massive et indésirable par le SPM) car les chaines de PEG
limitent voire empéchent I’adsorption des protéines plasmatiques sur les nanoparticules. Cet effet bénéfique
pour I’exploitation in vivo des propriétés des nanoparticules est attribué a la capacité d’hydratation du
polymere PEG [35]. En présence d’eau, le volume de la couche constituée par les chaines de PEG augmente
fortement avec pour conséquence une réduction des interactions non spécifiques avec les protéines
plasmatiques. La décoration de la surface des nanoparticules avec du PEG permet donc d’augmenter le
temps de circulation en réduisant le processus d’opsonisation et I’activité de reconnaissance et d’absorption
des monocytes et des macrophages, avec pour impact global une réduction de la dose et de la fréquence
d’administration.[13] Comme les nanoparticules PEGylées présentent une circulation prolongée dans le
réseau vasculaire et permettent d’éviter I’opsonisation, elles sont mieux adaptées pour augmenter le ciblage
des médicaments griace a I’effet EPR. Des nanoparticules PEGylées ont récemment été produites pour
I'administration combinée de DOX et de curcumine comme traitement du cancer.[84] Ces nanoparticules
ont présenté une meilleure pénétration dans la tumeur, une durée de circulation plasmatique prolongée et
une accumulation locale d’agents anticancéreux plus importante. Les souris traitées avec des nanoparticules
PEGylées ont présenté une activité antitumorale accrue qui démontre une amélioration de I'efficacité
anticancéreuse des nanoparticules lorsqu’elles sont PEGylées.[84] Les nanoparticules PEGylées ont un
potentiel plus élevé d'accumulation sélective de principes actifs chimiothérapeutiques dans les tissus
cancéreux via l'effet EPR, tout en réduisant la toxicité systémique. La conjugaison en surface de
nanoparticules PEGylées avec des groupements de reconnaissance peut améliorer I'administration d’agents
anticancéreux spécifiques d’un type de tumeurs. D’autre part, la PEGylation génére une augmentation du
rayon hydrodynamique, qui réduit la clairance rénale. Bien que le seuil de poids moléculaire pour la
filtration des protéines dans les reins soit d’environ 65 kDa, le PEG de 30 kDa présente une faible
perméabilité rénale.[85] Pour cette raison le choix de la longueur de la chaine de PEG selon le type de

nanoparticule est crucial pour contréler le mode d’élimination le plus adéquat.

1.5. Nanomédicaments PEGyIés en essais cliniques

En raison de la flexibilité, de la pertinence thérapeutique et du potentiel d’application clinique de cette
méthode prometteuse, le développement récent de nanomédicaments anticancéreux PEGylés a fait I'objet
d'une grande attention. Les nanomédicaments anticancéreux PEGylés ont fait I'objet de tests précliniques
et cliniques approfondis, et certains d'entre eux ont été autorisés pour un usage clinique (Tableau 1-1 et
Tableau 1-2). En raison du bénéficie de la PEGylation, de nombreux essais précliniques sont en cours avec
I’espoir d’amener les nanoparticules PEGylées en clinique (Tableau 1-1). Une formulation liposomale
PEGylée chargée de Paclitaxel (PTX) a montré une demi-vie plasmatique prolongée chez les rats et une
meilleure activité antitumorale chez les souris « nude » porteuses d’une tumeur du cancer du sein humain

MDA-MB-231 dans une étude préclinique. La PEGylation réduit I'accumulation du médicament dans les
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organes du SPM tout en la renforcant dans les tissus tumoraux, selon des études de biodistribution dans un
modéle de souris « nude » xénogreffées.[86] Les micelles polyméres PEGylées chargées de PTX ont
augmenté la toxicité du médicament contre la lignée cellulaire de cancer du sein MDA-MB-435 dans une
autre étude préclinique, méme a des doses plus faibles. Ces micelles PEGylées chargées de PTX ont
également amélioré I'absorption du principe actif et la réduction de la taille des tumeurs chez les souris
« nude » porteuses de tumeurs MDA-MB-435.[87] Chez des souris atteintes d'un cancer du c6lon C26
implanté par voie sous-cutanée, une étude préclinique utilisant des nanoparticules lipidiques PEGylées
chargées de docétaxel a montré une augmentation de la demi-vie biologique de I’agent anticancéreux avec
une accumulation significative au niveau du site tumoral.[88] Chez des souris SCID porteuses de la tumeur
HT 29, une étude préclinique reposant sur I’administration de nanoparticules polymériques PEGylées
chargées de cisplatine a montré une suppression significative de la croissance tumorale. De méme, les souris
ayant recu des nanoparticules polyméres PEGylées chargées de cisplatine avaient un meilleur
pronostic.[89]
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Type de Meéthode de Modele Paramétres

o . . . Principale conclusions Référence
nanomédicaments PEGylation d’étude d’étude

Amélioration significative du

) . temps de circulation, diminution
Nanoparticules Souris Temps de . o .
5 . . de l'absorption du principe actif
PEGylées Autoassemblage  porteuses de circulation et . . [90]
par le foie, amélioration du

modifiées par HA tumeurs ciblage tumoral . L
ciblage tumoral et efficacité
anticancéreuse
Nanoparticules Cellules Pharmacocinétique . .
) ) L Ciblage et pharmacocinétique
PEGylées HA- Autoassemblage  cancéreuse et administration . [86]
o o améliorés
céramide et rats ciblée
Temps de circulation
. L Pharmacocinétique plasmatique amélioré et
Liposomes Conjugaison Rats et . . o
’ o ) et ciblage tumoral ~ accumulation accrue du principe [91]
PEGylés chimique souris . .
médicamenteux actif dans les cellules
cancéreuses
Temps de circulation
Greffage de . Temps de . )
. Souris ) ) plasmatique prolongé et
Nanobéatonnets PEG sur les circulation et . o
. porteuses de . accumulation améliorée du [92]
d’or PEGylés nanobétonnets accumulation du o ]
tumeurs o principe actif dans les cellules
d’or médicament .
tumorales via l'effet EPR
L o Souris . Augmentation de I'accumulation
Dendrimeéres de Conjugaison Ciblage de o _ )
. 5 o porteuses de o du principe actif dans les tissus [93]
lysine PEGylés chimique médicaments .
tumeurs tumoraux grace a l'effet EPR
Souris
Liposomes porteuses de Pénétration Pénétration plus profonde du
cationiques Conjugaison tumeurs tumorale principe actif dans les cellules [94]
PEGylés cancéreuses médicamenteuse du carcinome pulmonaire
pulmonaires
Micelles de . . .
. Souris : Accumulation efficace du
copolymeres Ciblage de o L
) . Autoassemblage  porteuses de . principe actif spécifique a la [95]
séquencés médicaments .
’ tumeurs tumeur via I'effet EPR
PEGylés
] . Augmentation significative (3,77
Nanoparticules Modéles de

. L . . fois) de l'internalisation du
polymériques Conjugaison souris Ciblage tumoral o ] [96]
i ) ) principe actif dans les cellules
PEGylées xénogreffées o
tumorales par rapport au témoin

Tableau 1-1 : Différents types de nanoparticules PEGylées congues pour améliorer [efficacité anticancéreuse des principes

actifs

Chez la souris, un autre systeme de micelles polyméres PEGylées congues pour encapsuler 1’agent
anticancéreux DOX (NK911) a montré une accumulation tumorale efficace. La tolérance, la sécurité et la
supériorité pharmacocinétique de la formulation chez les patients cancéreux ont été vérifiées dans des
études cliniques de phase 1. [97] Il a été découvert qu'une formulation liposomale PEGylée de cisplatine

(SPI-77) réduisait la toxicité systémique et délivrait le cisplatine a la tumeur a une plus grande
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concentration. Malgré des doses cumulatives massives, les essais cliniques de phase Il ont démontré une
efficacité thérapeutique considérable du médicament, sans effets indésirables majeurs.[98] Les micelles
PEGylées contenant des dérivés du cisplatine (NC-6004 Nanoplatin™) ont démontré une libération
prolongée, une accumulation dans les cellules cancéreuses considérablement plus importante et une
néphrotoxicité et neurotoxicité réduites. Ces nanoparticules font actuellement I'objet d'études cliniques de
phase Il pour le cancer du pancréas, les tumeurs solides et le carcinome pulmonaire non a petites cellules.
Parallelement, le NK105, un nanosystéeme micellaire PEGylé encapsulant le PTX, fait I'objet d'études
cliniques de phase 11 et de phase 111 pour les tumeurs de I'estomac et du sein, respectivement.[13] Dans les
études précliniques, Lipoplatin™, une version liposomale PEGylée du cisplatine, a montré une efficacité
prometteuse dans le ciblage des tumeurs. D'autres recherches ont indiqué que, lors des tests cliniques de
phase I, 1l et 111, cette formulation a considérablement réduit la toxicité rénale, la neuropathie périphérique,

I'ototoxicité et la myélotoxicité, ainsi que les nausées/vomissements et I'asthénie associés au cisplatine.[99]

Doxil® a été le premier liposome PEGyIé a étre homologué par les autorités réglementaires, et il a été créé
pour prolonger la demi-vie de la DOX dans la circulation, permettant le ciblage passif du médicament et
son accumulation dans les tissus tumoraux via I'effet EPR. La DOX libre a une demi-vie d'élimination de
0,2 heure, qui a été considérablement augmentée a 2,55 heures dans le cas du Doxil®.[100] Il a été en outre
démontré gu'il provoque moins de cardiotoxicité que la forme libre de la DOX. Il est donc adapté pour
traiter les femmes atteintes d'un cancer du sein métastatique qui présentent un risque plus élevé de maladie
cardiaque, de cancer ovarien avancé et de sarcome de Kaposi associé au SIDA (syndrome
d’immunodéficience acquise). [101] En Corée du Sud, Genexol-PM, une formulation de PTX sous forme
de micelles polymériques PEGylées, a été autorisée pour le traitement du cancer du sein et du cancer du
poumon.[102] La formulation de co-polymere dibloc PLA-b-PEG [103] reste la formulation micellaire de
PTX la plus réussie a ce jour. Par rapport au Taxol, le Genexol-PM a démontré une augmentation par trois
du seuil de tolérance et par un facteur compris entre 2 et 3 de la concentration de PTX dans les cellules
tumorales lors d'une étude préclinique in vivo sur des souris « nude ».[104] Ces micelles PEGylées ont
amélioré la demi-vie plasmatique, la biodisponibilité et abaissé la toxicité systémique, selon les données
cliniques.[105] Le Tableau 1-2 donne un apercu des nanoparticules PEGylées en phase préclinique et

clinique.
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Type de Meédicaments

Indication Statut Référence

nanomédicaments chargées

Demi- vie plasmatique du principe

Essai
Liposomes PEGylés PTX actif chez le rat et effet antitumoral o [86]
_ préclinique
amélioré
Augmentation de 1’absorption du
] . principe actif chez les souris nude .
Micelle de polyméres Essai
] PTX porteuses de tumeurs avec une o [87]
PEGylés S ) préclinique
diminution significative de la taille de
la tumeur
) Demi-vie plasmatique prolongée du )
Nanoparticule o ) ) Essai
o ’ Docetaxel principe actif avec une accumulation o [88]
lipidiques PEGylées . préclinique
importante dans la tumeur
Nanoparticules de ] ] o . Essai
. ] Cisplatin Inhibition de la croissance tumorale o [89]
polyméres PEGylés préclinique
. \ . o Essai
Micelles de polymeéres Accumulation de principes actifs dans o
’ DOX . clinique [97]
PEGylées (NK911) une tumeur solide
phase |
) ; Réduction de la toxicité systémique et Essai
Liposomes PEGylés ) ) o
(SPI7T) Cisplatin augmentation de I’accumulation clinique [98]
tumorale phase Il
Micelles PEGylées Dérivés du Accumulation de principe actif dans Essai
(NC-6004 Cisplatin les cellules cancéreuses avec clinique [13]
NAnoplatin™) néphrotoxicité et neurotoxicité phase Il1
Essai

) ] ] ) Ciblage tumoral avec diminution des o
Liposomes PEGylés Cisplatin o Lo clinique [99]
événements indésirables

phase I11
Toxicité systémique atténuée avec
Liposomes PEGylés augmentation de la demi-vie de la ’
) DOX ) ) ) Approuvé [100]
(Doxil®) circulation plasmatique et de

I’accumulation tumorale

Toxicité systémique atténuée,

Micelles de polyméres prolongation de demi-vie de ]
) ] . ] . Approuvé en
PEGylées (Genexol- PTX circulation plasmatique, accumulation ] [102]
o Corée de Sud
PM) tumorale accrue et efficacité

anticancéreuse améliorée

Tableau 1-2 : Nanoparticules anticancéreuses PEGylées en cours d’évaluation préclinique et clinique

1.6. Bilan

Comme le montre la littérature, la PEGylation a été profitable au développement de la nanomédecine en

permettant de surmonter plusieurs obstacles biologiques. Celle-ci est une méthode prometteuse pour
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essayer de prolonger le temps de circulation des nanoparticules d’or tout en conservant leur élimination
rénale. Cependant, dans la plupart des cas, le greffage du PEG sur les nanoparticules est une post-
fonctionnalisation difficile a contrbler et a caractériser. Pour cela, notre premiere stratégie consiste a
fabriquer des nanoparticules d’or PEGylées en une seule étape sans aucune post-fonctionnalisation. Cette
synthése devrait nous permettre d’obtenir des nanoparticules d’or de taille maitrisée, recouvertes de chaines

de PEG porteuses de la fonction d’intérét que nous souhaitons immobiliser a la surface des nanoparticules.

2. Synthese  des deux séries AUu@TAPEGhDOTA et

Au@TAPEGRDOTAGA

Comme déja mentionné dans le chapitre 1, il existe différentes méthodes de synthése des nanoparticules
d’or. Les deux principales voies d’accés aux nanoparticules d’or sphériques sont celles reposant sur la
méthode de Tuckevitch-Frens [106] et la méthode de Brust.[107], [108] La premiére consiste a réduire le
sel d’or (HAuCly) par un réducteur doux a chaud, généralement le citrate de sodium (CsHsNaszO-), qui joue
aussi le role d’agent stabilisant. Cette méthode produit des nanoparticules d’or de diamétre compris entre
10 a 150 nm en variant le rapport réducteur/sel d’or. La deuxiéme méthode est basée sur la réduction du
méme sel mais par un réducteur fort, le tétrahydruroborate de sodium (NaBHs.), en présence de chélateur
thiolés dont le rdle consiste a contrdler la croissance et donc la taille des nanoparticules d’or et a garantir la
stabilité colloidale des nanoparticules. Les protocoles décrits par Brust sont appropriés pour produire des
suspensions colloidales plus stables composées de nanoparticules d’or de taille comprise entre 2 a 10 nm.
Outre le fait que les nanoparticules d’or produites par les protocoles de Brust présentent une taille adaptée
pour des applications in vivo, ce mode de synthése est intéressant car il produit des nanoparticules d’or
fonctionnalisées par une couche organique constituée de dérivés organosoufrés solidement ancrés a la
surface des nanoparticules d’or grace a la forte affinité entre I’or et le soufre. Cela implique un choix
pertinent de ces molécules qui doivent & minima assurer la stabilité¢ colloidale des nanoparticules d’or en
milieu biologique. Cependant leur rdle peut avantageusement aller au-dela de cette fonction essentielle mais
qui n’exploite pas complétement leur potentiel. En effet, les molécules organosoufrées utilisées lors de la
synthése des nanoparticules d’or par une méthode de Brust peuvent étre sélectionnées pour les propriétés
additionnelles qui compléteront celles des nanoparticules d’or. En raison de I’impact de ces ligands sur la
taille et les propriétés des nanoparticules d’or, le choix des molécules organosoufrées requiert une réflexion

solide.

2.1. Chélateurs macrocycliques

L’objectif de la thése est d’augmenter le temps de circulation des nanoparticules d’or afin de mieux
exploiter les propriétés intéressantes de 1’or. D’aprés la littérature, la PEGylation est I’une des méthodes

les plus utilisées. En raison du potentiel des chaines de PEG a favoriser la circulation des nanoparticules,
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la thése a été en partie consacrée a la synthése de nanoparticules d’or multifonctionnelles PEGylées et a
I’étude de I’influence des chaines de PEG de différentes longueurs sur le comportement in vivo des
nanoparticules aprés injection. Dans ce contexte, des chélateurs ont été spécialement développés par
1’équipe du Pr. Franck Denat de I'ICMUB. Ces chélateurs sont des molécules bifonctionnelles caractérisées
par la présence a une extrémité d’un groupement dérivé de 1’acide thioctique (avec deux atomes de soufre
endocycliques) qui assurera 1’accrochage des chaines de PEG sur les nanoparticules d’or et, a I’extrémité
opposée, d’un chélateur macrocyclique qui garantira I’immobilisation, par complexation, des ions d’intérét
pour I’imagerie. Ces deux extrémités sont séparées par une chaine de PEG avec 4 unités de répétition
(PEG4) ou 11 unités de répétition (PEGi1). Comme nous souhaitons suivre la distribution de ces
nanoparticules par IRM et imagerie nucléaire, les macrocycles ont été choisis pour leur capacité a former
des complexes stables avec les ions Gd** pour I'IRM et [**In]In®* pour la SPECT. Pour cette raison, notre
attention s’est portée sur les chélateurs macrocycliques de la famille DOTA (acide 1,4,7,10-
tétraazacyclodécane-1,4,7,10-tétraacétique) et DOTAGA (acide (10-(2,6-dioxotétrahydro-2H-pyran-3-yl)-
1,4,7,10-tétraazacyclodécane-1,4,7-triyl)triacétique).[109] Les travaux antérieurs réalisés par notre équipe
ont montré qu’il était possible de produire des nanoparticules d’or recouvertes de chélateurs macrocycliques
de la taille DOTA et DOTAGA a condition que ces molécules soient modifiées par I’acide thioctique (TA)
qui servira de site d’accrochage sur les coeurs d’or. En raison de la présence de deux atomes de soufre
endocycliques dans sa structure, TA posséde des caractéristiques trés intéressantes pour immobiliser les
chélateurs macrocycliques sur les nanoparticules d’or car le soufre est connu pour présenter une forte
affinité avec I’or. En outre, plusieurs études montrent que la désorption des ligands est d’autant plus retardée
qu’ils portent un nombre croissant d’atomes de soufre.[110]-[113] Deux familles de chélateurs seront donc
au centre de 1’étude dont les résultats sont présentés et discutés dans la suite de ce chapitre. Les familles
TAPEG\DOTA et TAPEG\DOTAGA (TA pour acide thioctique, le site d’accrochage ; DOTA ou
DOTAGA pour identifier le type de chélateur macrocyclique ; PEG, avec n = 0, 4 et 11 qui représente la
chaine de PEG avec n le nombre de motif de répétition (n=0 correspond aux chélateurs TADOTA et
TADOTAGA déja étudiés et serviront de référence)) sont construites autour des chélateurs macrocycliques
DOTA et DOTAGA (Figure 2-1).
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Figure 2-1 : Formules semi-développées des différents chélateurs

2.2. Synthése d’Au@X

La synthése des différents types de nanoparticules d’or Au@X recouvertes par différents chélateurs (X =
TADOTAGA, TAPEG.:DOTAGA, TAPEG1.DOTAGA, TADOTA, TAPEG,:DOTA et TAPEG1:DOTA)
est réalisée en adaptant le protocole en milieu monophasique décrit par Brust.[107] Cette méthode consiste
a réduire un sel d’or (HAuCls) en présence d’un réducteur fort (NaBH4) et de molécules organosoufrées.
Ces molécules assurent le contréle de la nucléation, la croissance et la taille des nanoparticules et la stabilité
colloidale des nanoparticules synthétisées. Ainsi les nanoparticules obtenues seront formées d’un coeur d’or

d’apparence sphérique recouvert d’une couche organique.

Dans un ballon monocol de 250 mL, ’acide tétrachloroaurique HAuCl4.3H,0 (4,9.10* mol, 192 mg) est
dissous dans le méthanol CH;OH (60 mL) sous agitation magnétique (solution S;). Cette solution est de
couleur jaune. Les molécules organosoufrées (les chélateurs macrocycliques X : 4,9.10* mol) sont
dissoutes dans 1’eau distillée H,O (38 mL) (solution S;). S; est ajoutée a S; sous agitation magnétique. La
couleur de la solution devient jaune orangé. Enfin, le réducteur est ajouté en deux portions sous la forme
d’une solution aqueuse de tétrahydruroborate de sodium (NaBH4 : 4,9.107 mol, 182 mg dans I’eau déionisée
(13 mL)) en maintenant une agitation magnétique vigoureuse. L.’ajout s’accompagne d’un dégagement de
dihydrogene gazeux. La solution devient noire instantanément. Cette couleur est caractéristique de la
formation, a forte concentration, de germes d’or obtenus par la réduction de I’Au " a Au ©. La solution

reste une heure sous agitation continue.

La suspension de nanoparticules d’or présente un excés de molécules organosoufrées libres et du méthanol

qui doivent étre éliminés pour les applications in vivo.
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La dialyse est une méthode de purification basée sur le principe de I’osmose. La solution a purifier, le
dialysat, est introduit dans un boudin de dialyse qui est une membrane semi-perméable. Ce boudin est
immergé dans une solution, le contre-dialysat. Un échange de molécules entre le dialysat et le contre-
dialysat par diffusion est généré par la différence de concentration entre le dialysat et le contre-dialysat afin
de parvenir a I’équilibre entre les deux parties. La taille de pores de la membrane doit étre adaptée pour

laisser passer le méthanol et les chélateurs excédentaires et retenir les nanoparticules d’or.

Le boudin de dialyse utilisé pour la purification des nanoparticules Au@X est composé d’une membrane
caractérisée par un seuil compris entre 6 et 8 kDa. En autres termes, les pores de cette membrane sont
suffisamment larges pour le passage de ’eau, du méthanol, des chélateurs X et des impuretés mais
suffisamment petits pour empécher la diffusion des nanoparticules d’or vers le contre-dialysat. Le boudin
contenant environ 100 mL d’une suspension colloidale de nanoparticules Au@X fraichement synthétisées
est immergé dans 2 litres d’eau déionisée sous agitation pendant 72 heures. Le contre-dialysat est renouvelé
6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48 et 60 heures aprés le début de la dialyse. Ce changement est nécessaire pour

conserver une importante différence de concentration et ainsi maintenir 1’échange.

Apreés la dialyse, les nanoparticules d’or diluées sont concentrées par centrifugation en utilisant des tubes
concentrateurs (Vivaspin® de 10 KDa) a 1500 tr/min. La solution colloidale finale possede une

concentration en or de 1’ordre de 10 g/L.

2.3. Complexation

Les macrocycles DOTA et DOTAGA ont été choisis pour leur capacité a former des complexes stables

avec des ions d’intérét pour I’imagerie médicale (Gd** pour I'IRM, [*!In]In3* pour la SPECT).

2.3.1. Complexation du gadolinium

Le marquage au gadolinium est réalisé aprés synthése. Le pH de la suspension de nanoparticules d’or
Au@X est ramené a pH acide (pH entre 4 et 5) pour effectuer la complexation de I’ion gadolinium ([Gd**]
=5 mM, 175 pL). Ensuite le pH des suspensions colloidales a été ajusté a pH physiologique (7,4). Le

marquage au gadolinium des nanoparticules nous permettra de suivre leur distribution par IRM.

2.3.2. Complexation de I’indium-111

Les suspensions colloidales Au@X marqué par le gadolinium (111) sont ensuite envoyées au laboratoire
de radiopharmacie de la plateforme d’imagerie nucléaire du CGFL de Dijon pour les radiomarquer avec
le radionucléide d’indium ([**!In]In*). Ce radiomarquage est indispensable pour les études de suivi des

nanoparticules d’ Au@X par imagerie SPECT.

Les nanoparticules sont directement marquées a 1’indium-111 en ajoutant une solution d’acide
chlorhydrique 0,05M contenant [1*In]InClz a une suspension colloidale de nanoparticules. Typiquement,
une suspension colloidale d'/Au@X (1 mL, a environ 10 g/L) en or est marqué avec environ 150 MBq de
[***In]In3* puis vortexée pendant vingt minutes. La chromatographie d'exclusion stérique est utilisée pour

séparer les nanoparticules marquées Au@X([*'*In]In) de I'indium-111 libre (colonne PD-10 Sephadex G-
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25, GE Healthcare). La colonne est lavée avec 15 mL de tampon citrate de sodium (50 mM, pH ~ 5), puis
la suspension colloidale marquée est injectée et éluée avec le tampon citrate. Des fractions de 0,5 mL sont
prélevées et leur activité est mesurée a l'aide d'un compteur approprié (chambre d'ionisation, Capintec
CRC-15). La CCM (milieu ITLC-SG, Gelman Science) est utilisée pour déterminer la pureté
radiochimique des fractions contenant des nanoparticules Au@X([***In]In®"). L'éluant est un tampon de
citrate de sodium (50 mM, pH ~ 5). Un radiochromatographe est utilisé pour quantifier la radioactivité
répartie sur les plaques CCM (miniGita, Raytest) aprés élution. Comme contréle, une solution d'indium-
111 libre (solution aqueuse de [***In]InCls) est utilisée.

3. Caractérisation des Séries AU@TAPEGKDOTA et

Au@TAPEGRDOTAGA

Les nanoparticules AU@TADOTA, Au@TAPEG.DOTA, Au@TAPEG1:DOTA, Au@TADOTAGA,
Au@TAPEG,DOTAGA et AU@TAPEG1:DOTAGA sont caractérisées par différentes techniques avant
leur application en milieu biologique.

3.1. Spectrophotométrie UV-Visible

Comme les nanoparticules d’or ont la particularité d’avoir des propriétés optiques modulables dans le
domaine visible, la spectrophotométrie UV-visible est particulierement adaptée pour caractériser les
suspensions colloidales de nanoparticules d’or. Malgré la simplicité de cette technique, il est possible
d’obtenir des informations précises sur la taille, la forme, la dispersion en taille et la stabilité colloidale des
nanoparticules d’or car la position et la forme de la bande plasmon dépend de la taille, de la forme et de
I’environnement des nanoparticules. L'instrument utilisé est un spectrophotomeétre UV-visible de type
SPECORD 210 avec une gamme de longueur d'onde de 400 a 800 nm. La largeur de la fente utilisée pour
le tracé des spectres est de 2 nm, avec une résolution (AL) de 1 nm et une vitesse de balayage de 10 nm/s.
Cette approche permet d'observer les spectres d'absorption des nanoparticules d'or. Comme les

nanoparticules sont distribuées dans une solution aqueuse, I'eau est utilisée comme référence.

3.2. Dosage par ICP-OES d’or et du gadolinium

Le dosage par ICP-OES (Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectrometry : spectrométrie
d’émission atomique apres excitation au moyen d’un plasma) est une méthode d’analyse destructive qui
permet de quantifier exactement et sélectivement la concentration en ions dans différentes solutions. Les
¢tudes ont été réalisées a 1’aide d’un ICP-OES (710 ES Varian/Agilent) avec une torche axiale, un
nébuliseur concentrique et une chambre de nébulisation cyclonique. Les paramétres suivants ont été utilises
lors des mesures : une puissance de 1,2 kW, un débit de 15 L/min d'argon plasmagéne et de 1,5 L/min
d'argon auxiliaire, et une pression de neébulisation de 200 kPa. Les lignes d'émission utilisées pour quantifier
la concentration d'or sont 267,594 nm, 242,794 nm et 208,207 nm, tandis que celle du gadolinium est
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342,2446 nm. Pour améliorer la fiabilité des données, de nombreuses longueurs d'onde sont utilisées dans
les mesures. Les éléments totaux peuvent étre analysés par la méthode ICP-OES (sans faire intervenir les
isotopes comme dans le cas de I'lCP-MS). L'étalon a été réalisé dans les mémes conditions d'atomisation
gue les échantillons. Par conséquent, la faible efficacité d'atomisation signalée pour I'or n‘aura aucun effet
sur les résultats. Pour les mesures, un tampon d'ionisation est utilisé pour éliminer la majorité des
interactions potentielles. La limite inférieure de cette technique pour détecter I'or dans un échantillon est de
20 pg d'or/L. Sylvaine Linget du laboratoire Qualio de I'Université de Franche-Comté (Besangon) a realisé
ces études. Avant de réaliser ces études, les suspensions colloidales de nanoparticules Au@X (10 g/L d'or)
sont minéralisées avec de I'eau régale (1/3 HNO3 (68%) et 2/3 HCI (37%)).

3.3. Microscopie électronique a transmission

La microscopie électronique a transmission (MET, TEM : Transmission electron microscopy) est une
méthode puissante pour caractériser les matériaux. Elle permet de réaliser des analyses morphologiques,
structurales et chimiques sur des matériaux solides a I'échelle atomique et nanométrique. Elle consiste a

envoyer un faisceau d'électrons sur un échantillon.

Sur une grille de cuivre recouverte d'une feuille de carbone, une goutte (5 puL) d’un des échantillons de
nanoparticules d'or préalablement dilués (0,20 g Au/L) a été placée. Les grilles ont ensuite été laissées a
l'air libre pendant environ une nuit pour sécher. Les clichés sont réalisés a 1’aide d’un microscope JEOL
2100F (200kV) au Laboratoire Interdisciplinaire Carnot de Bourgogne (ICB) de Dijon par Dr Rémi

Chassagnon.

3.4. Mesure du diameétre hydrodynamique et du potentiel Zéta

Les applications in vivo et in vitro nécessite de connaitre la charge de surface des nanoparticules d’or. Cette
charge de surface des nanoparticules est importante pour I’internalisation cellulaire, la biodistribution et
pour I’élimination de ces nanoparticules. Le diametre hydrodynamique des nanoparticules est déterminé
par la taille du noyau d'or, I'épaisseur de la couche de ligand et I'épaisseur de la couche de solvatation.
Contrairement a la mesure de la taille effectuée a partir d'une image TEM, le diamétre hydrodynamique
refléte la véritable dimension de la nanoparticule dans un milieu particulier. Pour ces différentes raisons, la
mesure de potentiel Zé&ta ainsi que celle du diamétre hydrodynamique est nécessaire. Les méthodes de
diffusion de la lumiére telles que la diffusion dynamique de la lumiére (DLS) peuvent étre utilisées pour
déterminer le diamétre hydrodynamique. Les mesures de potentiel Zéta sont réalisées avec le Nanosizer ZS

de Malvern Instruments (équipé d’un laser HE-Ne avec une longueur d’onde de 633 nm).

Pour ces mesures, les nanoparticules d’or sont diluées afin d’obtenir une concentration de 0,1 g/L et 1 M
de chlorure de sodium NaCl et le pH des échantillons est ajusté a différents pH (1, 3, 5, 7, 9, 11) par ajout
de solutions aqueuses d’hydroxyde de sodium (NaOH, 1M) ou d’acide chlorhydrique (HClg), 1M).
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3.5. Lyophilisation

La lyophilisation consiste a extraire I’eau qui est sous forme de glace d’un échantillon par sublimation a

base pression. Pour cela 1’échantillon a lyophiliser est congelé dans un congélateur a -18°C pendant 72

heures.

La transformation de la suspension colloidale de nanoparticules d’or a différent longueur de PEG et

différent chélateur sous forme de poudre a été réalisée grace a un lyophilisateur Christ Alpha 2-4 LSCbasic
a -80°C et 0,00041 mbar.

3.6. ATG

Les analyses thermogravimétriques ont été realisées sur un appareil Discovery de TA Instruments au sein
du laboratoire ICB a 1’Université de Bourgogne a Dijon par Dr Fréderic BOUYER. Les analyses ont été
réalisées sous flux d’air reconstitué (80% N2 et 20% O) avec un débit de 20 mL/min. L évolution de la
température au cours du traitement thermique est représentée dans la Figure 3-1.
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Figure 3-1 : Evolution de la température au cours du traitement thermique

4. Caractéristiques des nanoparticules Au@TAPE.DOTA et

Au@TAPEGRDOTAGA

Différents types de nanoparticules sont étudiées dans I’équipe NCM de I’institut UTINAM depuis plusieurs
années. Pour chaque type de nanoparticules, une série de caractérisation a été réalisée pour confirmer une

bonne répétabilité du protocole et s’assurer qu’elles possédent le méme type de caractéristiques.

Comme les propriétés optiques des nanoparticules d’or sont modulables dans le domaine visible en jouant

sur leur taille, sur leur forme et sur leur environnement, tout changement concernant les caractéristiques
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des nanoparticules d’or se traduiront par une modification de la bande plasmon qui pourra étre observée
par spectrophotométrie UV-visible. A partir des données extraites d’un spectre UV, il est possible de
calculer, par des modéles complexes, le diaméetre des nanoparticules.[114] D'une maniére plus directe, le
spectre UV-visible donne des indications sur la taille et la forme des objets a partir de la position, de 1’allure
et la largeur de la bande plasmonique.[115] L’évolution de cette bande plasmonique permet d’évaluer la
stabilité colloidale dans le temps et/ou en fonction de fluctuation de pH. Pour cela une étude de la stabilité
colloidale des nanoparticules en fonction de temps a d’abord été réalisée. Douze spectres UV-visible
correspondant aux trois membres des deux familles de nanoparticules Au@TAPEG,DOTA et
Au@TAPEG,DOTAGA (avec n = 0, 4, 11) ont été enregistrés a deux moments différents, aprés synthese
(to) et trois mois apres synthese (to + 3 mois) (Figure 4-1 et Figure 4-2). Au pH choisi, la suspension
colloidale est diluée & une concentration de 0,1 g/L.

1,2 — Au@TADOTA t0
— — — Au@TADOTA t0 + 3 mois
Au@TAPEG4DOTA 0
1 — — — AU@TAPEG4DOTA t0 + 3 mois
Au@TAPEG11DOTAO

— — — AU@TAPEG11DOTA t0 + 3 mois

Absorbance
o o
> 0

o
~

0,2

400 450 500 550 600 650 700 750 800
longueur d'onde A (nm)

Figure 4-1 : Spectres UV-visible entre 400 et 800 nm des suspensions de nanoparticules d’or de la série Au@TAPEG,DOTA a
deux temps différents juste aprés synthése to et to + 3mois (3 mois aprés synthése)

La comparaison entre les spectres des différentes nanoparticules d’une méme famille pour un temps donné
révéle des similitudes et des différences dans I’allure des spectres. Quel que soit le type de nanoparticules,
les spectres présentent une bande plasmon vers 520 nm tres tassée. Cette allure de la bande plasmon est
caractéristique de nanoparticules d’or dont le coeur d’or posséde un diamétre inférieur a 5 nm. Cette
suggestion semble étre en accord avec la couleur observée pour les différentes suspensions. La couleur brun
noir pour toutes les suspensions de la série AU@TAPEG,DOTA et AU@TAPEG,DOTAGA est

effectivement le signe que les nanoparticules d’or de ces deux familles ont un diametre inférieur a 5 nm.
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Cependant la position et le tassement de la bande sont différents entre toutes les nanoparticules sans que

nous soyons en mesure de tirer une conclusion claire au sujet de ces différences.

La comparaison des spectres pour un méme type de nanoparticules mais a deux temps différents (t0 et
t0+3mois) montre que quelle que soit les nanoparticules les spectres sont superposés. Cela signifie que les
nanoparticules d’or et leur environnement n’ont pas changé durant les trois mois de stockage. En d’autres
termes, nous pouvons sur la base de ces spectres affirmer que la stabilité colloidale des suspensions

aqueuses de ces différentes nanoparticules est trés élevée.

1,2 AU@TADOTAGA t0
- = = AU@TADOTAGA t0 + 3 mois
AU@TAPEG4DOTAGA t0
1 — — — AU@TAPEG4DOTAGA t0 + 3 mois
L AU@TAPEG11DOTAGA t0
— — = AU@TAPEG11DOTAGA t0 + 3 mois
0,8
[«5]
[&]
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3+
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0
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Figure 4-2 : Spectres UV-visible entre 400 et 800 nm des nanoparticules d’or de la série Au@TAPEGnDOTAGA a deux temps

différents juste aprés synthese to et to + 3mois (3 mois apres syntheése)

Le diamétre du cceur d'or des nanoparticules d’or peut étre déterminé avec précision grace a 1’analyse des
clichés obtenus par TEM (microscopie électronique a transmission). D'apres les images TEM (Figure 4-3),
toutes les nanoparticules d'or possédent un diamétre inférieur a 5 nm. Néanmoins, nous pouvons constater
que les nanoparticules AuU@TAPEG4DOTA, AuU@TAPEG:11DOTA et AU@TAPEG1:DOTAGA, présentent
une hétérogénéité. Les estimations des diamétres moyens des nanoparticules sont inférieures a 2,5 nm avec

un écart-type de 0,3 nm (2,5 £ 0,3 nm).
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Au@TADOTA Au@TAPEG,DOTA Au@TAPEG1:DOTA

Au@TADOTAGA AU@TAPEG.DOTAGA AUu@TAPEG11DOTAGA
Figure 4-3 : Clichés TEM des différents types de nanoparticules Au@X

La DLS a été utilisée pour compléter les données TEM en mesurant le diamétre hydrodynamique des
différentes suspensions colloidales. La connaissance du diamétre hydrodynamique des nanoparticules est

essentielle pour anticiper le mode d'élimination de ces nanoparticules apres injection intraveineuse.

Nanoparticules Au@TADOTA AU@TAPEG,DOTA AU@TAPEG;:DOTA
Diamétre
) 76+15 50+24 8,1+25
hydrodynamique (nm)
Nanoparticules AU@TADOTAGA AU@TAPEG,;DOTAGA | Au@TAPEG11DOTAGA
Diametre
6,4+23 6,4+19 83+17

hydrodynamique (hm)

Tableau 4-1 : Diamétre hydrodynamique des différents types de nanoparticules d’or mesuré par DLS

Les diamétres hydrodynamiques de toutes les nanoparticules d’or des différentes familles sont inférieurs a
10 nm, ce qui signifie qu’elles peuvent étre filtrées par les reins et étre éliminées par 1’urine. La PEGylation
des nanoparticules d’or présente une légere modification du diamétre hydrodynamique mais qui n’est pas
proportionnelle a la longueur de la chaine choisie. Donc la longueur de chaine de PEG n’exerce pas une
influence directe sur le diamétre hydrodynamique contrairement a sa conformation étirée (en brosse) ou
repliée (champignon) qui influence le diamétre hydrodynamique. Par exemple, une chaine de PEG longue
est mieux adaptée a se replier par rapport a une chaine de PEG courte.
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Figure 4-4 : Courbes d’analyse thermogravimétrique de poudres de nanoparticules d'or (a) AU@TADOTA, (b)

AU@TAPEG.DOTA, (c) Au@TAPEG1:DOTA, (d) Au@TADOTAGA, (€) AU@TAPEG4DOTAGA et (f) AU@TAPEG1:DOTAGA

Pour mieux analyser la différence apportée par les différents chélateurs utilisés, une analyse

thermogravimétrique a été réalisée (Figure 4-4). Pour les nanoparticules d’or qui ne comporte pas de PEG

dans leur phase organique, le comportement est similaire. Pour les autres qui comportent du PEG dans leur

phase organique, la perte de masse se fait en deux étapes. Cette différence est due a la présence de PEG

dans le chélateur. La composition des deux phases des nanoparticules d’or est montrée dans le Tableau 4-2.
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Phase organique (%) Or (%) Nombre de chejzlateur
par nanoparticule

Au@TADOTA 32 68 65
Au@TAPEG,DOTA 44 56 81
Au@TAPEG1:DOTA 41 59 51
Au@TADOTAGA 41 59 85
Au@TAPEG4sDOTAGA 41 59 71
Au@TAPEG1:DOTAGA 55 45 87

Tableau 4-2 : Composition de différents types de nanoparticules d’or

Les données de ’ATG et la taille des nanoparticules obtenues par TEM permet de calculer le nombre de
chélateurs présent a la surface d’une seule nanoparticule d’or. Pour la série d’Au@TAPEG,DOTA, la
différence du nombre de chélateurs est trés grande alors que pour la série d’Au@TAPEG,DOTAGA la
différence est moins large. Cette différence peut expliquer les résultats obtenue par DLS. De plus,
I’hétérogénéité de taille de la série Au@TAPEG,DOTA apergue en TEM peut résulter de cette différence.

Les spectres UV-visible enregistrés pour un méme type de nanoparticules d’or Au@X a deux temps
différents espacés de trois mois ont montré que les suspensions aqueuses préparées a partir de ces
nanoparticules (pH 8) présentaient une excellente stabilité colloidale dans le temps (Figure 4-1 et Figure
4-2). Ces suspensions de nanoparticules d’or sont également trés stables sur une large gamme de pH,
incluant le pH physiologique (Figure 4-5). Quel que soit le pH compris entre 1 et 11, les spectres UV-
Visible de toutes les suspensions de nanoparticules d’or Au@X mettent en lumiére 1’absence de

modification des nanoparticules et de leur environnement car ils sont superposés (Figure 4-5).

166



Chapitre 11

1
d 1
(@ !
5
0,8 7
— O
A —
8 0,6
5 8"
_8 ©
2 2
Qo o
< 204
<
0,2
0 0
400 500 600 00 800 400 500 600 700 800
Longueur d'onde A (nm) Longueur d'onde A (nm)
1 1
1 (b) 3 (e) ;
5 5
0,8 7 0,8 7
9 9
9 11 11
£0,6 @ 06
B 2
2 g
0.4 § 0,4
<
0,2 0,2
0 0
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
longueur d'onde A (nm) Longeur d'onde A (nm)
1 1 1
(© L ® :
5 5
08 7 08 —_—
! 9 — O
8 06 0.6
I o
g S
2 2
o 20,4
<04 2
<
0,2 0,2
0 0
400 500 700 800 400 500 600 700 800

600
longueur d'onde A (nm) Longeur d'onde A (nm)

Figure 4-5 : Spectres UV-Visible des suspensions de nanoparticules d'or (a) Au@TADOTA, (b) AU@TAPEG4DOTA, (c)
Au@TAPEG1:DOTA, (d) Au@TADOTAGA, () Au@TAPEG4DOTAGA et (f) AuU@TAPEG11DOTAGA enregistrés a différents pH
(entre 1 et 11)

L'encombrement stérique des ligands présents a la surface des cceurs d'or, ainsi que la répulsion
électrostatique entre nanoparticules de méme charge, peuvent expliquer la stabilité colloidale d'une
suspension de nanoparticules. Comme les chélateurs TAPEG,DOTA et TAPEG,DOTAGA possédent des
groupement acido-basiques, ils peuvent porter des charges dont le signe dépendra du pH. Afin d’estimer

I’évolution de la charge de surface en fonction du pH, des mesures du potentiel zEta ont été réalisées.
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Figure 4-6 : Evolution du potentiel Zéta en fonction du pH des suspensions colloidales de la série des nanoparticules
AU@TAPEG,DOTA

Les courbes de potentiel Zé&ta (&) montrent clairement que celui-ci est positif pour des pH inférieurs a 3 et
négatif pour des pH supérieurs a 4 (Figure 4-6 et Figure 4-7). Le signe du potentiel & s’explique par la
nature chimique du macrocycle DOTA ou DOTAGA présent dans les chélateurs TAPEG,DOTA et
TAPEG,DOTAGA. Ces chélateurs possédent quatre fonctions amine tertiaire et trois (DOTA) ou quatre
(DOTAGA) fonctions carboxylate. Ces fonctions sont sensibles a la variation de pH. Ainsi lorsque I’on se
trouve a bas pH, les groupements amine et carboxylate sont respectivement protonés en cation ammonium
(positif) et en acide carboxylique (neutre). Pour des pH plus élevés, ces fonctions perdent leurs protons et
deviennent neutres (fonctions amine) ou négatives (groupements carboxylate). 1l en résulte que les
nanoparticules d’or Au@TAPEG,DOTA et Au@TAPEG,DOTAGA portent une charge positive a bas pH

(< 3-4) alors qu’a pH plus élevé (>4) ces nanoparticules présentent une charge globale négative.
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Figure 4-7 : Evolution du potentiel Zéta en fonction de pH des suspensions colloidales de la série des nanoparticules
Au@TAPEGhDOTAGA

D’aprés les mesures du potentiel & en fonction du pH, les suspensions colloidales de nanoparticules d’or
auront un potentiel & négatif en milieu biologique (pH=7,4). La stabilité colloidale sera ainsi garantie par
répulsion électrostatique entre les nanoparticules d’or chargées négativement. En outre, la charge négative
présente un avantage déterminant par rapport a la charges positive car elle devrait limiter le phénoméne
d’opsonisation qui peut étre résumé par la formation d’une couronne de protéines (opsonines) autour des
particules conduisant a une capture fulgurante et massive par les organes riches en cellules phagocytiques
(SPM). Comme I’opsonisation entrave 1’accumulation préférentielle dans les tumeurs (du fait de la capture
massive des nanoparticules qui s’accumulent dans le foie, la rate, la moélle épiniére...), la réduction de ce

phénomene est alors avantageuse pour les applications in vivo.

La petite taille des nanoparticules qui favorise leur élimination par voie rénale, la stabilité colloidale des
nanoparticules a pH physiologique (7,4) assurée par la répulsion électrostatique des nanoparticules de
méme taille, le pouvoir radiosensibilisant de I’or qui compose les nanoparticules et la capacité des ligands
de surface a complexer le gadolinium et I’indium pour I’IRM et la SPECT respectivement constituent un
ensemble de caractéristiques physico-chimiques prometteuses qui rendent I’utilisation des nanoparticules
envisageable dans le domaine médical. Comme les nanoparticules Au@TAPEG,.DOTA et
Au@TAPEG,DOTAGA se distinguent par leur longueur de chaines de PEG, il sera alors possible d’étudier

I’influence de la PEGylation sur leur comportement in vivo.
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5. Biodistribution de la série AU@QTAPEGRDOTAGA dans des

souris saines

L’équipe NCM a montré que les deux macrocycles TADOTA et TADOTAGA [109] peuvent former des
complexes stables avec les ions gadolinium et des radionucléides d’intérét pour 1’imagerie nucléaire
(Indium-111). En outre, la pureté radiochimique et le rendement de la complexation des radio-isotopes sont
élevés. D’autre part, la relaxivité des deux suspensions de nanoparticules est nettement supérieure a celle
du Dotarem®, qui est fréquemment utilisé en cliniqgue comme agent de contraste pour I'lRM. Les trois
nanoparticules de la série AU@TAPEG,DOTAGA ont été choisies pour une étude comparative de
biodistribution car le macrocycle DOTAGA qui porte une fonction acide carboxylique supplémentaire par

rapport au DOTA forme des complexes plus stables.

5.1. Protocoles expérimentaux

5.1.1. Animaux

Des souris femelles BALB/cByYJ agées de 8 semaines ont été utilisées dans cette étude. Les souris ont regu
une injection intraveineuse de 100 pL de suspension de nanoparticules radiomarquées
[ IN]JAu@TAPEG,.DOTAGA(IN) (3 souris par type de nanoparticules).

5.1.2. SPECT/CT

Un systéme NanoSPECT/CT® (Bioscan) a été utilisé pour réaliser I'imagerie SPECT/CT 1 et 24 heures
aprés I'administration des nanoparticules. L'activité injectée pour la suspension AuU@TADOTAGA est de
10,20 MBq, 5,21 MBq pour AuU@TAPEG,DOTAGA, et 12,83 MBq pour Au@TAPEG1:DOTAGA. Par
conséquent, les images ne permettent pas une comparaison directe de la biodistribution entre les
différentes suspensions. L’acquisition des images a été réalisée pendant que les souris étaient sous
sédation (isoflurane). L'acquisition CT (55kVp, 34 mAs) dure 10-12 minutes, suivie de l'acquisition
SPECT (15-45 minutes).

Le logiciel InVivoScope a été utilisé pour créer une fusion des images SPECT et CT. La gamma-caméra
a été calibrée avec précision pour la quantification. Les résultats sont donnés en pourcentage de la dose

administrée.

5.1.3. Biodistribution ex vivo

Apres 24 heures, les souris sont sacrifiées et les organes ont été récupérés pour des études ex vivo de la
biodistribution des nanoparticules en mesurant la radioactivité par comptage v et la quantité d’or présente
dans les différents organes (les reins, les poumons, le ceeur, la rate, les os, les muscles, le sang et la vessie)
de souris 24 h aprés ’injection intraveineuse des nanoparticules d’or (Au@X). L'activité de plusieurs
organes d'intérét prélevés sur les animaux étudiés en imagerie a été mesurée a l'aide d'un compteur gamma

Cobra 418 (Perkin Elmer) afin d'estimer indirectement la quantité de nanoparticules présentes dans les
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organes. La quantité d’or dans chacun des organes sélectionnés a été déterminés par ICP-OES apres

dissolution dans I’eau régale des organes et des nanoparticules qu'ils contenaient.

5.14. Analyse ICP-EOS

Les différents organes collectés a partir des souris ayant recu une injection intraveineuse de nanoparticules
sont minéralisés avec de I’eau régale chaude dans des tubes de minéralisation calibrés (DigiTUBESs, SCP
Sciences). Les tubes sont placés dans un bloc de minéralisation (Digiprep, SCP science) afin d'atteindre
une température de 120°C jusqu'a dissolution compléte des organes. Le niveau est ajusté au trait
correspond a un volume de 50 mL en utilisant de I'acide nitrique a 5%. La solution est ensuite filtrée a

I'aide d'une seringue et d'un filtre de 0,22 mm afin d'éliminer tout résidu éventuel.

L'échantillon est ensuite analysé & l'aide d'un ICP-OES du laboratoire Qualio a Besangon, modele 710 ES
(Varian/Agilent) équipeé d'une torche axiale, d'un nébuliseur concentrique et d'une chambre de
nébulisation cyclonique. Les parameétres suivants ont été utilisés : une puissance de 1,2 kW, un débit
d'argon plasmagéne de 15 L.min?, un débit d'argon auxiliaire de 1,5 L.min*, et une pression de
nébulisation de 200 kPa. Les longueurs d'onde d'émission utilisées pour mesurer la concentration de
I’élément or sont 267,594 nm, 242,794 nm et 208,207 nm.

5.2. Résultats et discussion

Apres le radiomarquage a l'indium-111 des nanoparticules d’or Au@TAPEG,.DOTAGA, des images
SPECT/CT ont été acquises 1 h et 24 h aprés l'injection intraveineuse a des souris saines afin de déterminer
la biodistribution des différents types de nanoparticules d’or et d’étudier I'effet de la longueur de la chaine
PEG sur celle-ci. Les images de souris apres injection intraveineuse des différentes suspensions de
nanoparticules Au@TADOTAGA, Au@TAPEG.DOTAGA et AU@TAPEG1DOTAGA révéelent

initialement une radioactivité plus importante dans la vessie, les reins et le foie (Figure 5-1).
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Figure 5-1 : Clichés SPECT/CT représentant 1’évolution de la biodistribution des nanoparticules Au@TADOTAGA,
AU@TAPEG4DOTAGA et AU@TAPEG1:DOTAGA au cours du temps (1h et 24 h apres injection intraveineuse)

Ces images nous permettent de suivre le radiotraceur [*'!In] In. Pour s’assurer que le traceur est encore
associé aux nanoparticules d’or injectées, la comparaison entre le comptage v et le dosage par ICP a été
effectuée. Le comptage y est une mesure qui permet d’estimer la radioactivité (i.e. la présence du
radioélément dans les tissus biologiques analysés) alors que le dosage par ICP est mis en ceuvre dans notre

étude pour déterminer la quantité d’or contenue dans les tissus apres injection intraveineuse.
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Figure 5-2 : (a) pourcentage moyen de radioactivité injectée (%ID) et (b) pourcentage moyen de radioactivité injectée par

gramme de tissu (%1D/g) déterminés a partir des données acquises par comptage gamma des organes prélevés sur des souris

sacrifiées 24 heures aprés injection intraveineuse des différents types de nanoparticules d’or.

La Figure 5-2 dresse le bilan des comptages y post-mortem réalisés avec différents organes (sang, reins,

rate, poumons, 0s, muscle et cceur) extraits 24 h aprés injection intraveineuse alors que la Figure 5-3 rend

compte des analyses post-mortem ICP cherchant a déterminer la quantité d’or dans les mémes organes.
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Figure 5-3 : (a) pourcentage moyen d’or injecté (%ID) et (b) pourcentage moyen d’or injecté par gramme de tissu (%ID/g)
déterminés a partir des résultats d’analyse ICP-OES des organes prélevés sur des souris sacrifiées 24 heures aprés injection

intraveineuse des différents types de nanoparticules d’or.

L’allure des histogrammes reportant pour différents organes le pourcentage de radioactivité injectée (Figure
5-2) (absolu (%I1D) ou rapporté par gramme de tissu (%1D/g)) et le pourcentage de dose de nanoparticules

d’or injectée (Figure 5-3), calculés a partir de deux méthodes d’analyse (comptage y et analyse ICP), est
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similaire. Cela montre donc une colocalisation entre le radioélément et les différents types de nanoparticules

d’or . Ce qui permet d’associer la détection de la radioactivité a la présence des nanoparticules d’or.

Selon la Figure 5-1, aprés une heure d’injection, la vessie des souris est radioactive, quel que soit le type
de nanoparticules radiomarquées. Cette observation confirme qu’une partie des nanoparticules sont
¢liminés par voie rénale. Dans le cas des nanoparticules d’or Au@TADOTAGA et
AU@TAPEG4DOTAGA (pas de chaine de PEG et chaine PEG la plus courte, respectivement), une
accumulation des nanoparticules est également visible dans le foie 1 heure et 24 heures aprés injection
intraveineuse alors que pour les nanoparticules d’or avec la chaine PEG la plus longue
(AU@TAPEG1:DOTAGA) la radioactivité est plus distribuée dans 1’organisme (foie, cceur...) une heure
aprés injection intraveineuse. Mais 24 heures aprés [’injection des nanoparticules

AU@TAPEG1:1DOTAGA, la radioactivité est concentrée principalement dans le foie.

EAU@TADOTAGA 1 h
%ID imaging AU@TADOTAGA 24 h
45 mAU@TAPEGADOTAGA 1 h
Au@TAPEG4DOTAGA 24 h
40 BAU@TAPEG1IDOTAGA 1 h
Au@TAPEG11DOTAGA 24 h
35
30 N
.
25
20
15 T
10
5 T
| _ " " N N F

Foie Reins Vessie/ Urine

Figure 5-4 : Pourcentage moyen de dose de nanoparticules d’or injectée (%ID) calculé a partir des images acquises 1 heure et

24 heures apres injection intraveineuse des différents types de nanoparticules a des souris saines

L’allure de I’histogramme de la Figure 5-4 qui montre le pourcentage de dose injectée calculé a partir des
images acquises 24 h apres I’injection intraveineuse des différentes nanoparticules est similaire de celle de
I’histogramme construit & partir du comptage vy effectué 24 heures apreés injection (Figure 5-2a). Comme
les Figure 5-2 et Figure 5-3 mettent en évidence la colocalisation des nanoparticules d’or et du radioélément

et comme les Figure 5-2 et Figure 5-4 montrent que la dose déduite des comptages y est similaire a celle
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déduite des images 24 h apres injection intraveineuse des différentes nanoparticules d’or, nous pouvons en
conclure qu’il est possible de suivre directement sur les images acquises par SPECT-CT la biodistribution
des nanoparticules d’or. L’intérét de pouvoir suivre les nanoparticules par imagerie (%ID imaging) est
d’avoir leur distribution une heure et 24 heures apres injection intraveineuse ce qui n’était pas possible avec

le comptage y (pas pour des raisons scientifiques mais pour des raisons d’économie).

D’aprés la Figure 5-4, la quantit¢ dans le foie des nanoparticules Au@TADOTAGA et
Au@TAPEG1:DOTAGA, une heure apres injection intraveineuse, est la méme (a environ 10-15% pres)
alors que celle-ci est deux fois plus élevée pour les nanoparticules Au@TAPEG4sDOTAGA. Le pourcentage
dans le foie pour les nanoparticules AU@TADOTAGA et AuU@TAPEG4DOTAGA reste constant 24 heures
aprés injection intraveineuse alors que celui de AU@TAPEG1:DOTAGA augmente pour atteindre a peu

prés la méme valeur que celle observée pour les nanoparticules AuU@TAPEG.DOTAGA.

Une heure aprés I’injection intraveineuse, les différentes nanoparticules d’or sont présentes dans les reins.
Cependant la quantité dans cet organe est plus faible avec les nanoparticules fonctionnalisées par les
chélateurs PEGylés. Cette tendance est préservée 24 heures apres injection intraveineuse mais avec des
valeurs plus faibles qui tendent vers zéro. La méme tendance est observée pour la vessie une heure apres
injection intraveineuse (nous ne prendrons pas en compte les valeurs a 24h car la présence d’urine dans la
vessie n’est pas garantie contrairement a ce qui est observé pour les animaux qui demeurent sous anesthésie
depuis I’injection intraveineuse (cas du point d’observation & 1h) ). La diminution de la quantité d’or dans
les reins au cours du temps et la présence des nanoparticules d’or dans la vessie est révélateur de
1’¢élimination rénale d’une partie d’entre elles. Cependant il est difficile de quantifier précisément la quantité
éliminée car il faudrait prendre en compte les nanoparticules d’or contenues dans 1’urine excrétée. Une telle
mesure nécessite I'utilisation de cages métaboliques que ne possédait pas la plateforme d’imagerie du

CGFL au moment de I’expérience.

L’¢élimination rénale n’est pas la seule voie d’élimination car quelle que soit la composition chimique de la
couche organique adsorbée a la surface des nanoparticules d’or les images des Figures 5-1 et 5-4 révélent
la présence des nanoparticules d’or dans le foie (entre 15 et 30% selon le type de nanoparticules et le temps
d’observation). Deux principales raisons permettent de justifier I’accumulation des nanoparticules dans le
foie : ’opsonisation et 1’élimination par la voie hépatobiliaire. L’opsonisation est une réponse de
I’organisme vis-a-vis des corps étrangers qui conduit a une capture fulgurante et massive des espéces a
retirer de la circulation sanguine par les organes riches en macrophages (foie, rate, mo€lle épiniére..., voir
page 69 paragraphe 4.3.3). L’élimination hépatobiliaire repose sur les hépatocytes dont un des réles consiste
a collecter et a dégrader la matiére en vue de 1’éliminer par la voie fécale. Le profil de distribution des trois
types de nanoparticules d’or au cours du temps ne correspond pas a celui de 1’opsonisation car
I’accumulation des nanoparticules dans le foie est relativement faible (au regard des données disponibles
dans la littérature) et lente. En outre, la quantité accumulée dans la rate est trop faible pour attribuer

I’accumulation dans le foie et la rate a un phénoméne d’opsonisation.
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Pour les nanoparticules non PEGylées, le %ID dans le foie, environ 15%, est relativement faible par rapport
a celui des nanoparticules d’or PEGylées, environ 30%. Ce résultat peut paraitre déroutant car la
PEGylation est généralement mise en ceuvre pour limiter 1’accumulation dans le foie, en particulier en
limitant le phénomeéne d’opsonisation. Or comme le montrent cette étude et les travaux antérieurs réalisés
par I’équipe, les nanoparticules Au@TADOTAGA, particules de référence non PEGylées de 1’étude,
possedent déja, malgre I’absence de PEG, un comportement sain aprés injection intraveineuse (pas de
phénomeéne d’opsonisation, faible accumulation dans les tissus sains, élimination essentiellement par voie
rénale). L’incorporation d’une chaine PEG n’est alors pas nécessaire pour limiter le phénoméne
d’opsonisation car les nanoparticules Au@TADOTAGA sont suffisamment petites, hydrophiles et
chargées négativement pour échapper a I’opsonisation. Leur accumulation dans le foie est donc seulement
le signe que ces nanoparticules sont également éliminées par la voie hépatobiliaire. Pourtant,
I’incorporation d’une chaine PEG dans la structure du chélateur TADOTAGA nous a paru justifiée car, si
le contournement de 1’opsonisation n’était pas nécessaire dans le cas des nanoparticules de référence,
I’allongement du temps de circulation et de rétention tumorale constitue un objectif capital pour espérer
mieux exploiter le potentiel radiosensibilisant des nanoparticules d’or ultrapetites (diamétre de cceur
inférieur a 3 nm). En raison de valeurs relativement proches, la plus forte accumulation hépatique des
nanoparticules PEGylées ne peut pas s’expliquer par une différence du diametre hydrodynamique et/ou du
potentiel zéta (Figure 4-7 et Tableau 4-1). La présence des chaines de PEG génére probablement des
interactions différentes avec le milieu environnant qui pourraient étre a l’origine des différences

d’accumulation observées dans le foie.

La longueur de la chaine de PEG exerce également une influence sur la cinétique d’elimination de ces
nanoparticules d’or car le %ID pour Au@TAPEGsDOTAGA atteint 30% dans le foie une heure apres
injection alors que pour AU@TAPEG1:DOTAGA ce pourcentage est atteint 24 heures aprés injection
intraveineuse ce qui suggére une circulation plus durable dans 1’organisme des nanoparticules recouvertes

par le chélateur PEGylé comprenant 11 unités de répétition (Au@TAPEG11:DOTAGA).
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Figure 5-5 : Pourcentage moyen de dose de nanoparticules d’or injectée éliminé de I’organisme 24 heures apreés injection

intraveineuse des suspensions de nanoparticules AU@TAPEGhDOTAGA (n =0, 4 et 11)

L’allongement du temps de circulation des nanoparticules Au@TAPEG1:DOTAGA qui se traduit par une
élimination plus lente est vérifiée grace a la comparaison des pourcentages moyens d’élimination (Figure
5-5). Environ 60% des nanoparticules AU@TADOTAGA et AU@TAPEG4sDOTAGA sont éliminés de
I’organisme au bout de 24 h alors que le pourcentage des nanoparticules d’or Au@TAPEG11:DOTAGA

¢liminées de 1’organisme dans la méme durée est nettement plus faible (environ 40%).

La comparaison entre les données présentées dans les Figure 5-1 a Figure 5-4, montre que la présence d’une
chaine de PEG modifie le comportement des nanoparticules d’or. Les principales observations et
conclusions de cette étude de biodistribution combinant imagerie SPECT-CT, analyses post-mortem des
organes (comptage y et dosage ICP-OES) concordent avec les données de la littérature. En effet, les
nanoparticules d’or circulent plus longtemps et sont éliminées plus lentement lorsque la chaine de PEG est

suffisamment longue, ce qui est le cas des nanoparticules AU@TAPEG1:DOTAGA.

6. Radiotherapie

L’objectif de cette étude consiste a évaluer ’influence de la chaine de PEG sur I’exploitation de I’effet

radiosensibilisant des nanoparticules d’or. Dans une étude antérieure, il a ét¢ montré que les nanoparticules

Au@TADOTAGA[109], injectées par voie intratumorale ou intraveineuse, sont capables d’améliorer le

traitement par radiothérapie. L’irradiation en présence de ces nanoparticules d’or dans la tumeur (injection

par voie intratumorale) ralentit considérablement la croissance tumorale par rapport aux animaux traités
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uniquement par radiothérapie. D’autre part, la radiothérapie lorsqu’elle est réalisée aprés injection
intraveineuse des nanoparticules Au@TADOTAGA permet d’améliorer la survie des animaux d’un facteur
2 par rapport aux animaux traités uniquement par radiothérapie et par un facteur 5 par rapport aux animaux
non traités. Cependant, en nous appuyant sur la comparaison entre les nanoparticules d’or et les
nanoparticules AGulX® qui montre une efficacité similaire alors que les nanoparticules d’or devraient étre
plus efficaces (voir page 84 paragraphe 4.4.3.3.3), nous avons I’espoir d’améliorer le potentiel
thérapeutique de ces nanoparticules d’or en introduisant une chaine PEG dans la structure moléculaire des
chélateurs qui recouvrent les nanoparticules d’or que nous développons. En effet, comme nous 1’avons
montré dans la partie précédente consacrée a 1’étude de la biodistribution, les chaines PEG, si elles sont
suffisamment longues augmentent le temps de circulation et ralentissent 1’élimination des nanoparticules
PEGylées. De tels changements induits par les chaines de PEG devraient favoriser I’accumulation tumorale
et/ou augmenter le temps de rétention tumorale et conduire a mieux exploiter le potentiel radiosensibilisant
des nanoparticules d’or. En outre, une piste encourageante avait été ouverte par une étude préliminaire
réalisée a I’ESRF qui montrait que I’effet radiosensibilisant des nanoparticules d’or PEGylées était
exploitable sans perte d’efficacité durant 24 heures aprés 1’injection intraveineuse alors que le traitement
par radiothérapie était moins efficace quand il était initi¢ 24 h plutét que 10 minutes apres 1’injection
intraveineuse si les nanoparticules d’or ne contenaient pas de chaines de PEG. Une telle différence entre
particules PEGylées et non PEGylées peut s’expliquer par une plus forte accumulation et une meilleure
rétention des nanoparticules d’or PEGylées dans les tumeurs cérébrales. Afin d’approfondir I’étude visant
a montrer ’effet indirect mais bénéfique des chaines de PEG, nous avons cherché a exploiter le potentiel
radiosensibilisant des nanoparticules AU@TAPEG,DOTAGA (n=0 (i.e. AU@TADOTAGA, référence), 4
et 11) en traitant par radiothérapie, 1 h et 24 h aprés administration des nanoparticules, des tumeurs
cérébrales humaines (glioblastome humain initié a partir de la lignée cellulaire U87) implantées dans des
embryons de poulet (\VVoir page 180 paragraphe 6.1). Le choix de deux délais nettement différents entre
I’administration des nanoparticules et ’irradiation a pour but de mettre en évidence ’effet de la rétention
tumorale des nanoparticules qui devrait étre meilleure dans le cas des nanoparticules PEGylées (i.e. n = 4
et 11). Jusqu’a présent, la stratégie développée dans 1’équipe consistait a évaluer le potentiel
radiosensibilisant des nanoparticules contenant des éléments a haut Z apres injection intratumorale sur des
rongeurs. Cette stratégie présente 1’avantage de s’affranchir de la biodistribution. Cependant, elle est
pénalisée par une certaine lourdeur en termes de gestion d’animaux qui conduit a limiter le nombre
d’animaux par groupe et donc a dégrader la confiance dans les résultats. Pour contourner ces limitations et
alléger la procédure visant a étudier in vivo 1’effet radiosensibilisant et sa dépendance a des modifications
apportées aux agents radiosensibilisants, nous avons opté pour une étude sur des embryons de poulet qui a

été réalisée par la société INOVOTION localisée a Grenoble.

179



Chapitre 11

6.1. Protocole expérimental

6.1.1. Description de I’étude

L’objectif de cette étude consiste a mettre en évidence I’effet indirect des chaines de PEG sur le traitement
par radiothérapie en présence de nanoparticules d’or radiosensibilisantes. Nous évoquons un effet indirect
car les chaines de PEG n’ont aucun potentiel radiosensibilisant (contrairement aux cceurs d’or des
nanoparticules) mais leur présence peut influer sur I’accumulation et la rétention dans les tumeurs et donc
sur ’exploitation de I’effet radiosensibilisant des nanoparticules d’or. Afin de mettre en évidence des
différences d’efficacité en radiothérapie entre les nanoparticules d’or Au@TAPEG,DOTAGA, neuf
groupes de maximum 20 embryons ont été constitués de maniére aléatoire (Tableau 6-1).

La Figure 6-1 décrit la stratégie mise en ceuvre pour étudier I’influence des chaines de PEG sur
I’exploitation de I’effet radiosensibilisant des nanoparticules d’or Au@TAPEG,DOTAGA. Au neuviéme
jour du développement des embryons (E9), des cellules cancéreuses de la lignée U87 sont introduites a
I’intérieur de 1’ceuf a travers une ouverture réalisée dans la coquille. La prolifération de ces cellules
conduit au développement d’une tumeur qui sera prélevé neuf jours plus tard (i.e. au dix-huitiéme jour du
développement de I’embryon (E18)). A 1’exception des deux groupes 1 et 3 (non traités (1) et traités
uniquement par les nanoparticules d’or AU@TADOTAGA (3)), les embryons des autres groupes (2, 4-9)
sont exposés a un rayonnement ionisant thérapeutique (dose : 2 Gy) deux jours aprés I’introduction des
cellules cancéreuses (onziéme jour du développement de I’embryon (E11)). Parmi les groupes traités par
radiothérapie, le groupe 2 constitue le groupe témoin validant 1’effet thérapeutique de la radiothérapie en
I’absence d’effet radiosensibilisant (sans nanoparticules d’or) alors que les autres groupes (4-9)
concernent des embryons irradiés par le méme type de faisceau mais en présence d’un des trois types de
nanoparticules. Afin d’évaluer I’influence de la rétention des nanoparticules sur le traitement
radiothérapeutique, les nanoparticules sont administrées soit 24 h (H-24, un jour apreés 1’ incorporation des
cellules cancéreuses (E10)), soit 1 h (H-1, deux jours aprés I’incorporation des cellules cancéreuses (E11))

avant I’irradiation.
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Figure 6-1 : Description de I’étude

Il est important de souligner que I’administration des nanoparticules est intermédiaire entre une injection
intraveineuse et une injection intratumorale. Les suspensions de nanoparticules sont déposées sur la CAM
(Chorioallantoic Membrane) au niveau de la tumeur mais ne sont pas introduites directement dans la

tumeur. Une partie des nanoparticules diffuseront dans la tumeur et le reste diffusera dans I’ceuf.
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N° Description du groupe  Composé injecté Finale [in
ovo]
Contrdle négatif - - - -
Irradiation - 2 Gy - 2 Gy E11
Nanoparticule d’or I Au@TADOTAGA 1 mg/ceuf 10 mg/mL 17 mg/kg Ell
4 Nanoparticule d’or I Au@TADOTAGA 1 mg/ceuf 10 mg/mL 17 mg/kg E11 (H-1)
l irradiée (1) 2 Gy - 2 Gy Ell
5 Nanoparticule d’or I AU@TAPEG.DOT 1 mg/ceuf 10 mg/mL 17 mg/kg E1l (H-1)
l irradiée (1) AGA 2 Gy - 2 Gy Ell
Nanoparticule d’or Il AU@TAPEG1:DO 1 mg/ceuf 10 mg/mL 17 mg/kg E1l (H-1)
i irradiée (1) TAGA 2 Gy - 2 Gy E1l
7 Nanoparticule d’or I Au@TADOTAGA 1 mg/ceuf 10 mg/mL  17mg/kg  E10 (H-24)
. irradiée (2) 2 Gy - 2 Gy Ell
Nanoparticule d’or I Au@TAPEG:DOT 1 mg/ceuf 10 mg/mL 17 mg/kg E10 (H-24)
n irradiée (2) AGA 2 Gy - 2 Gy E1l
Nanoparticule d’or Il AU@TAPEG1;:DO 1 mg/ceuf 10 mg/mL 17 mg/kg E10 (H-24)
i irradiée (2) TAGA 2 Gy - 2 Gy E1ll

Tableau 6-1 : Description des groupes d’étude et de leur traitement.

6.1.2. Préparation des embryons de poulet

Les ceufs fécondés White Leghorn sont incubés a 37,5°C avec 50% d’humidité relative pendant 9 jours.
A ce stade de développement embryonnaire (E9), la membrane chorioallantoique (CAM) est décollée de
la coquille en percant un petit trou a travers la coquille d’ceuf dans la chambre a air. Puis, une fenétre de
1 cm? est découpée dans la coquille d’ceuf au-dessus de la CAM afin d’introduire les cellules cancéreuses
(voir page 182 paragraphe 6.1.3). Afin que les données soient recueillies & partir de groupes comportant
un minimum de 16 ceufs, au moins 20 ceufs (selon le taux de survie des embryons aprés 9 jours de
développement, il pourrait y avoir plus de 20 ceufs par groupe) ont été greffés pour chaque groupe car le
caractere invasif de 1’acte chirurgical peut induire un certain nombre de déces au cours des heures qui

suivent le greffage de la tumeur.

6.1.3.  Amplification et greffe de cellules tumorales

La lignée cellulaire tumorale U87 est cultivée dans du milieu MEM additionné de 10% de FBS, 1% de
glutamine, 1% de pyruvate et de pénicilline (100 unité/mL) / streptomycine (100 pg/mL). Au jour E9, les
cellules sont lavées avec du milieu complet et mises en suspension dans le milieu de greffage. Un
inoculum de 0,5x108 cellules est ajouté sur la CAM de chaque ceuf (E9) puis les ceufs sont randomisés en

groupes.
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6.1.4. Traitements

Avant le traitement, la viabilité de chaque ceuf est vérifiée et les ceufs survivants sont distribués dans les
différents groupes de maniére aléatoire. Tous les ceufs des groupes 3-9 sont traités avec un volume de 100
uL d’une suspension de nanoparticules d’or fraichement préparée, soit a E10 (24 heures avant

I’irradiation ; H-24) soit a E11 (une heure avant ’irradiation, H-1), comme détaillé dans le Tableau 6-1.

A E11, tous les groupes sont transportés au CHUGA. Bien que les groupes 1 et 3 (contrble négatif) ne
soient pas irradiés, ils ont également été amenés au CHUGA afin de maintenir tous les ceufs des différents

groupes dans les mémes conditions de température et d’humidité.

L’irradiation se fait avec un appareil Clinac 2100 (CHUGA). Tous les ceufs d’un méme groupe (16 ceufs)
sont irradiés en méme temps. La Figure 6-2 présente 1’étape d’irradiation. Au début de chaque séance
d’irradiation, un étalonnage est d’abord effectué. Ensuite, dans les groupes irradiés, seule la partie
supérieure de 1’ceuf (contenant les tumeurs mais pas 1’embryon) recevra le rayonnement. L’irradiation se

fait a 2 Gy, des deux c6tés du portoir pour homogénéiser le niveau de rayonnement sur chaque ceuf.

Top view Side view
paraffin cover + paraffinrack => neutral material,covering the entire eggs

Top

Irradiation 1 [:> <:| Irradiation 2 Bottom

irradiation

‘.,\A-'—“""})')-.
D)

Figure 6-2 : Protocole et vue du portoir pour l'irradiation

6.1.5. Evaluation quantitative de la croissance tumorale
Au jour E18, la partie supérieure de la CAM (avec tumeur) est prélevée, lavée par un tampon PBS puis
directement transférée dans du PFA (fixation pendant 48 h). Apreés cela, les tumeurs sont soigneusement

séparées du tissu CAM normal et pesees.

6.1.6. Evaluation quantitative de I’invasion métastatique

Au jour E18, une portion de 1 cm? de la CAM inférieure (a I’opposé de I’emplacement de la tumeur) est
prélevée pour évaluer le nombre de cellules métastasiques dans 8 échantillons par groupe (n = 8). L’ADN
génomique est extrait de la CAM et analysé par qPCR avec des amorces spécifiques pour les séquences

Human Alu. Pour tous les points effectués en qPCR, I’expression de GAPDH de poulet est également
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analysée, en tant qu’expression de géne de référence, et utilisée pour normaliser 1’expression d’Alu entre

les échantillons.

Le calcul de cycle de quantification (Cq) pour chaque échantillon, le Cq moyen et les quantités relatives
de métastases pour chaque groupe sont directement gérés par le logiciel Bio-Rad® CFX Maestro.

Selon la norme de données Real-Time PCR Data Markup Language (RDML) (http:/www.rdml.org), Cq
est défini comme le cycle auquel la courbure de la courbe d’amplification est maximale (cycles de PCR
fractionnaires). Cq est pris dans la phase exponentielle ou la courbe qPCR est linéaire. C’est le résultat de
base de la gPCR : des valeurs de Cq plus faibles signifient un nombre de copies initiales plus élevé du
gene cible. Lorsque Iefficacité de la PCR est de 100%, une différence de 1 cycle entre 2 réactions signifie
qu’il y a deux fois plus de copies (géne) dans la réaction qui a la valeur Cq la plus faible que dans la

réaction qui a la valeur Cq la plus élevée.

6.1.7. Evaluation quantitative de la tolérance embryonnaire
La viabilité embryonnaire est vérifieée quotidiennement. Le nombre d’embryons morts est également

compté sur E18, pour évaluer la toxicité embryonnaire induite par le traitement.

Le taux de mortalité final et une courbe de Kaplan-Meyer sont alors disponibles pour tous les groupes.

Toute anomalie visible observée au cours de I’étude est également brievement décrite.

6.2. Résultats et discussion

Le but de cette étude est d’évaluer I’influence de la présence du PEG et de la longueur de sa chaine sur
I’exploitation de I’effet radiosensibilisant des différents types de nanoparticules d’or
AU@TAPEG,DOTAGA (n=0, 4 et 11). En d’autres termes, est-ce que I’incorporation d’une chaine PEG
de longueur contrélée dans la structure du chélateur TADOTAGA permet d’améliorer encore plus 1’effet
de la radiothérapie (voir page 178 paragraphe 6) ? Afin de répondre & cette question, nous avons cherché a
comparer la taille d’une tumeur U87 implantée sur des embryons de poulet apres différents traitements
(voir page 180 paragraphe 6.1). La Figure 6-3 rassemble les résultats obtenus auprés des neuf groupes

constitués pour I’étude (Tableau 6-1).
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Figure 6-3 : La valeur moyenne de la masse tumorale (mg) pour les différents groupes d’embryons

120 A

La premiére observation issue de cette expérience est que la tumeur U87 a réussi a se développer aprés
I’injection de cellules cancéreuses issues de la lignée humaine U87. La masse moyenne atteint une valeur
proche de 124 mg au bout de 9 jours (E18). L’analyse de la Figure 6-3 fournit une deuxieme information
cruciale pour le traitement des donneées : le traitement par radiation ionisante avec une dose unique de 2 Gy
est efficace puisque la masse tumorale a fortement diminué passant de 124 mg (groupe 1, aucun traitement)
a environ 81 mg (groupe 2, traitement par radiothérapie uniquement), soit une baisse de 34,7%. Pour finir
avec les groupes « contrdle », nous apprenons de cette expérience que les nanoparticules d’or n’ont qu’un
faible pouvoir chimiothérapeutique car la masse tumorale des embryons du groupe 3 (administration de
nanoparticules sans irradiation) n’a que faiblement diminué (112 mg contre 124 mg soit une diminution d’a
peine 10% (9,7%)). En revanche, la perte de masse est plus importante quand les nanoparticules d’or sont
présentes dans I’ceuf au moment de I’irradiation (groupes 4-9). Malheureusement, cette perte de masse
(entre 32% pour le groupe 6 et 42% pour le groupe 4, respectivement la plus faible et la plus élevée des
valeurs) est du méme ordre de grandeur que celle observée pour les embryons traités uniquement par
radiothérapie (groupe 2, i.e. irradiation sans nanoparticules, 34,7 %). Dans le meilleur des cas (groupe 4,
perte de masse de 42%), I’effet radiosensibilisant des nanoparticules d’or reste modeste alors que le pouvoir
radiosensibilisant des nanoparticules AU@TADOTAGA (sans PEG) a été validé dans des expériences
précédentes [109] mais avec un rayonnement synchrotron aux caractéristiques nettement différentes
(peigne de microfaisceaux de dose élevée, flux de photons intense, irradiation croisée de la tumeur) et dans
des conditions biologiques éloignées (rats avec tumeurs cérébrales (gliosarcome 9L) orthotopiques au lieu

de tumeurs humaines a la surface des embryons de poulet). L’absence d’effet radiosensibilisant net peut
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s’expliquer par les différences de rayonnement et de biologie mais également par le fait que la dose utilisée
est en elle-méme suffisamment efficace. Il est alors difficile d’améliorer I’effet de la radiothérapie par la
radiosensibilisation. Pourtant, ces résultats sont encourageants lorsque nous nous focalisons sur les
différences observées pour un méme type de nanoparticules. Méme si la significativité des résultats est
discutable, une tendance intéressante se dessine lorsque sont comparés les résultats obtenus apres irradiation
pour un méme type de nanoparticules mais a deux temps différents (comparaison entre les groupes 4 et 5,
6et7,8et9). La perte de masse apres irradiation avec un méme type de nanoparticules n'est pas la méme
lorsque le délai entre I’administration des nanoparticules et 1’irradiation passe de 1h a 24 h. Dans le cas des
nanoparticules non PEGylées AU@TADOTAGA (groupes 4 (1 h) et 5 (24 h)), la perte de masse est plus
importante lorsque que le délai entre administration des nanoparticules et irradiation est de 1 h (groupe 4)
alors que pour les nanoparticules PEGylées Au@TAPEG,.DOTAGA (groupes 6 (1h) et 7 (24 h) pour n=4
et groupes 8 (1 h) et 9 (24 h) pour n = 11) la perte de masse est plus importante quand le délai est fixé a 24
h. Cette piste mérite d’étre explorée de maniére plus approfondie car elle semble confirmer le role de la
PEGylation sur le comportement des nanoparticules d’or qui ne se distinguent que par la présence et la
longueur des chaines de PEG. D’aprés les résultats obtenus au cours de cette expérience de radiothérapie,
on peut suspecter que les nanoparticules non PEGylées (n =0, i.e. laréférence AuU@TADOTAGA) diffusent
plus vite dans I’ceuf et sont donc présentes en plus faible quantité dans I’environnement tumoral a 24h qu’a
1h alors que la présence des chaines de PEG ralentit le phénoméne de diffusion et conduit a une
accumulation plus lente mais a une meilleure rétention des nanoparticules d’or dans la tumeur qui
expliquerait que 1’effet sur la diminution de la tumeur soit plus important a 24h qu’a 1 h. Ce scénario est
plausible puisque nous avons montré dans le cadre des expériences de biodistribution (Voir page 170
paragraphe 5) que la présence des chaines de PEG et la longueur de ces chaines influencaient la
biodistribution et la cinétique des nanoparticules dans un sens compatible avec les observations réalisées

dans le cadre du traitement par radiothérapie.

Si I’irradiation avec ou sans nanoparticules conduit a une réduction de la masse tumorale, elle n’apporte
cependant pas de bénéfice sur la survie des embryons. La Figure 6-4 montre que le taux de mortalité des
animaux traités (groupes 2-9) est semblable a celui des animaux non traités (groupe 1). Cependant plusieurs
tendances méritent une attention particuliére. La premiére concerne le groupe 3 (traitement uniquement
avec les nanoparticules de référence AU@TADOTAGA) : la mortalité est relativement élevée (17,4%)
comparée au groupe 1 dans lequel les animaux n’ont regu aucun traitement (9,5%). Ce point est préoccupant
car il peut annuler partiellement les effets bénéfiques de la radiosensibilisation. Malgré tout, les résultats
obtenus avec les animaux traités par radiothérapie aprés administration des nanoparticules sont rassurants
car dans la majorité des cas la mortalité est plus faible que dans le groupe 3 (administration des
nanoparticules AU@TADOTAGA sans irradiation). En outre, nous constatons que la mortalité est nulle
dans deux groupes traités par radiothérapie en présence des nanoparticules AU@TADOTAGA (groupe 4,
délai 1h) et AU@TAPEG.DOTAGA (groupe 7, délai 24h). Ces résultats confortent les observations
réalisées pour ces groupes au sujet de la perte de masse de la tumeur aprés traitement. Pour les

nanoparticules non PEGylées Au@TADOTAGA (référence), nous avions constaté que la perte de masse
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était plus importante, donc le traitement plus bénéfique, lorsque le délai entre administration et irradiation
était de 1 h (52 mg (groupe 4) au lieu de 47 mg pour le délai 24 h (groupe 5) avec une masse moyenne de
la tumeur de 124 mg en I’absence de traitement (groupe 1), Figure 6-3). Aucun embryon du groupe 4 (perte
de masse tumorale la plus importante) ne meurt alors que la mortalité des animaux du groupe 5 (méme
traitement, méme nanoparticule (AU@TADOTAGA) mais délai de 24 h au lieu de 1 h) atteint une valeur
¢levée de 33% (la plus élevée de I’expérience). Nous pouvons effectuer le méme type d’observation pour
les groupes 6 et 7 qui comportent des embryons traités par radiothérapie en présence du méme type de
nanoparticules Au@TAPEG4sDOTAGA mais avec deux délais différents entre administration et irradiation
(1 h pour le groupe 6 et 24 h pour le groupe 7). L’analyse de la Figure 6-3 montrait que la perte de masse
était plus importante pour le groupe 7 (48 mg, délai 24 h) que pour le groupe 6 (40 mg, délai 1h). Or la
Figure 6-4 qui rassemble les données sur la survie des embryons des groupes 1-9 montre que les embryons
du groupe 7 (qui présentent la perte de masse tumorale la plus importante comparée au groupe 6) ne
comptent aucun mort contrairement au groupe 6 dont la mortalité reste cependant faible (6,3%). Les
exemples des groupes 4-5 et 6-7 montrent une corrélation pertinente entre perte de masse et survie : plus la
perte de masse tumorale est grande, meilleur sera le taux de survie. Les groupes 8-9 (radiothérapie en
présence des mémes nanoparticules AU@TAPEG1:DOTAGA mais avec des délais différents, 1h pour le
groupe 8 et 24 h pour le groupe 9) s’écartent de cette tendance car la mortalité pour le groupe 9 (délai 24
h) dont la perte de masse tumorale est la plus grande (49 mg au lieu de 43 pour le groupe 8) est étonnamment
plus élevée (18,3%) que celle du groupe 8 (12,5%). Il apparait clairement au regard des résultats présentés
dans les Figure 6-3 et Figure 6-4 qu’une tendance intéressante se dessine : le potentiel radiosensibilisant
des nanoparticules d’or PEGylées est mieux exploité lorsque la radiothérapie est mise en ceuvre 24 h apres
I’administration des nanoparticules au lieu de 1 h alors que les nanoparticules d’or non PEGylées sont plus
efficaces 1 h aprés leur administration. Ces interprétations confirment I’influence bénéfique des chaines de
PEG si on veut exploiter I’effet radiosensibilisant des nanoparticules d’or sur un temps plus long qui parait
plus compatible avec une utilisation clinique. Mais en raison de la faiblesse statistique de 1’étude, il est
nécessaire de confirmer ses résultats en recommengcant cette expérience plusieurs fois avec des groupes

plus importants mais également avec d’autres doses de radiation et d’autres teneurs en nanoparticules.
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Figure 6-4 : Le pourcentage de survie et de mort des embryons a la fin de 1’étude

Dans le cadre de cette étude sur les embryons de poulet, nous nous sommes également intéressés au
développement des métastases apres irradiation (Figure 6-5). En plus d’étre a 1’origine de cancers
radioinduits qui surviennent plusieurs années apres le traitement, la radiothérapie possede I’inconvénient
de favoriser 1’échappement et la migration de cellules depuis la tumeur primaire et de générer des
métastases. Cette caractéristique indésirable est confirmée par ’analyse effectuée sur les embryons traités
uniquement par radiothérapie (groupe 2) : par rapport aux embryons non traités (groupe 1), la quantité de
métastase a augmenté de 41% apres irradiation. Dans deux études précédentes réalisées en collaboration
avec 1’équipe de Sophie Pinel (CRAN, UL) et celle de Jérome Devy (MEDyC, URCA) dans le cadre du
projet eNano-RX (cancéropble EST, Régions Grand Est et Bourgogne Franche-Comté), il a été clairement
montré que les nanoparticules d’or recouvertes de chélateurs Au@DTDTPA exercent en plus de 1’effet
radiosensibilisant caractéristique des nanoparticules d’or un effet antimigratoire qui pourrait contrebalancer
les effets indésirables de la radiothérapie [116, article soumis sur I'effet migratoire des nanoparticules d'or
durant une radiothérapie]. Les similitudes entre les nanoparticules Au@TAPEG,DOTAGA et
Au@DTDTPA (ces particules ne difféerent que par la nature du chélateur, linéaire pour DTDTPA et
macrocyclique pour TADOTAGA) laissaient présager un contrdle de la formation des métastases aprés
administration des nanoparticules d’or Au@TAPEG.DOTAGA. Par rapport au groupe 1 (embryons non
traités), la Figure 6-5 montre une diminution (10%) du nombre de métastases dans le groupe 3 qui est
constitué¢ d’embryons traités uniquement par I’administration de nanoparticules Au@TADOTAGA. En
’absence d’irradiation, la présence des nanoparticules d’or Au@TADOTAGA limite donc la formation des
métastases. Ce résultat va dans le sens de celui observé avec les nanoparticules AU@DTDTPA. Mais le

constat le plus intéressant est que la présence de nanoparticules d’or pendant I’irradiation limite
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considérablement, dans la plupart des cas, la formation des métastases par rapport aux embryons traités
uniquement par radiothérapie (groupe 2). Dans tous les groupes correspondant aux embryons traités par
radiothérapie aprés administration des nanoparticules (groupes 4-9), le nombre de métastases est inférieur
a celui observé pour le groupe 2 (uniquement radiothérapie). Cependant, lorsque le délai entre
administration et irradiation est de 1 h, I’effet anti-métastatique n’est visible que pour les nanoparticules
d’or non PEGylées Au@TADOTAGA (groupe 4, réduction de 11% contre une augmentation de 41% dans
le cas des embryons traités uniquement par radiothérapie (groupe 2)). En effet, si pour le méme délai le
nombre de métastases formées apres irradiation en présence des nanoparticules PEGylées (groupes 6 et 8)
est moins important que dans le cas d’une irradiation en 1’absence de nanoparticules (groupe 2), il reste
supérieur au nombre de métastases observé pour le groupe des embryons non traités (groupe 1). En
revanche, que les nanoparticules soient PEGylées ou non, nous constatons & la lecture de la Figure 6-5 un
fort effet anti-métastatique quand le délai entre administration des nanoparticules et irradiation est de 24 h
(diminution comprise entre 15 et 36% selon le type de nanoparticules (groupes 5, 7 et 9)). Quel que soit le
type de nanoparticules, 1’effet anti-métastatique est plus prononcé quand le délai entre administration des
nanoparticules est de 24 h alors que 1’analyse de la perte de masse en fonction du délai montrait une
influence de la PEGylation (Figure 6-3). Pour les nanoparticules PEGylées la perte de masse était plus
importante pour un délai de 24 h, comme pour I’activité anti-métastatique, alors que pour les nanoparticules
non PEGylées la perte de masse était moins importante pour le délai de 24 h, contrairement a ce qui est
observé pour I’activité anti-métastatique de ces nanoparticules. Ces différences peuvent probablement
s’expliquer par les mécanismes mis en jeu pour la perte de masse et 1’activité métastatique dont la nature
semble différente. En effet, en 1’absence d’irradiation, I’effet des nanoparticules sur la perte de masse est
relativement faible alors que I’activité anti-métastatique est aussi forte en I’absence d’irradiation qu’aprés
irradiation pour les nanoparticules AU@TADOTAGA avec un délai de 1 h (comparaison entre groupes 3
et 4). Malgré ces différences, les observations concernant I’effet anti-métastatique des nanoparticules d’or
en fonction de leur nature et du délai entre administration des nanoparticules et irradiation corroborent les
observations faites lors de I’étude de la perte de masse de la tumeur. La plus faible vitesse d’accumulation
des nanoparticules PEGylées et leur meilleure rétention tumorale expliqueraient qu’elles soient plus
efficaces pour réduire la masse tumorale et le nombre de métastases lorsque le délai entre administration et
irradiation est long (24 h) alors que les nanoparticules non PEGylées, plus mobiles, s’accumulent plus vite
dans la tumeur et agissent donc trés efficacement quand le délai est court (1 h). Au cours du temps, ces
nanoparticules étant moins retenues dans la tumeur, leur action sur la réduction de la masse tumorale est
moins probante. Cependant la quantité reste suffisante pour exercer un fort effet anti-métastatique car
comme il s’exprime méme en 1’absence d’irradiation on peut imaginer un effet cumulatif qui améliore

I’effet au fil du temps.
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Figure 6-5 : Quantité relative de métastases pour les différents groupes d’analyse

7. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons démontré que les deux séries de nanoparticules AU@TAPEG,DOTA et
Au@TAPEG,DOTAGA (avec n =0, 4 et 11) sont facilement synthétisées et présentent les caractéristiques
physico-chimiques désirées pour leur utilisation dans des applications médicales. Ces nanoparticules sont
capables de complexer des ions d’intérét pour 1’imagerie médicale comme Gd** pour ’IRM et [*In]In3*

pour la SPECT.

L’¢tude par imagerie SPECT/CT de la biodistribution des nanoparticules radiomarquées de la série
Au@TAPEG,DOTAGA (n=0, 4 et 11) a montré qu’elles présentent un comportement sain. Elles circulent
librement sans opsonisation ni accumulation indésirable a l’exception des organes impliqués dans

I’élimination.

Le comportement de ces nanoparticules dans des souris saines différe en fonction de leur composition et en
particulier de la présence de chaines de PEG. Pour les nanoparticules sans PEG, 1’élimination rénale rapide
reste la voie d’¢limination majoritaire. En présence de PEG, I’accumulation dans le foie des nanoparticules
est plus évidente mais il ne s’agit pas d’opsonisation car le pourcentage reste modéré. De plus

I’accumulation dans le foie reste lente contrairement a ce qui est observé dans le cas de I’opsonisation.
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L’étude de la biodistribution révéle également une influence de la longueur de la chaine de PEG. Quand
elle est courte, la biodistribution des nanoparticules d’or Au@TAPEG,DOTAGA est modifiée mais pas la
cinétique d’élimination alors que la biodistribution et la cinétique d’élimination sont toutes deux affectées

guand la chaine de PEG est plus longue.

Nous pouvons donc conclure que la PEGylation a modifié la biodistribution, le mode d’élimination et le
temps de circulation des nanoparticules d’or. D’aprés les expériences de radiothérapie pratiquées sur des
embryons de poulet, la PEGylation, probablement parce qu’elle permet une accumulation plus lente et une
meilleure rétention des nanoparticules, conduit a une meilleure exploitation de 1’effet radiosensibilisant et
de I’effet anti-métastatique des nanoparticules d’or lorsque le délai entre administration des nanoparticules

et irradiation est de 24 h. Ce délai parait plus adapté pour un traitement en clinique que le délai de 1 h.

Dans le chapitre suivant, nous exposerons une autre stratégie pour prolonger le temps de circulation des
nanoparticules d’or. Elle repose sur le greffage des nanoparticules d’or a la surface de nanotransporteurs

biodégradables avec ou sans peptide de ciblage.
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CHAPITRE III
Nanofleur d’oxyde de fer : Transporteur
prometteur de nanoparticules d’or

1. Nanotransporteur : stratégie intéressante ?

L’équipe NCM a développé des nanoparticules d’or radiosensibilisantes pour la radiothérapie guidée par
imagerie.[1]-[5] Ces nanoparticules d’or sont constituées d’un cceur d’or de taille contrdlée et réduite (< 5
nm) enrobée d’une couche organique constituée de chélateurs capables d’immobiliser des ions d’intérét
pour I’imagerie. Le diamétre hydrodynamique (Dn) de ces nanoparticules qui représente son encombrement
réel dans un milieu donné est inférieur & 10 nm. Cette faible valeur est compatible avec 1’élimination rénale
de ces nanoparticules. Si I’élimination rénale est la voie d’élimination qui doit étre favorisée dans le cas de
nanoparticules non biodégradables, elle est cependant trop rapide dans le cas des nanoparticules d’or
recouvertes de chélateurs (Au@DTDTPA, Au@TADOTAGA).[2], [3], [5], [6] Par conséquent, les
nanoparticules n'ont que peu de temps pour s'accumuler en quantité suffisante dans la zone ciblée. La
clairance rénale rapide constitue une pierre d'achoppement pour exploiter pleinement le potentiel

thérapeutique de ces nanoparticules.

L’objectif de cette thése consiste a développer des stratégies destinées a ralentir I’élimination rénale des
nanoparticules d’or sans modifier la taille du coeur d’or. Le remplacement des chélateurs par des chélateurs
possédant le méme site de complexation (macrocycle de type DOTAGA) mais PEGyIlés a un impact sur le
temps de circulation et sur la vitesse d’élimination lorsque la chaine de PEG est suffisamment longue
(chapitre 2). La deuxiéme stratégie qui a été explorée pour retarder 1’¢limination rénale repose sur le
greffage des nanoparticules d’or sur des transporteurs biodégradables beaucoup plus larges que les

nanoparticules d’or.

Les transporteurs biodégradables peuvent étre créés de diverses maniéres, notamment en encapsulant des
nanoparticules ou en les greffant sur un élément de plus grande taille. L’encapsulation des nanoparticules
pose un certain nombre de problémes. Les nanoparticules d’or Au@DTDTPA (qui sont hydrophiles)
peuvent é€tre incompatibles avec certaines méthodes d’encapsulation puisque la plupart des objets
développés pour I’encapsulation ont une cavité hydrophobe. En outre, I’efficacité des nanoparticules
radiosensibilisantes risque d’étre limitée en raison de leur encapsulation. Si le rayonnement incident peut
traverser 1’enveloppe de ces « capsules » pour activer ’effet thérapeutique des nanoparticules d’or, les
électrons et les photons produits par I’interaction or/rayons X ont une forte probabilité d’étre absorbés par
les composants de la capsule, ce qui limite la formation d’espéces réactives cytotoxiques et donc 1’effet

radiosensibilisant des nanoparticules.
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Pour contourner les inconvénients de 1’encapsulation, nous cherchons a greffer les nanoparticules d’or a la
surface de nano-objets plus grands et biodégradables. Pour cela, nous avons sélectionné des nanofleurs
d’oxyde de fer (maghémite, y-Fe-Os) aux propriétés magnetiques qui peuvent étre utilisées, entre autres,

pour suivre la biodistribution et la biodégradation de ces nanofleurs par IRM (T>).

2. Nanofleurs

Les caractéristiques magnétiques des nanoparticules d’oxyde de fer sont particulierement fascinantes pour
les applications d’imagerie (IRM) et thérapeutiques (hyperthermie magnétique). En outre, si la couche de
surface organique est congue de maniére appropriée, ces matériaux sont biodégradables. Les nanoparticules
d’oxyde de fer sont de bons candidats pour la thérapie guidée par 1’imagerie car leurs propriétés
magnétiques leur conférent un comportement d’agents de contraste négatif pour ’IRM et d’agents

chauffants pour I’hyperthermie magnétique.

Les nanoparticules d’oxyde de fer dont le terme recouvre en fait une immense variété d’objets sont
présentées dans la littérature sous différentes formes et tailles (voir page 86 paragraphe 4.5). Notre choix
concernant des transporteurs biodégradables a base d’oxyde de fer s’est porté sur les nanofleurs de
maghémite (y-Fe.Os) développées par le Dr Rana Bazzi car elles se distinguent par leurs propriétés
magnétiques, qui leur conferent un pouvoir chauffant plus important et un effet plus significatif sur le
contraste négatif des images IRM. L hyperthermie et I’imagerie par résonance magnétique pourraient étre

utilisées avec ces nanoparticules pour créer des agent théranostiques.

Les nanofleurs sont constituées d’un assemblage tridimensionnel de nanoparticules quasi sphériques de
maghémite. Les études réalisées par 1’équipe en collaboration avec celle de Dr Florence Gazeau (MSC,
Paris Diderot) ont montré qu’une telle architecture renforgait la susceptibilité magnétique tout en réduisant
la surface exposée au milieu (par rapport aux grains individuels). En méme temps, cette construction
préserve le superparamagnétisme et améliore le contraste négatif en IRM.[7] Un des résultats majeurs de
ces études est d’avoir mis en évidence la biodégradation de ces nanofleurs. Bien qu’elle limite le suivi IRM
des nanoparticules d’oxyde de fer dans le temps, la biodégradation peut étre considérée comme un avantage
lorsque les nanofleurs sont utilisées comme vecteurs de composés d’imagerie et/ou thérapeutiques. Cette
biodégradabilité, combinée a la capacité des nanofleurs a agir comme agents de contraste négatif en IRM
et comme éléments chauffants en hyperthermie magnétique rend ces nanoparticules trés intéressantes pour
prolonger la période de circulation des nanoparticules d’or radiosensibilisantes. En effet, la taille des
nanofleurs peut étre ajustée pour empécher la clairance rénale et 1’opsonisation, assurant ainsi un temps de
circulation suffisamment long pour favoriser I’accumulation dans la zone désirée. Cela correspond a une
gamme de taille de 10-50 nm, selon la littérature. Les nanoparticules plus petites pourraient étre éliminées
par les reins, mais celles de plus de 50 nm auraient plus de chance d'étre capturées par les macrophages
résidents du foie et les cellules de la rate (opsonisation). En modifiant le mode de chauffage, il est possible
de controler la taille des nanofleurs dans une plage de 25 nm a 120 nm [8] Nous avons choisi une taille de

nanofleur entre 25 et 30 nm en nous basant sur les données de la littérature concernant la biodistribution
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des nanoparticules. Cette gamme de taille semble &tre un bon choix pour une application in vivo : les
nanoparticules sont suffisamment grandes pour éviter une clairance rénale trop rapide sans étre trop grandes
pour favoriser une opsonisation non désirée. Une augmentation du temps de circulation aprés injection
intraveineuse est susceptible de favoriser 1’accumulation de nanoparticules d’or dans les zones d’intérét
pour cette gamme de taille. L ’élimination des nanoparticules d’or par la voie rénale devrait toujours étre

réalisable en raison de la nature biodégradable des nanofleurs, elle sera simplement reportée.

2.1. Propriétés magnétiques des nanoparticules d’oxyde de fer

La maghémite est constituée d’ions de fer (III) (Fe**) et d’ions de I’oxygéne (O%). Elle posséde un moment
magnétique attribué a sa structure spinelle inverse. Cette structure lui confere un moment magnétique
permanent, qui est la somme des moments magnétiques €lémentaires électroniques. Les nanoparticules de

moins de 20 nm peuvent étre comparées a des monodomaines magnétiques, ou a de minuscules aimants.

Lorsqu’aucun champ magnétique n’est appliqué a ces particules, leurs moments magnétiques sont orientés
de maniére aléatoire, et le moment magnétique global est nul. Lorsqu’un champ magnétique permanent Bo
est appliqué, le moment magnétique de chaque particule est orienté dans la méme direction que Bo. Lorsque
le champ By est supprimé, les nanoparticules reviennent a leur état initial. Les nanoparticules sont alors
appelées nanoparticules superparamagnétiques (c'est-a-dire que I'aimantation de I'échantillon dépend du
champ externe appliqué mais pas de I'état d'aimantation précédent). Ces propriétés magnétiques peuvent
étre utilisées pour créer des objets multifonctionnels de détection et de thérapie. Leur utilisation en
hyperthermie magnétique et comme agent de contraste pour ’imagerie par résonance magnétique a été

décrite dans le chapitre 1 (4.5.1).

2.2. Biodistribution des nanoparticules d’oxyde de fer

Chez I’homme, le fer est un élément présent a 1’état naturel. Le fer peut étre trouvé sous plusieurs formes

dans les tissus humains, principalement sous forme de protéines ou de pigments :

e [’hémosidérine est un pigment insoluble présent dans le cytoplasme des macrophages, bien qu’on
puisse également le trouver dans les hépatocytes et d’autres cellules épithéliales spécialisées du
corps humain ;

e La ferritine est une protéine qui permet de stocker le fer. Cette protéine contréle 1’absorption et la
libération du fer dans 1’organisme pour le maintenir en quantité adéquate ;

e La transferrine est une protéine qui se lie au fer dans le cblon et le transporte vers le foie et les
globules rouges jeunes ;

e L’hémoglobine est une protéine qui transporte 1’oxygéne des poumons vers les tissus tout en

transportant le dioxyde de carbone vers les poumons ;

C’est le foie qui stocke le plus de fer ; cet organe riche en fer contient environ 0,2 mg de fer par gramme.
La distribution du fer sous ces différentes formes est présentée dans le Tableau 2-1. La quantité de fer

nécessaire pour I’imagerie médicale se situe actuellement entre 0,05 et 0,2 g, ce qui représente une quantité
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trés faible par rapport a la quantité de fer présente dans notre organisme. Le fer devient toxique uniquement
quand la quantité¢ administrée est supérieure a 0,004 g Fe/g. Pour un individu d’environ 80 kg cela
correspond a un apport d’environ 320 g de fer (beaucoup plus élevé que la dose maximale administrée

actuellement en clinique). [9]

Homme de 70 kg Femme de 60 kg
Fer actif
- Hémoglobine (70% du fer) 30 2590
- Myoglobine (6% du fer) 0,3¢g 0,2¢
- Enzymes et cytochromes 0,39 0,3g
Transport Plasmatique : transferrine 4 mg 4 mg
Stockage : ferritine + hémosidérine 08-1¢g 04-05¢g
Total du fer 50 — 60 mg/kg 40 — 50 mg/kg

Tableau 2-1 : Répartition du fer dans /’organisme humain

Les nanoparticules d’oxyde de fer qui composent les nanofleurs sont biocompatibles et peuvent étre
dispersées dans un milieu physiologique. Ces deux caractéristiques permettent d’envisager 1’utilisation de
leurs propriétés physico-chimiques dans des applications médicales. Des études in vitro ont démontré que
lorsque ces nanofleurs sont incubées avec des cellules tumorales MCF-7, elles sont rapidement absorbées.
D’apres les études TEM, elles se retrouvent dans les endosomes et les lysosomes cellulaires aprés leur
internalisation. Les nanofleurs sont détruites dans ces organites par une combinaison de pH acide (environ
4,7), d’enzymes digestives et de chélateurs de fer qui aident a réguler les niveaux de fer dans I’organisme.
Il a récemment été démontré que les protéines de ferritine pouvaient capter le fer des nanoparticules. Le
potentiel exceptionnel des nanoparticules pour I’hyperthermie et le suivi par IRM est restreint par cette
dégradation. Il a été proposé d’enfermer les nanofleurs dans une coque en or pour les empécher d’étre

détruites trop rapidement dans les lysosomes.[10]

2.3. Contexte de I’étude

Ce travail s’est inscrit dans le cadre du projet CARGOLD. Ce projet consistait & développer une nouvelle
sonde multimodale pour I’imagerie simultanée IRM/TEP afin de détecter et traiter les plaques
d’athérosclérose. Des travaux antéricurs menés dans 1’équipe NCM ont permis de développer des
nanoparticules d’or recouvertes d’une couche organique constituée de deux chélateurs différents.[11] Ces
chélateurs sont capables de complexer des ions d’intérét pour 1’imagerie médicale comme le gadolinium
pour I’IRM et les radioéléments (le cuivre-64 ou le galium-68) pour la TEP. Dans ce chapitre, le type de
nanoparticules choisi pour cette étude est Au@(TADOTAGA)x(TA[NODAGA-lys-NH;])x Ces
nanoparticules d’or comme toutes les autres nanoparticules d’or développées au sein de notre équipe
possedent un diamétre hydrodynamique inférieur a 10 nm. Les caractéristiques physico-chimiques de ces
nanoparticules d’or non biodégradables (Dn, ¢, caractere hydrophile) garantissent leur élimination par la

voie rénale qui est un prérequis nécessaire pour leur utilisation in vivo. La rapidité de cette élimination
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rénale minimise 1’exploitation des propriétés de ces nanoparticules comme agent théranostique. Afin de
permettre aux nanoparticules d’or de circuler plus longtemps dans 1’organisme, nous proposons dans cette
¢tude de greffer ces nanoparticules d’or AU@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NH:])x a la surface des
nanofleurs d’oxyde de fer. Ces nanofleurs jouent le role de transporteurs biodégradables des nanoparticules
d’or. La couche de nanoparticules d’or devrait permettre en retour de ralentir la destruction des nanofleurs
a la suite de l'internalisation cellulaire tout en permettant d'exploiter I'action radiosensibilisante des

nanoparticules d'or.
3. Synthése des nanoparticules

3.1. Synthése des AuU@(TADOTAGA)2(TA[NODAGA-lys-NH2])x

3.1.1. Ligands macrocycliques

Les nanoparticules d’or qui seront formulées pour cette partie, comme déja mentionné, seront formées
d’une couche organique mixte. Pour avoir une phase organique mixte, deux molécules organiques
différentes ont été développées au laboratoire ICMUB dans le cadre d’une collaboration avec 1’équipe de
Pr. Franck Denat. Les deux molécules synthétisées sont le TADOTAGA et le TA(NODAGA-lys-NH)
(Figure 3-1). Le chélateur TADOTAGA est une molécule bifonctionnelle : la premiére extrémité qui
dérive de I’acide thioctique (TA) joue le role du site d’accrochage de la molécule sur les nanoparticules
d’or et la deuxiéme extrémité est constitué du macrocycle DOTAGA qui joue le réle du site de
complexation des ions gadolinium pour I’IRM a contraste positif. La molécule TA(NODAGA-lys-NH>)
est trifonctionnelle : la premiére fonction est le site d’accrochage aux nanoparticules d’or (TA), la
deuxieme est le chélateur macrocycliqgue (NODAGA) destiné a immobiliser des émetteurs B* comme
[**Cu]Cu?* et [*®Ga] Ga®** pour la TEP et le troisiéme est une fonction amine primaire (NH_) réactive. Le
réle de cette fonction amine libre est essentielle pour la post-fonctionnalisation des nanoparticules d’or
recouvertes de ces molécules. Elle servira de site de greffage pour différents types de molécules tout en
préservant le pouvoir complexant des chélateurs. Comme nous souhaitons réaliser simultanément de
I’IRM et de I’imagerie nucléaire TEP, le premier macrocycle choisi est le DOTAGA pour complexer le
gadolinium (Gd*") pour I'IRM et deuxiéme macrocycle choisi est le NODAGA pour complexer le cuivre-
64 ([**Cu]Cu?") pour I’imagerie TEP. Les ions [**Cu]Cu?* forment des complexes stables avec les dérivés
NODAGA. Le site d’accrochage choisi, comme déja expliqué, est I’acide thioctique TA.[4], [12]-[15]
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Figure 3-1 : Formules topologiques des différents chélateurs, (a) TA(NODAGA-lys-NH>) et (b) TADOTAGA

3.1.2.  Protocole de synthése des nanoparticules d’or

La synthése de nanoparticules d’or recouvertes par une couche organique composée d’un mélange de
chélateurs a été réalisé selon la méthode de Brust.[16] Comme déja décrit dans le chapitre précédent, cette
méthode consiste a réduire un sel d’or en présence d’un réducteur et de molécules organosoufrées. Ces
derniéres assurent le contréle de la nucléation, la croissance et donc la taille des nanoparticules. Elles
jouent également un role essentiel dans la stabilité colloidale des nanoparticules synthétisées. Pour
garantir I’immobilisation de Gd** et de [**Cu]Cu?* (ou [%8Ga]Ga**) dans la méme couche organique les
nanoparticules d’or devront étre recouvertes par deux macrocycles différents. Ainsi les nanoparticules
obtenues, AU@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NH:]) x, seront formées d’un cceur d’or sphérique

recouvert d’une couche organique mixte.

Dans un ballon monocol de 250 mL, ’acide tétrachloroaurique HAuCl4.3H,0 (4,9 x 10 mol, 192 mg)
est dissous dans le méthanol (60 mL) sous agitation magnétique. Cette solution est de couleur jaune. Le
ligand TADOTAGA (3,3 x 10 mol) et le ligand TA(NODAGA-lys-NH>) (1,6 x 10 mol) sont dissous

dans I’eau distillée (38 mL) puis ajoutés a la solution d’or sous agitation magnétique. La couleur de la
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solution devient jaune orangé. Avant la réduction, le mélange est acidifié en ajoutant de 1’acide acétique
(3,5 x 102 mol). L acidification est nécessaire pour éviter la compétition entre les atomes de soufre de TA
et d’azote de la fonction NH, pour I’accrochage sur les cceurs d’or. Enfin, le réducteur, le
tétrahydruroborate de sodium NaBH4 (4,9 x 10 mol, 182 mg) dans ’eau (13 mL) est ajouté en deux fois
sous agitation magnétique. La solution devient noire instantanément. Cette couleur est une des
caractéristiques de la réduction de I’Au" a Au©. Lors de I’ajout, un dégagement de gaz de dihydrogéne

est remarqué. La solution reste une heure sous agitation continue.

La solution présente un excés de ligands non accrochés et du méthanol. Les excés doivent étre éliminés
pour pourvoir utiliser les nanoparticules d’or pour des injection in vivo. Pour cela une purification est

nécessaire.

La dialyse est une méthode de purification reposant sur le principe de 1’osmose. La solution a purifier, le
dialysat, est introduit dans un boudin de dialyse qui est une membrane semi-perméable. Ce boudin est
immergé dans une solution, le contre dialysat. Un échange de molécules entre le dialysat et le contre
dialysat par diffusion est provoqué par a la différence de concentration entre le dialysat et le contre dialysat
afin de parvenir a I’équilibre. La taille de pores de la membrane doit étre bien adapté pour faire passer les
chélateurs en excés (non immobilisés sur les nanoparticules) et ne pas laisser passer les nanoparticules
d’or. Le boudin de dialyse est composé d’une membrane dont les pores présentent un seuil de coupure
compris entre 6 et 8 kDa. Le boudin qui contient environ 100 mL d’une suspension colloidale de
nanoparticules est immergé dans 2 litres d’eau distillée sous agitation modérée pendant 72 heures. Le
contre-dialysat est changé 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, et 60 heures aprés le début de la dialyse. Ce
changement est nécessaire pour conserver une importante différence de concentration et ainsi maintenir

I’échange.

Apres la dialyse, les nanoparticules d’or diluées sont concentrées par centrifugation en utilisant des tubes
a ultrafiltration (Vivaspin® de 10 KDa) a 1500 tr/min. La solution colloidale finale d’or obtenue a une

concentration de 10 g/L en or.

3.2. Synthese des nanofleurs y-Fe.Os

Trois étapes sont nécessaires pour fabriquer des nanofleurs d’oxyde de fer (y-Fe.Os). La premiére étape
consiste a faire réagir des sels ferriques et ferreux (rapport molaire Fe®*/Fe?* = 2) avec une solution
d’hydroxyde de sodium dans un mélange équivolumique de deux solvants polyols, le diéthyléne glycol
(DEG) et la N-méthyldiéthanolamine (NMDEA). Différents lavages sont utilisés dans la deuxieme étape
pour recueillir les nanofleurs de magnétite (FesOs). Pour obtenir les nanofleurs de maghémite, les
nanofleurs de magnétite sont traitées avec du nitrate de fer et chauffées a haute température (80°C) dans la

troisieme étape.
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Figure 3-2 : Schéma de la synthése des nanofleurs de maghémite (y-Fe20z3)

Une quantité d’hydroxyde de sodium NaOH (0,16 mol) est dissoute dans du diéthyléne glycol (180 mL)
dans une bouteille de 250 mL (S1) deux jours avant de lancer la synthése. Dans un ballon monocol de 500
mL lavé au préalable par ’eau régale et ’eau distillée, le chlorure de fer (II) tetrahydraté FeCl,.4H,0 (4 x
10 mol) et le chlorure de fer (111) hexahydraté FeCls.6H,0 (8 x 10-* mol) sont dissous dans du diéthyléne
glycol (DEG, 75 mL), et du N-méthyldiéthanolamine (NMDEA, 75 mL). Apres 1’ajout du NMDEA la
solution jaune-marron devient vert foncé. Ensuite, un volume équivalent de la solution S; préparée
auparavant (DEG/NaOH) et de NMDEA sont ajoutées et laissée pendant 3 heures sous agitation. Le

mélange présente un coloration orange-brun.

250 -
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100 -
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Figure 3-3 : Variation de la température (°C) dans le milieu réactionnel en fonction du temps (min)

Le milieu réactionnel est ensuite chauffé & 220°C avec une rampe de 10°C/5min puis la température est
maintenue pendant 4 heures. Le contrdle de ’augmentation de la température et le plateau de 4 heures a
220°C permettent aux grains de magnétite monocristallins de 11 nm de se combiner et de produire des

nanofleurs. Par la suite, la solution de magnétite colloidale est lavée avec de I’éthanol et de I’acétate
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d’éthyle, de I’acide nitrique, de ’cau distillée, de ’acétone et enfin de 1’éther diéthylique. Le surnageant

est éliminé aprés chaque lavage tandis qu’un aimant est utilisé pour maintenir la poudre au fond bu bécher.

Apres les différentes étapes de purification, la suspension de couleur noire des nanofleurs de magnétite
(Fes0s) est mélangée a une solution de nitrate de fer (111) (Fe (NO)3.9H,0) préalablement préparée (1 g de
nitrate de fer (III) solubilisé¢ dans 10 mL d’eau ultra pure). Le mélange est chauffé pendant 30 minutes a
80°C. Durant cette étape, les ions fer (II) contenus dans les nanofleurs de magnétite s’oxydent, ce qui donne
une solution de couleur brune. Des nanofleurs de maghémite (y-Fe.Os) sont présentes dans ce ferrofluide.
Puis il est traité avec 2 mL d’acide nitrique tout en ajoutant 10 mL d’eau distillée, lavé deux fois avec de
I’acétone et ensuite de 1’éther diéthylique. L éther diéthylique étant volatil, il peut étre complétement
¢liminé en I’immergeant dans un bain d’eau a 50°C pendant 30 minutes. La poudre est ensuite mise en
suspension dans de I’eau ultrapure avec une concentration d’environ 30 g/L. La suspension colloidale a un

pH compris entre 7 et 8.

3.3. Formulation des nanofleurs doreées

Notre équipe qui a développé la synthése des nanofleurs de maghémite a précédemment étudié et caractérisé
des nanofleurs de maghémite (y-Fe20s3). [8] Ces nanofleurs d’apres la mesure du potentiel zéta en fonction
de pH présentent une charge de surface positive pour des pH inférieur a 7 et négative pour des pH supérieurs
a 8 (Figure 3-4). Elles sont caractérisées par une faible stabilité colloidale entre pH 5-8 (c¢’est-a-dire a pH
physiologie (pH=7,4)). En raison de leur faible stabilité colloidale a pH physiologique, les nanofleurs
d’oxyde de fer ne sont pas adaptées pour une utilisation directe dans 1’organisme. Pour éviter 1’agrégation
des nanofleurs dans des conditions physiologiques, il est alors nécessaire de modifier leur surface. La

stabilisation par adsorption d’ions citrate est 1’une des fonctionnalisations largement utilisée.[7]
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Figure 3-4 : Evolution du potentiel Z&ta en fonction du pH des suspensions colloidales de nanofleurs de maghémite.

Comme les nanoparticules d’or recouvertes de chélateurs de type DOTAGA et/ou NODAGA sont chargées
négativement a pH physiologique, leur greffage sur les nanofleurs dont I’objectif est de mieux exploitée les
propriétés des nanoparticules d’or peuvent contribuer a améliorer la stabilité colloidale a pH physiologique.
Nous avons travaillé sur une approche de greffage pour les nanoparticules d’or puisque notre objectif est
d’utiliser ces nanofleurs comme transporteurs pour les nanoparticules

Au@(TADOTAGA)2(TAINODAGA-lys-NH;])x.

HO NH,

HO

Figure 3-5: Formule topologique de la dopamine

Pour réussir a assembler ces deux types d’objet, les nanoparticules d’or ont été préalablement
fonctionnalisées par 1’acide hydrocaféique schématisé dans la Figure 3-6 (acide 3-(3,4-dihydroxyphényl)
propén-2-oique, CoH1004) avant leur greffage sur les nanofleurs (y-Fe.Os). Cette molécule posséde un
groupement catéchol qui est connue pour sa grande affinit¢ pour les surfaces d’oxyde de fer. La
fonctionnalisation des nanoparticules d’or par cette molécule permettra donc de les décorer avec des entités
qui faciliteront leur immobilisation sur les nanofleurs. Dans les travaux précédents, la dopamine (Figure
3-5) qui posséde également le groupement catéchol avait été utilisée pour la fonctionnalisation des

nanofleurs car sa fonction amine permettait de I’immobiliser a la surface des nanoparticules grace a sa
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réaction avec les groupements COOH des chélateurs DTDTPA et DOTAGA. Cependant, 1’utilisation de
ces groupements COOH influence négativement la chimie de coordination des chélateurs avec les ions
comme le gadolinium.[17] Afin d’éviter le préjudice causé par le couplage de la dopamine sur les groupes
COOH des chélateurs, nous proposons d’utiliser la molécule TA[NODAGA-lys-NH]. La fonction amine
de cette molécule servira de site de greffage pour 1’acide hydrocaféine. Il sera alors possible d’introduire le
groupe catéchol qui assurera le greffage des nanoparticules d’or sur les nanofleurs tout en préservant les
fonctions COOH qui sont indispensables pour la formation de complexes stables avec les ions d’intérét

pour I’imagerie.

OH

HO
OH

Figure 3-6 : Formule topologique de I’acide hydrocaféique

La premicre étape pour former les nanofleurs dorées réside dans la préparation d’une solution mere d’acide
hydrocaféique activée. Dans un flacon, dissoudre I’acide hydrocaféique (47,2 mg, 2,6 x10° mol) dans
1’éthanol absolu (2 mL). Dans un autre flacon, le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC,
CsH17Ns, 5,2 x 10* mol) et le N-hydroxysuccinimide (NHS, C4HsNOs, 1,04 x 10 mol) sont dissous dans
I’eau ultrapure (2 mL) (Figure 3-7). Les deux solutions sont mélangées et agitées a température ambiante
pendant 45 minutes a pH 5,5.

/
N
/—/7 \ N—-OH
N=C=N

_/ O

EDC NHS
1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide N-hydroxysuccinimide
Figure 3-7 : Formules topologiques de I’EDC et du NHS.

La deuxiéme étape consiste a greffer 1’ester activé de 1’acide hydrocaféique sur les nanoparticules d’or
Au@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NH:])x grace a la réaction entre NHS et la fonction NH. présente

dans la couche mixte des nanoparticules d’or. Ce greffage se produit en ajoutant la solution activée (1,21 x
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10" mol, 186 L) dans une suspension colloidale de nanoparticules Au@(TADOTAGA)«(TA[NODAGA-
lys-NH2])x (5 x 10 mol) ajusté a un pH entre 6 et 7. Cette solution est maintenue sous agitation pendant
24 heures. La solution présente un exces d’acide hydrocaféique non accroché et de I’éthanol. Les exces
doivent étre éliminés pour pourvoir utiliser les nanoparticules d’or pour des injections in vivo. Pour cela
une purification est nécessaire. La solution a purifier, le dialysat, est introduit dans un boudin de dialyse
qui est une membrane semi-perméable. Ce boudin est immergé dans 1’eau distillée, le contre-dialysat. Un
échange de molécules entre le dialysat et le contre-dialysat par diffusion est provoqué par la différence de
concentration entre le dialysat et le contre-dialysat. Le boudin de dialyse est composé d’une membrane dont
les pores présentent un seuil compris entre 6 et 8 kDa. Le boudin qui contient environ 11 mL d’une
suspension colloidale de nanoparticules est immergé dans un litre d’eau distillée sous agitation pendant 72
heures. Le contre-dialysat est changé 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48 et 60 heures apres le début de la dialyse.
Ce changement est nécessaire pour conserver une importante différence de concentration et ainsi maintenir

I’échange.

La derni¢re étape est I’assemblage des nanoparticules d’or modifiées avec les nanofleurs (y-Fe;Os). Le
dialysat est ajouté a une solution de nanofleurs dont le pH est ajusté a 5,5. Ce milieu réactionnel est
maintenu sous agitation a une température de 60°C pendant 24 heures. Par la suite, la solution est lavée par
eau ultrapure plusieurs fois, puis a I’acétone et a I’éther diéthylique. Le surnageant est éliminé apres chaque
lavage tandis qu’un aimant est utilisé pour maintenir la poudre au fond du bécher. L’éther diéthylique étant
volatil, il peut étre complétement éliminé en I’immergeant dans de 1’eau a 50°C pendant 30 minutes. La
poudre est ensuite mise en suspension dans de 1’eau ultrapure avec une concentration d’environ 30 g/L. La

suspension colloidale a un pH compris entre 7 et 8.

3.4. Greffage du peptide sur les nanoparticules

Le ciblage actif est un moyen prometteur d’augmenter la concentration de nanoparticules dans la zone visée
et de prolonger le séjour de ces nanoparticules dans cette zone. Nous proposons que le site libre de I’amine
NH soit également utilisé pour greffer des peptides de ciblage en utilisant la chimie click bioorthogonale.
Un dérivé de la tétrazine (Tz-COOH, C1o0HsN4O5) est utilisé comme agent de liaison entre 1’amine libre
(NH,) et le peptide qui porte a son extrémité C-terminal le groupe bicyclononyne afin de pouvoir greffer le
peptide sur les nanoparticules d’or et les nanofleurs dorées. La Figure 3-8 présente 1’agent de liaison entre

les nanoparticules et le peptide.

HO

Figure 3-8 : Formule topologique de la tétrazine Tz-COOH

La Figure 3-9 présente le peptide VG196 capable de cibler la protéine VCAM-1 qui se trouve a la surface

des vaisseaux sanguins. Elle participe a 1’adhésion des lymphocytes et monocytes sur I’endothélium
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vasculaire. Par le recrutement des monocytes, elle joue un rdle essentiel dans la formation des plaques

d’athérosclérose. Le peptide VG-196 est donc intéressant pour améliorer la détection des plagues.

OH

HANH’::\J/HANH«\(NH NH NH_

IS

NH,
o} 0 |
H2N So NH o Espaceur o—
HN/ NH, g N\,} HN—&O
Peptide ciblant le VCAM-1 NH
p K \’\OIO

Figure 3-9 : Formule topologique du peptide de ciblage nommé VG-196 (C73H114N24020S)

3.4.1. Greffage du peptide VG-196 sur les nanoparticules d’or

Le greffage du peptide VG-196 sur les nanoparticules Au@(TADOTAGA)x(TA[NODAGA-lys-NH:])x
est effectué en trois étapes réactionnelles et deux étapes de purification. La premiere étape consiste a
activer la tétrazine Tz-COOH (9,24 x 10° mol) par un mélange de 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)
carbodiimide (EDC, CsH17Ns, 1,85 x 10 mol) et de N-hydroxysuccinimide (NHS, C4HsNOs, 3,7 x 10
mol) dans le N,N-diméthylformamide (DMF, 4 mL). Cette solution est maintenue sous agitation pendant
90 minutes. La deuxiéme étape consiste a ajouter la tétrazine Tz-COOH activée (6,4 x 10° mol) a une
suspension de nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA)x(TA[NODAGA-lys-NH])x (10 g/L en Au)
dispersée dans I’eau et DMF (Vea/Vowmr = 2). Le milieu réactionnel est maintenu sous agitation pendant
24 heures a pH compris entre 6 et 7. Comme le DMF est un solvant non compatible pour les utilisations
in vivo, une étape de purification est nécessaire pour 1’éliminer. La suspension de nanoparticules d’or est
introduite dans un boudin de dialyse qui est une membrane semi-perméable. Le boudin de dialyse est
composé d’une membrane de pore qui présente un seuil compris entre 6 et 8 kDa. Le boudin qui contient
environ 15 mL d’une suspension colloidale de nanoparticules est immergé dans un litre et demi d’eau
distillée sous agitation pendant 72 heures. Le contre-dialysat est changé 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48 et 60
heures aprés le début de la dialyse. Ce changement est nécessaire pour conserver une importante
différence de concentration et ainsi maintenir I’échange. Apreés la dialyse, les nanoparticules d’or diluées
sont concentrées par centrifugation en utilisant des tubes a ultrafiltration (Vivaspin® de 10 KDa) a 1500
tr/min. La suspension colloidale finale posséde une concentration en or de 10 g/L. La suspension obtenue

est ajustée a pH égal a 8.

La troisiéme étape consiste a ajouter le peptide VG-169 (6,35 x 10° mol) dans la suspension de
nanoparticules d’or modifiées par la tétrazine qui est maintenue sous agitation pendant 24 heures. Une
autre étape de purification par dialyse et de centrifugation par ultrafiltration est nécessaire pour éliminer

le reste de peptide non greffé.
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3.4.2. Greffage sur les nanofleurs dorées

Le greffage du peptide sur les nanofleurs dorées (i.e. les nanofleurs décorées par les nanoparticules d’or
Au@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NH:])x) est effectué en trois étapes réactionnelles similaire a
celle des nanoparticules d’or et deux étapes de purifications. La premiére étape est totalement semblable
a celle du greffage du peptide sur les nanoparticules d’or. Pour la deuxiéme étape, le nombre de mole de
la tétrazine activée ajoutée aux nanofleurs dorées différent (2,72 x 10-° mol au lieu de 6,4 x 10 mol). Par
la suite, la solution est lavée avec de I’eau ultrapure plusieurs fois afin d’¢liminer I’excés de DMF et de
la solution d’activation et des sous-produits de la réaction. Apres les nanofleurs dorées sont redispersées
dans I’eau dont le pH est ajusté a 8. Pour la troisiéme étape, le nombre de moles du peptide VG-169 ajouté
dans la suspension de nanofleurs dorées est également différent (7,56 x 10 mol au lieu de 6,35 x 10®
mol). Aprés 24 heures d’agitation, la solution est lavée avec de I’eau ultrapure plusieurs fois, puis a
I’acétone et a I’éther diéthylique. Le surnageant est éliminé apres chaque lavage tandis qu’un aimant est
utilisé pour maintenir la poudre au fond bu bécher. L’éther diéthylique étant volatil, il peut étre
complétement éliminé¢ en I’immergeant dans de ’eau a 50°C pendant 30 minutes. Cette purification
permet d’éliminer les résidus du milieu réactionnel. La poudre est ensuite redispersée dans de 1’eau
ultrapure avec une concentration d’environ 30 g/L. Le pH de la suspension colloidale est ensuite ajusté a

la valeur du pH physiologique (7,4).

3.5. Complexation

Pour pouvoir suivre ces nanoparticules par imagerie simultanée IRM/TEP, les nanoparticules d’or
Au@(TADOTAGA)«(TA[NODAGA-lys-NHz])x sont fonctionnalisées par deux types de macrocycles
différents DOTAGA et NODAGA. Ces chélateurs présents a la surface des nanoparticules d’or ont été
sélectionnés pour leur capacité a former des complexes stables avec Gd** (pour DOTAGA) et [¢*Cu] Cu?*
(pour NODAGA). Les nanoparticules d’or seront ainsi marquées par deux types différents d’ions pour
pouvoir les suivre simultanément en IRM (Gd®") et en TEP ([**Cu] Cu?"). En revanche, les nanofleurs
dorées seront marquées seulement par le cuivre ([**Cu] Cu?*) pour la TEP car ’oxyde de fer, en raison de

son caractere superparamagnétique, jouera le role d’agent de contraste négatif pour I’IRM.

3.5.1. Complexation du gadolinium

Le marquage au gadolinium est réalisé apres la synthése des nanoparticules d’or. Le pH de la suspension
de nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NH:])x est ramené a pH acide (pH entre
4 et 5) pour effectuer la complexation de I’ion gadolinium qui est introduit dans la suspension par une
solution aqueuse de GdCl; ([Gd®**] = 5 mM, 175 pL). Ensuite le pH des suspensions colloidales a été

ajusté au pH physiologique (7,4).

3.5.2.  Complexation du cuivre
Le laboratoire radiopharmaceutique de la plateforme d’imagerie nucléaire du CGFL a Dijon a réalisé les

radiomarquages des suspensions colloidales de nanoparticules d’or marquées au gadolinium (III) et des
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nanofleurs dorées avec le radionucléide cuivre-64 pour des études de biodistribution utilisant I’imagerie
simultanée IRM/TEP.

Une suspension colloidale de nanoparticules d’or (500 pL) est introduite dans un microtube A contenant
une solution tampon d’acétate d’ammonium AcONH, (137 pL). Puis une solution de [*“Cu] CuCl, (137
uL) en présence d’une solution d’acide chlorhydrique 1 M est ajoutée dans le méme microtube. Pendant
45 minutes, le mélange réactionnel est incubé & 37°C. la radiochromatographie est ensuite utilisée pour
déterminer la pureté radiochimique (AR-2000). Le protocole est similaire pour les nanofleurs dorées.

4. Caractérisation des nanoparticules d’or et des nanofleurs dorées

4.1. Spectrophotométrie UV-Visible

La spectrophotométrie UV-visible est une méthode de caractérisation simple a mettre en ceuvre.
L'instrument utilisé est un spectrophotometre UV-visible de type SPECORD 210 avec une gamme de
longueur d'onde de 400 a 800 nm. La largeur de la fente utilisée pour ces tests est de 2 nm, avec une
résolution (AL) de 1 nm et une vitesse de balayage de 10 nm/s. Cette méthode permet d'enregistrer les
spectres d'absorption des nanoparticules d'or. Les nanoparticules d’or ont la particularité d’avoir des
propriétés optiques modulables qui peuvent &tre observées par spectre UV-Visible dans le domaine visible.
Comme les nanoparticules sont dispersées dans une solution aqueuse, I'eau est utilisée comme référence.

Au pH choisi, la suspension colloidale est diluée a une concentration de 0,1 g/L en or.

4.2. Dosage par ICP-OES

Le dosage par ICP-OES (Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectrometry : spectroscopie
d’émission optique aprés excitation au moyen d’un plasma) permet de quantifier la concentration des
éléments dans différentes solutions de maniére précise. Cette méthode est destructive. Les études ont été
réalisées a I’aide d’un ICP-OES (710 ES Varian/Agilent) avec une torche axiale, un nébuliseur concentrique
et une chambre de nébulisation cyclonigque. Les paramétres suivants ont été utilisés lors des mesures : une
puissance de 1,2 kW, un débit de 15 L/min d'argon plasmagéne et de 1,5 L/min d'argon auxiliaire, et une
pression de nébulisation de 200 kPa. Les lignes d'émission utilisées pour quantifier la concentration d'or
sont de 267,594 nm, 242,794 nm et 208,207 nm, tandis que celle du gadolinium est de 342,2446 nm et celle
du fer est de 234,35 nm, 238,204 nm, 239,563 nm et 259,940 nm. Pour améliorer la fiabilité des données,
de nombreuses longueurs d'onde sont utilisées dans les mesures. Les éléments totaux peuvent étre analysés
par la méthode ICP-OES (sans faire intervenir les isotopes comme dans le cas de I'lCP-MS). L'efficacité de
I'atomisation est de 100 % pour la majorité des éléments, de 90 % pour la moitié des éléments du tableau
périodique et d'environ 60 % pour le platine et I'or. L'étalon a été réalisé dans les mémes conditions
d'atomisation que les échantillons. Par conséquent, la faible efficacité d'atomisation signalée pour I'or n'aura
aucun effet sur les résultats. Pour les mesures, un tampon d'ionisation est utilisé pour éliminer la majorité
des interactions potentielles. La limite inférieure de cette technique pour détecter I'or dans un échantillon

est de 20 ug d'or/L. Sylvaine Linget du laboratoire Qualio de I'Université de Franche-Comté (Besangon) a
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réalisé ces études. Avant de réaliser ces études, les suspensions colloidales de nanoparticules d’or et de
nanofleurs dorées (10 g/L d’or) sont minéralisées avec de 1'eau régale (1/3 HNO3 (68%) et 2/3 HCI (37%)).

4.3. Microscopie électronique a transmission
La microscopie électronique a transmission (TEM) est une méthode puissante pour caractériser les
matériaux. Elle permet de réaliser des analyses morphologiques, structurales et chimiques sur des matériaux

solides a I'échelle atomique et nanométrique.

Sur une grille de cuivre recouverte d'une feuille de carbone a été déposée une goutte (5 pL) de chacun des
échantillons de nanoparticules d'or, de nanofleurs et de nanofleurs dorées préalablement dilués (0,20 g
Au/L). Les grilles ont ensuite été laissées a I'air libre pendant environ une nuit pour sécher. Les clichés ont
¢été réalisés a 1’aide d’un microscope JEOL 2100F, 200kV au Laboratoire Interdisciplinaire Carnot de

Bourgogne (ICB) de Dijon par le Dr Rémi Chassagnon.

4.4. Mesure du diamétre hydrodynamique et du potentiel Zéta

Les applications in vivo et in vitro nécessitent de connaitre le diamétre hydrodynamique et la charge de
surface des nanoparticules d’or. Ces caractéristiques sont importantes pour 1’internalisation cellulaire, la
biodistribution et pour 1’élimination de ces nanoparticules. Pour ces raisons, la mesure de potentiel Zéta et
celle du diamétre hydrodynamique sont nécessaires. Le diametre hydrodynamique des nanoparticules est
déterminé par la taille du cceur d'or, I'épaisseur de la couche de ligands et I'épaisseur de la couche de
solvatation. Contrairement a la mesure de la taille effectuée a partir d'une image TEM, il refléte la véritable
dimension de la nanoparticule dans un milieu particulier. Les méthodes de diffusion de la lumiére telles
gue la diffusion dynamique de la lumiére (DLS) peuvent étre utilisées pour déterminer le diamétre
hydrodynamique. La mesure du diamétre hydrodynamique et du potentiel Zéta est réalisée avec le

Nanosizer ZS de Malvern Instruments (contenant un laser HE-Ne avec une longueur d’onde de 633 nm).

Pour ces mesures, les nanoparticules d’or et les nanofleurs sont diluées afin d’obtenir des suspensions
aqueuses de concentration de 0,1 g Au/L et 1 M de NaCl a différents pH (1, 3, 5, 7, 9 et 11). Le pH des

suspensions est ajusté par ajout de solution aqueuse d’hydroxyde de sodium ou d’acide chlorhydrique 1 M.

4.5. Lyophilisation
La lyophilisation consiste a extraire [’eau qui est sous forme de glace d’un échantillon par sublimation a
base pression. Pour cela 1’échantillon a lyophiliser est congelé dans un congélateur a -18°C pendant 72

heures.

La transformation de la suspension colloidale de nanoparticules d’or avec et sans peptide sous forme de

poudre a été réalisée grace a un lyophilisateur Christ Alpha 2-4 LSChbasic & -80°C et 0,00041 mbar.

46. ATG

Les analyses thermogravimétriques ont été réalisées sur un appareil Discovery de TA Instruments au sein

du laboratoire ICB a I’université de Bourgogne a Dijon par le Dr Fréderic BOUYER. Les analyses ont été
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réalisées sous flux d’air reconstitué (80% N et 20% O,) avec un débit e 20 mL/min. L’évolution

programmeée de la température au cours du traitement thermique est représentée dans la Figure 4-1.
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Figure 4-1 : Evolution programmée de la température au cours du traitement thermique de I’ATG

5. Résultats de la caractérisation des difféerentes nanoparticules

Les nanoparticules d’or, les nanofleurs (y-Fe:Os) et les nanofleurs dorées ont subi une série de
caractérisations pour confirmer la reproductibilité du protocole, déterminer avec la plus grande fiabilité

possible leurs caractéristiques et étudier leur stabilité colloidale surtout a pH physiologique.

L’une des principales caractéristiques des nanoparticules d’or est I’absorption de la lumiére qui se manifeste
par la présence d’une bande, appelée bande plasmon car elle résulte des phénoménes de résonance de
plasmons. L’allure et la position de cette bande plasmon dépendent de la taille, de la forme et de leur
environnement. La forme et la largeur de cette bande permet de maniéere simple de déterminer la taille, la
distribution en taille des nanoparticules et 1’état d’agrégation.[18], [19] Le comportement de cette bande
plasmon permet de vérifier la stabilité colloidale dans le temps et/ou en fonction du pH. Une étude de la
stabilité colloidale des nanoparticules en fonction de temps a d’abord été réalisée par spectrophotométrie
UV-Visible de suspensions de nanoparticules d’or AU@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NH2])x sans
ou avec peptide & deux moments différents (Figure 5-1).
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Figure 5-1 : Spectre UV-Visible entre 400 et 800 nm des suspensions de nanoparticules d’or
Au@(TADOTAGA)2x(TA[NODAGA-lys-NHz])x avec et sans peptide a deux temps différents

Une bande plasmon tres aplatie peut étre observée aux alentours de 520 nm pour les différentes suspensions
collordales. Pour chaque type de suspensions colloidales, les spectres enregistrés a trois mois d’intervalle
sont parfaitement superposés. Bien que ces nanoparticules soient obtenues apres réduction du sel d’or en
présence de deux chélateurs différents, 1’allure des spectres est semblable a ceux des nanoparticules
synthétisées en présence d’un seul type de chélateurs. Ces résultats suggérent que les nanoparticules d’or
obtenues ont une taille inférieure a 5 nm. En effet il a été montré que les bandes plasmons ne sont pas ou
peu visibles lorsque la taille des nanoparticules d’or est inférieure a 3-5 nm. Cette suggestion semble étre
en accord avec la couleur brun-noir des différentes suspensions. De plus, le greffage du peptide ne semble
pas influencer la bande plasmon des nanoparticules d’or AU@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NH2])x.
La parfaite superposition des spectres enregistrés a deux temps différents (aprés synthese et trois mois apres
synthése) indique qu’il n’y a pas de changement dans la composition des colloides et donc que les

suspensions colloidales possedent une stabilité colloidale élevée au cours du temps.

Le diamétre du cceur d’or des nanoparticules et le diamétre des nanofleurs peuvent étre déterminés avec
précision grace a des image de TEM (microscope électronique a transmission), ce qui permet de confirmer

les interprétations précédentes au sujet des spectre UV-Visible des suspensions de nanoparticules d’or.
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(A) (B°

AU@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NH:])o
TAINODAGA-lys-VG169])
NPs-Au NPs-Au-pep
Figure 5-2 : Clichés TEM des différents types des nanoparticules d’or. (A) NPs-Au : Au@(TADOTAGA)x(TA[NODAGA-lys-
NH2])x et (B) NPs-Au-pep : Au@(TADOTAGA) x(TA[INODAGA-lys-NH2])o 7(TAINODAGA-lys-VG169] )0«

Au@(TADOTAGA)(TAINODAGA-lys-NH;])x

La Figure 5-4 montre que les nanoparticules d’or avec et sans peptide présentent la méme distribution avec
un diametre moyen autour de 2,6 nm (2,6 + 0,3 nm). La DLS a été utilisée pour apporter des informations
complémentaires a celles fournies par I’interprétation des clichés TEM en mesurant le diamétre
hydrodynamique des différentes nanoparticules d’or. La connaissance du diamétre hydrodynamique de ces
nanoparticules est nécessaire pour anticiper leur mode d’élimination de I’organisme aprés leur
administration. Le diamétre hydrodynamique des nanoparticules d’or sans peptide est de 6,9 nm alors que
celui des nanoparticules d’or avec peptide est de 6,5 nm (Tableau 5-1). Les diametres hydrodynamiques
des nanoparticules d’or avec et sans peptide est toujours inférieur a 10 nm, ce qui indique qu’elles peuvent

passer a travers les reins et &tre éliminées par voie rénale.

La taille n’est pas le seul paramétre a prendre en considération pour les applications in vivo des
nanoparticules d’or. Les suspensions de nanoparticules qui seront administrées par voie intraveineuse
doivent posséder une excellence stabilité colloidale. Le pH physiologique étant de pH 7,4, les spectres UV-
Visible ont été enregistrés sur une large gamme de pH atour de 7,4 afin de déterminer la zone de pH dans
laguelle les colloides sont stables (Figure 5-3).
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Figure 5-3 : Spectres UV-Visible des suspensions de nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA)2x(TA[NODAGA-lys-NHz])x (a) sans
peptide et (b) avec peptide a différents pH.

Comme les spectres UV-Visible de toutes les suspensions de nanoparticules sont superposes quel que soit
le pH, nous pouvons en déduire que les nanoparticules d’or avec et sans peptide présentent une stabilité

colloidale sur toute la gamme de pH, notamment a pH physiologique.
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Les nanoparticules d’or étant recouvertes par des molécules organiques portant des fonctions ionisables
selon le pH (acide carboxylique, amine), la charge de surface qui joue un réle important dans la stabilité
colloidale peut donc varier en fonction du pH. Méme s’il ne représente pas réellement la charge de surface,
le potentiel permet d’avoir des informations indirectes sur la nature et I’intensité de la charge globale de
surface. Pour comprendre 1’origine de la stabilité des nanoparticules d’or, nous avons mesuré le potentiel

Zéta des nanoparticules d’or a différents pH (Figure 5-4).
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10 ° @ NPs-Au-pep

5
pH

o

] 2 4 6 8 10 12

Ptentiel Zéta
& & &
o

)
=)
o

Figure 5-4 : Evolution du potentiel Zéta en fonction du pH des suspensions colloidales de nanoparticules d’or avec et sans

peptide

Les valeurs de potentiel Zéta ({) pour les nanoparticules AU@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NH:])x
sans peptide sont négatives pour les pH supérieurs a 1. Elles restent négatives apres greffage du peptide
mais a partir d’un pH plus élevé (pH 2). Le signe du potentiel Zéta ( s’explique par la nature chimique des
macrocycles DOTAGA et NODAGA et de la présence de la fonction amine NH, . Le DOTAGA posséde
guatre fonctions carboxylate et quatre fonctions amine tertiaire alors que NODAGA-lys-NH; posséde trois
fonctions carboxylate, trois fonctions amine tertiaire et une fonction amine primaire NH,. Ces fonctions
sont sensibles a la variation de pH. Ainsi lorsque I’on se trouve a bas pH, les groupements amine et
carboxylate sont respectivement protonés en cation ammonium (positif) et en acide carboxylique (neutre).
Pour des pH plus élevés, ces fonctions perdent leurs protons et deviennent neutres (fonctions amine) ou
négatives (groupements carboxylate).
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Figure 5-5 : Courbes d’analyse thermogravimétrique de poudres de nanoparticules d’or sans peptide (a) et avec peptide (b)

Pour pouvoir quantifier le nombre de ligands par nanoparticules, 1’analyse thermogravimétrique (ATG)

semble la meilleure méthode. La lyophilisation des nanoparticules est 1’étape premiére pour obtenir la

poudre. La Figure 5-5 montre un comportement similaire des nanoparticules d’or avec et sans peptide. La

perte de masse pour une température inférieure a 140°C corresponde a la désorption des molécules d’eau.

En mesurant le pourcentage de perte massique a partir de 150°C, ces courbes indiquent une perte de masse

d’environ 33% pour les nanoparticules d’or sans peptide et 30% pour les nanoparticules d’or avec peptide.

En d’autres termes, les nanoparticules d’or avec et sans peptide sont composées de 70% d’or et 30% de

matiére organique. Ces chiffres nous permettent de remonter aux nombres de ligands par nanoparticule.

Apres calcul, nous pouvons considérer que les nanoparticules d’or sont recouvertes d’environ 60 chélateurs

par nanoparticule.
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L’un des objectifs des travaux décrits dans ce chapitre consiste a utiliser les nanofleurs d’oxyde de fer
comme transporteur des nanoparticules d’or. Les nanofleurs dorées sont obtenues par greffage des
nanoparticules d’or (caractérisées précédemment), aprés modification par 1’acide hydrocaféique, sur les
nanofleurs d’oxyde de fer (y-Fe.03). A la suite de ce greffage, les nanofleurs dorées ont été caractérisées
pour mettre en évidence par comparaison avec les nanofleurs la présence des nanoparticules d’or et leur

influence sur les caractéristiques des nanofleurs dorées.

Afin de révéler la présence des nanoparticules d’or sur les nanofleurs, les échantillons de nanofleurs de
maghémite (NF), de nanofleurs apres réaction de greffage avec les nanoparticules d’or recouvertes de la
couche mixte de chélateurs Au@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NH-])x avec et sans peptide VG-169
(NF-Au et NF-Au-pep, respectivement) ont été imagés par TEM et STEM (Figure 5-6 et Figure 5-7). La
comparaison des clichés TEM des différents échantillons montrent deux points essentiels (Figure 5-6). Le
premier est que la structure caractéristique des nanofleurs résultant de 1’auto-assemblage des nanoparticules
sphérique de maghémite est préservée apres les réactions de greffage des nanoparticules d’or et apres la
post-fonctionnalisation par le peptide VG-169. Cela laisse espérer que les propriétés magnétiques
singulieres des nanofleurs seront préservées. Le second point révélé par les clichés TEM concerne le
greffage des nanoparticules d’or. En comparant les clichés des nanofleurs avant et aprés greffage des
nanoparticules d’or nous constatons la présence de points noirs sur les nanofleurs. Ces points noirs sont
associés a la présence des nanoparticules d’or. D’autre part, I’analyse de plusieurs clichés TEM de différents
grossissements montre que les points noirs ne sont présents que sur les nanofleurs. Quasiment aucun d’eux
n’est présent entre les nanofleurs, confirmant 1’efficacité des étapes de lavage mis en ceuvre apres les

réactions de greffage.
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Figure 5-6 : Clichés TEM des différents types de nanofleurs et nanofleurs dorées. (A) NF : nanofleurs de maghémite (barre
d’échelle : 200 nm), (B) NF-Au : nanofleurs décorées par les nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA) (TAINODAGA-lys-NH,]) « et
(C) NF-Au-pep : nanofleurs décorées par les nanoparticules d 'or Au@(TADOTAGA), (TA[NODAGA-lys-NH,]), fonctionnalisées par
le peptide (barre d’échelle pour B et C : 20 nm).

Méme si les analyses EDS montrent la présence de 1’élément or seulement dans les échantillons de
nanofleurs soumis aux réactions de greffage des nanoparticules d’or, les clichés TEM ne suffisent pas a
confirmer la réussite du greffage des nanoparticules d’or. D’autre part, le faible contraste entre les
nanoparticules d’or et les nanofleurs de maghémite rend difficile I’interprétation des images. Pour ces
raisons, les échantillons ont également été imagés en utilisant la technique de microscopie STEM-HAADF
dont le contraste des images obtenues repose sur la différence de numéro atomique des éléments contenus
dans les échantillons analysés. Plus le numéro atomique est élevé, plus les zones de I’image qui contiennent
cet élément seront brillantes. Or, I’examen des clichés STEM-HAADF révele des points trés brillants sur
des formes grises qui se dégagent d’un fond noir (Figure 5-7). Comme 1’élément or contenu dans les
nanoparticules d’or posséde un numéro atomique nettement plus élevé que celui du fer (79 contre 26), nous
pouvons en déduire que les points tres brillants sur les formes grises sont les nanoparticules d’or greffées
sur les nanofleurs de maghémite. L.’excellent contraste entre les nanoparticules d’or (points trés brillants)
et la grille (fond noir) confirme, d’une fagon encore plus catégorique, 1’efficacité des étapes de purification
car aucun point brillant isolé ne se détache du fond noir. En clair, toutes les nanoparticules d’or présentes

dans les échantillons imagés apres les réactions de greffage se trouvent exclusivement sur les nanofleurs.
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Figure 5-7 : Clichés STEM des différents types des nanofleurs dorées. (A) NF-Au et (B) NF-Au-pep (barre d’échelle 50 nm).

(y-Fe,03) @ (Au@(TADOTAGA),(TAINODAGA-lys-NH,]) )

Gréce a la microscopie électronique, il a été possible de déterminer la taille des nanofleurs et des nanofleurs
dorées. Comme les nanoparticules d’or sont de taille nettement plus petite que celle des nanofleurs et
comme elles ne forment pas une coquille uniforme autour des nanofleurs dont la forme n’est pas réguliére,
leur présence n’exerce pas une réelle influence sur la taille des objets finaux. Le diamétre des nanofleurs et

des nanofleurs dorées est par conséquent semblable, compris entre 20 et 30 nm (Figure 5-6 et Figure 5-7).

Cependant, la mesure du diamétre hydrodynamique met en évidence une augmentation de la taille des
nanofleurs apres le greffage des nanoparticules d’or et apres la post-fonctionnalisation par le peptide VG-
169 (Tableau 5-1). En effet, la taille obtenue a partir des clichés TEM et le diametre hydrodynamique
recouvrent des réalités physiques et chimiques différentes. Alors que les dimensions déterminées a partir
du TEM ne prennent en compte que les parties denses visibles en TEM, le diamétre hydrodynamique inclut
en plus des parties denses, les couches organiques présentes a la surface des nanostructures et les couches
de solvatation solidaires des nanofleurs (i.e. indépendantes du milieu liquide dont elles proviennent).
L’épaisseur de ces différentes couches dépendent des interactions avec le milieu environnant. De plus, les
formes complexes des nanofleurs ne facilitent pas la mesure de leurs dimensions a partir des clichés TEM
qui a été réalisée en prenant la dimension qui semblait la plus large (en ignorant par exemple la hauteur de
ces objets). Si la forme irréguliere constitue également une difficulté pour la mesure du diamétre
hydrodynamique, la mesure semble tout de méme plus fiable car elle concerne une population plus vaste
de nanofleurs qui, en outre, ne sont pas figées dans une position privilégiée du fait des mouvements au sein

de la suspension.
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Nanoparticules NPs-Au NPs-Au-pep Nf Nf-Au Nf-Au-pep

Diamétre

6,9+32 6,5+11 46,7 + 14,3 66,1 + 35,7 73,4+359

hydrodynamique (nm)

Tableau 5-1 : Diamétre hydrodynamique des nanoparticules d’or avec et sans peptide, des nanofleurs et des nanofleurs dorées

avec et sans peptide.

D’aprés le Tableau 5-1 qui rassemble les diamétres hydrodynamiques des nanoparticules d’or avec et sans
peptide, des nanofleurs et des nanofleurs dorées avec et sans peptide, I’immobilisation des nanoparticules
d’or sur les nanofleurs conduit a une augmentation du diameétre hydrodynamique des nanofleurs dorées.
Dans le cas des nanofleurs dorées sans peptide, la différence de diametre hydrodynamique avec celui des
nanofleurs « nues » est légérement supérieur a deux fois le diamétre hydrodynamique des nanoparticules
d’or. Ce résultat est cohérent avec la présence, méme discontinue, de nanoparticules sur toute la surface des
nanofleurs. La différence de taille est encore plus grande entre les nanofleurs et les nanofleurs dorées avec
peptide, ce qui semble indiquer la présence du peptide sur les nanoparticules d’or greffées sur les
nanofleurs. En plus d’une augmentation du diametre hydrodynamique, le greffage des nanoparticules d’or
sur les nanofleurs s’accompagne d’un élargissement de la distribution en taille. L’écart-type des mesures
est nettement plus grand pour les nanofleurs dorées avec et sans peptide (Tableau 5-1). Une telle différence
refléte probablement un accroissement de la complexité des nanostructures aprés le greffage des

nanoparticules d’or.

L’information la plus importante que nous pouvons extraire de la mesure du diametre hydrodynamique
concerne le comportement in vivo des nanoparticules d’or et des nanofleurs dorées. Le faible diametre
hydrodynamique des nanoparticules d’or (moins de 10 nm) est compatible avec une élimination rénale alors
que les nanofleurs dorées présentent un diametre hydrodynamique largement supérieur au seuil en dessous
duquel I’élimination rénale peut étre observée (Tableau 5-1). Contrairement aux nanoparticules d’or mais

conformément a notre objectif, ces nanofleurs ne pourront pas étre éliminées par voie rénale.

Si la taille, et en particulier le diamétre hydrodynamique, constitue un paramétre important pour le
comportement in vivo des nanoparticules, d’autres caractéristiques, au moins autant déterminantes, doivent
étre prises en compte. Parmi elles, la stabilité colloidale est cruciale car aucune application in vivo n’est
envisageable si elle n’est pas suffisante. Comme déja mentionnée, les suspensions de nanofleurs d’oxyde
de fer ne sont pas stables a pH physiologique car leur potentiel Zéta (Figure 3-4) est proche de zéro (point
isoélectrique). En plus des phénomenes magnétiques, la faible répulsion électrostatique, caractéristique des
nanoparticules neutres ou faiblement chargées, favorise 1’agglomération des nanofleurs et déstabilise les

suspensions colloidales préparées a partir de ces nanofleurs a pH physiologique. [17]
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Figure 5-8 : Spectres UV-Visible entre 400 et 800 nm des suspensions de nanofleurs dorées sans peptide a deux temps différents

a pH physiologique

Mais le greffage des nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NHz])x améliore
considérablement la stabilité colloidale des nanofleurs (Figure 5-8). Comme les spectres enregistrés a trois
mois d’intervalle a pH physiologique sont parfaitement superposés, nous pouvons en déduire que la
composition du colloide et la distribution des nanofleurs dorées dans la suspension ne sont pas modifiées
pendant au moins trois mois. Autrement exprimé, la stabilité colloidale des nanofleurs dorées est observée
au moins pendant les trois mois qui suivent la mise en suspension des nanofleurs dorées alors que les
nanofleurs sans nanoparticules d’or précipitent aprés quelques heures. Cette amélioration drastique de la
stabilité colloidale induit par le greffage des nanoparticules d’or s’explique par la forte charge négative des
nanoparticules d’or sur une large gamme de pH (pH > 2, Figure 5-4). Elle modifie nettement 1’évolution

du potentiel zéta des nanofleurs en fonction du pH (Figure 5-9).
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Figure 5-9 : Courbes du potentiel Zéta des nanofleurs, des nanofleurs dorées avec et sans peptides en fonction du pH des

suspensions colloidales

L’évolution du potentiel zéta en fonction du pH est effectivement nettement différente entre les nanofleurs
et les nanofleurs dorées (avec ou sans peptide). Dans le cas des nanofleurs nues, le pH de charge nulle est
situé aux alentours de pH 8 (c’est-a-dire proche du pH physiologique) alors que pour les nanofleurs dorées,
le pH de charge nulle est compris entre 1 et 4 (selon la présence ou non de peptides). Les nanofleurs dorées
présentent donc un potentiel Zéta négatif a pH physiologique (7,4) alors que celui des nanofleurs est proche

de zéro a pH 7,4.

D’autre part, le potentiel Zéta a pH 3 des nanofleurs dorées avec peptide est de 20 mV alors qu’il est de
-10 mV pour les nanofleurs dorées sans peptide. Cette différence peut étre expliqué par la présence des
groupements amines attribués aux peptides a la surface des nanofleurs dorées. Cela peut étre une indication

de la présence du peptide ce qui peut étre vérifier par d’autre caractérisation comme 1’XPS.

Ces résultats montrent que les nanofleurs dorées sont mieux adaptées que les nanofleurs pour les
applications médicales in vivo. D’aprés les mesures du potentiel { en fonction du pH, les suspensions
colloidales de nanoparticules d’or avec et sans peptide et les nanofleurs dorées avec et sans peptide auront
un potentiel & négatif en milieu biologique (pH=7,4). La stabilité colloidale sera ainsi garantie par répulsion
électrostatique entre les nanoparticules chargées négativement. En outre la charge négative devrait limiter
le phénomeéne d’opsonisation qui peut étre résumé par la formation d’une couronne de protéines (opsonines)
autour des particules conduisant a une capture fulgurante et massive par les organes riches en cellules

phagocytiques. Comme 1’opsonisation entrave I’accumulation préférentielle dans les tumeurs (du fait de la
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capture massive des nanoparticules qui s’accumulent dans le foie, la rate, la moélle épiniére...), la réduction

de ce phénoméne est alors avantageuse pour les applications in vivo.

La caractérisation physico-chimique des nanoparticules d’or et des nanofleurs a révélé qu’elles possédent
des propriétés adaptées pour leur utilisation in vivo. La comparaison entre les nanoparticules d’or et les
nanofleurs dorées permettra d’étudier I’influence des nanotransporteurs et du peptide de ciblage sur le
comportement in vivo des nanoparticules d’or. Alors que le greffage des nanoparticules d’or sur les
nanofleurs avait été imaginé pour mieux exploiter le potentiel des nanoparticules d’or, nous constatons que
cette stratégie bénéficie ¢galement a 1’objet final qui, du fait de sa meilleure stabilité colloidale et de sa

charge négative, sera plus facile & manipuler en milieu biologique.

6. Biodistribution des différents types de nanoparticules
administréees a des souris saines

6.1. Protocole

6.1.1. Animaux

Des souris femelles BALB/cByJ dgées de 8 semaines sont utilisées dans cette étude. Les souris regoivent
une injection intraveineuse de 100 pL de suspension de nanoparticules d’or et de nanofleurs dorées (3
souris par type de nanoparticules). L'activité  injectée  pour la  suspension
AUu@(TADOTAGA)«(TA[NODAGA-lys-NH;])x est de 4,38 MBq, 4,88 MBq pour les nanoparticules
d’or avec peptide AU@(TADOTAGA)K(TA[NODAGA-lys-NHz])ox(TA[NODAGA-lys-VG169])o3x,
12,25 MBq pour NF-JAU@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NH2]),] (nanofleurs dorées) et 11,04
MBqg pour NF-JAu@(TADOTAGA)x(TA[NODAGA-lys-NH:])o7x(TAINODAGA-lys-VG169])o,3]
(nanofleurs dorées avec peptide). Par conséquent, les images ne permettent pas une comparaison directe

de la biodistribution apreés injection intraveineuse des différentes suspensions.

6.1.2. IRM/TEP

Un systeme intégré d’imagerie IRM/TEP créé dans le cadre du projet IMAPPI a été utilisé pour imager
des souris saines. Elles ont été placées sur un lit qui a été inséré dans la chambre d’imagerie IRM/TEP
apres avoir été anesthési¢es a I’isoflurane (2% d’oxygene). Une imagerie IRM/TEP simultanée a été
réalisée 1, 24 et 120 heures aprés injection de nanoparticules radiomarquées au cuivre-64. Un imageur
IRM (aimant sec 7T ; Powerscan MRS-7024-PW MR solutions, Guiford, UK) a été connecté & un imageur
TEP (SiPM dual-ring TEP-1-802 insert) dans I’imageur IRM/TEP. Les acquisitions de I'IRM et de la
TEP ont été effectuées en méme temps. Un capteur de pression abdominale et un logiciel personnalisé ont
été utilisés pour surveiller la respiration des animaux (PC Sam, SAIIl, Stony Brook, USA). Le systeme
TEP a été utilisé pour recueillir des données pendant 30 & 60 minutes. Avec deux itérations, 32 sous-
ensembles et une taille de voxel isotrope de 0,28 mm?, les images ont été reconstruites a l'aide de la

méthode OSEM (maximisation attendue des sous-ensembles ordonnés en 3D) intégrée au systeme.
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Avec une synchronisation respiratoire et des séquences dans les plans axial et coronal, des images IRM a
spin rapide pondérées en T, et T, ont été obtenues. Les séquences T; ont été obtenues avec un temps de
répétition (TR) de 1000 ms et un temps d'écho (TE) de 11 ms. Les séquences T, ont été enregistrées avec
un TR de 4000 millisecondes et un TE de 45 millisecondes. Les paramétres suivants ont été imposés:
angle de bascule de 90°, moyenne de 4 signaux, épaisseur de tranche de 1 mm, taille de pixel transaxial
de 0,15x0,15 mm? et matrice de 256x256 pixels.

6.1.3.  Analyse ex vivo de la biodistribution

Aprés 24 heures, les souris sont sacrifiées et les organes sont récupérés pour des analyses ex vivo de la
biodistribution des nanoparticules en mesurant la radioactivité par comptage v et la quantité d’or par ICP-
OES dans les différents organes des souris ayant recu une injection des nanoparticules par voie

intraveineuse.

La radioactivité de plusieurs organes d'intérét prélevés sur les animaux étudiés en imagerie a été mesurée
a l'aide d'un compteur gamma Cobra 418 (Perkin Elmer) afin d'estimer la quantité de radioéléments
présents dans les organes. Cette mesure a été réalisée par les personnels du CGFL sous la direction de Dr
Alexandra Oudot.

L'ICP-OES a permis de déterminer la quantité d'or aprés dissolution des organes et des nanoparticules

gu'ils contenaient.

6.1.4. Analyse ICP-OES

Les différents organes collectés des souris aprés injection par des nanoparticules sont minéralisés avec de
I’eau régale chaude dans des tubes de minéralisation calibrés (DigiTUBES, SCP Sciences). Il faut préciser
que, dans le cas ou des nanoparticules d’or radiomarquées ont été administrées, le prélevement a été
effectué aprés décroissance radioactive compléte. Les tubes sont placés dans un bloc de minéralisation
(Digiprep, SCP science) afin d'atteindre une température de 120°C jusqu'a dissolution compléte des
organes. Le volume est ensuite ajusté au trait de jauge (50 mL) en utilisant de I'acide nitrique a 5%. La
solution est ensuite filtrée a l'aide d'une seringue munie d'un filtre de 0,22 um afin d'éliminer tout résidu

éventuel.

L'échantillon est ensuite analysé a I'aide d'un ICP-OES modéle 710 ES (Varian/Agilent) équipé d'une
torche axiale, d'un nébuliseur concentrique et d'une chambre de nébulisation cyclonique du laboratoire
Qualio a Besangon. Les parametres suivants ont été utilisés : une puissance de 1,2 kW, un débit d'argon
plasmagéne de 15 L.min%, un débit d'argon auxiliaire de 1,5 L.min, et une pression de nébulisation de
200 kPa. Les longueurs d'onde d'émission utilisées pour mesurer la concentration en or sont 267,594 nm,
242,794 nm et 208,207 nm.
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6.2. Reésultats et discussion
Apres le radiomarquage au cuivre-64 ([**Cu]Cu?*) des nanoparticules, des images IRM/TEP ont été
acquises 1 h, 24 h et 120 h apres injection intraveineuse pour vérifier 1’effet des nanotransporteurs d’oxyde

de fer et du peptide de ciblage sur la biodistribution des nanoparticules d’or (Figure 6-1 et Figure 6-2).

Les ions gadolinium, complexés par les chélateurs DOTAGA présents a la surface des nanoparticules d’or,
se comportent comme des agents de contraste positif pour 'IRM alors que les nanofleurs d’oxyde de fer

sont des agents de contraste négatif pour ’IRM.

1h 24 h
IRM T,
NPs-Au NPs-Au-pep NPs-Au NPs-Au-pep
N . . . .
Reins .
€

Figure 6-1 : Images IRM (T1) centrées sur le foie et les reins et acquises 1 h et 24 h aprés injection intraveineuse des

nanoparticules d’or avec et sans peptide (NPs-Au et NPs-Au-pep) a des souris saines

La capacité des nanoparticules d’or et des nanofleurs dorées de contraster les images acquises par IRM est
verifiée par les images IRM. Dans le cas des nanoparticules d’or marquées au gadolinium (ion
paramagnétique), un rehaussement de contraste positif caractéris€ par un blanchiment de I’image est
observé dans le foie et les reins qui paraissent plus clairs quand les souris saines ont regu une dose de
nanoparticules d’or avec et sans peptide par injection intraveineuse (Figure 6-1). Dans le cas des nanofleurs
dorées, le caractére superparamagnétique de la maghémite induit un rehaussement du contraste négatif sur
les images IRM (T>) au niveau du foie et des reins qui paraissent plus sombres chez les souris aprés injection

intraveineuse d’une suspension de nanofleurs dorées avec et sans peptide (Figure 6-2).
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Figure 6-2 : Images IRM (T2) centrées sur le foie et les reins et acquises 1 h et 24 h aprés injection intraveineuse des nanofleurs
dorées avec et sans peptide (NF-Au et NF-Au-pep) a des souris saines.

En plus de complexer le gadolinium, la couche organique des nanoparticules d’or contient le chélateur
NODAGA qui est réputé pour former des complexes stables avec des radioéléments comme le cuivre-64.
La présence sur une méme nanoparticule d’or d’ions gadolinium et cuivre-64 permet de recourir a
I’imagerie simultanée IRM/TEP. Dans le cas des nanofleurs dorées, 1’imagerie simultanée IRM/TEP est
rendue possible par le caractére superparamagnétique des nanofleurs (IRM pondérée T,) et par le
radiomarquage des nanoparticules d’or greffées sur les nanofleurs avec les ions cuivre-64 émetteurs de

positons.
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Figure 6-3 : Images IRM/TEP acquises 1 h et 24 h apres injection intraveineuse des nanoparticules & des souris saines.

Les images de souris apres injection intraveineuse de différentes suspensions de nanoparticules d’or avec
et sans peptide et de nanofleurs dorées avec et sans peptide révelent initialement une radioactivité
importante dans différents organes, suggérant la présence de nanoparticules radioactives et donc la
possibilité de suivre ces nano-objets. D’apres les images fusionnées & partir des acquisitions simultanées
IRM/TEP, nous constatons que les nanoparticules d’or sont majoritairement présentes dans les reins 1 h et
24 h aprés I’injection intraveineuse alors que les nanofleurs dorées sont préférentiellement retenues dans le
foie et y séjournent au moins 24 h. Les nanoparticules d’or AU@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-
NH:])x dont le profil de biodistribution est trés similaire a celui des nanoparticules d’or Au@TADOTAGA

semblent étre plus rapidement éliminées de I’organisme que les nanofleurs. Rapidement elles s’accumulent

4 Fast spin-echo

241



Chapitre 111

dans les reins mais la quantité de nanoparticules dans les reins diminuent rapidement car elle est nettement
plus faible 24 h qu’une heure aprés I’injection. Quel que soit le type de nanoparticules, 1’absence
d’accumulation dans les organes autres que ceux impliqués dans 1’élimination (reins, foie) est le signe que

ces différentes nanoparticules possédent un comportement sain.
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Figure 6-4 : Le pourcentage moyen de dose injectée (%1D) par comptage gamma des différentes nanoparticules en fonction des

organes 1 heure et 20 heures apreés injection intraveineuse, (a) échelle complete et (b) agrandissement d’échelle

L’étude de biodistribution a été complétée par le dosage de la quantité d’or dans les organes des animaux
ayant recu le méme lot de nanoparticules afin de confirmer les résultats du comptage gamma (Figure 6-4 et

Figure 6-5) et les données collectées par I’imagerie simultanée IRM/TEP.
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Figure 6-5 : Le pourcentage moyen de dose injecté par gramme d’organe (%ID/g) par comptage gamma des différents
nanoparticules 1 heure et 20 heures apres injection intraveineuse (a) échelle compléte et (b) agrandissement d’échelle

Les résultats obtenus par dosage ICP-OES (Figure 6-6 et Figure 6-7) semblent cohérents avec ceux obtenus
par comptage gamma (Figure 6-4 et Figure 6-5). Globalement, I’allure des graphes tracés a partir du
comptage y et de I’analyse ICP est semblable. Cette similitude entre comptage y et dosage chimique suggere
une colocalisation de I’or et du radionucléide et confirme I’interprétation des images acquises par imagerie

simultanée IRM/TEP.

D’une maniére générale, les nanoparticules AU@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NH:])x avec et sans
peptide et les nanofleurs dorées avec et sans peptide sont présentes en quantité importante dans le foie, les
reins, la rate et I’urine (entre 60% et 80%) par rapport aux autres organes. Ces organes sont impliqués dans
I”¢limination rénale et hépatobiliaire. D’autre part, ces nanoparticules ne s’accumulent pas dans d’autres
organes comme les poumons, le cceur, les muscles. Le comportement de ces différentes nanoparticules est
sain car elles ne s’accumulent pas dans les organes autres que ceux impliqués dans 1’élimination des

nanoparticules.
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Les nanoparticules d’or se trouvent en quantité importante principalement dans la vessie et les reins 1 heure
apres injection intraveineuse. L’accumulation de ces nanoparticules n’est pas durable car la quantité déduite
des comptages vy et des dosages ICP est plus faible 24 h apres injection intraveineuse. La présence des
nanoparticules d’or dans I’urine et la diminution du nombre de nanoparticules dans les reins prouvent leur
¢limination rapide de 1’organisme par la voie rénale. Cette étude confirme les observations réalisées au
cours de travaux antérieurs avec des nanoparticules d’or semblables (Au@DTDTPA et Au@TADOTAGA)
qui circulent librement apreés injection intraveineuse sans accumulation indésirable dans les organes autre
que ceux impliqués dans 1’élimination. La petite taille et le caractere hydrophile de ces nanoparticules sont
probablement a 1’origine de cette élimination rapide par voie rénale. Mais leur comportement est différent

lorsqu’elles sont greffées sur les nanofleurs.

Les nanofleurs dorées avec et sans peptide sont plus présentes dans le foie et la rate que ne le sont les
nanoparticules d’or. Il faut noter que la quantité accumulée dans le foie et la rate diminue au cours du temps.
Leur accumulation dans le foie n’est pas le résultat de ’opsonisation car elle n’est ni fulgurante, ni massive,
ni durable. Elle suggére que les nanofleurs dorées sont éliminées par la voie hépatobiliaire. Cette voie
d’élimination semble dans le cas des nanofleurs dorées privilégi¢e. En effet, leurs dimensions, nettement
supérieures a la limite observée pour I’élimination rénale (Dn de I’ordre de 40 nm pour un seuil de clairance
rénale de 6-10 nm) ne sont pas compatibles avec une élimination par voie rénale. Cependant, les images
acquises par imagerie simultanée IRM/TEP et les graphes tracés a partir des données recueillies par le
comptage y et les analyses ICP montrent la présence de nanoparticules d’or dans la vessie et les reins. Cette
présence suggere un détachement de quelques nanoparticules d’or a partir des surfaces de nanofleurs.
Malgré leur large taille, les nanofleurs ne s’accumulent pas dans les organes autres que ceux impliqués dans
I’élimination des nanoparticules. Malgré le détachement des nanoparticules d’or que semble suggérer la
présence de la radioactivité de 1’or dans la vessie (urine) et les reins, des nanofleurs dorées présentent tout
comme les nanoparticules d’or un comportement sain aprés injection intraveineuse car les nanoparticules
détachées sont éliminées par la voie rénale et les nanofleurs dorées sont éliminées par la voie hépatobiliaire

sans qu’il y ait d’accumulation des nanostructures dans d’autres organes.
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Figure 6-6 : Le pourcentage moyen de dose injecté (%ID) par ICP des différents types de nanoparticules en fonction des organes

1 heure et 20 heures apreés injection intraveineuse (a) échelle compleéte et (b) agrandissement d’échelle
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Figure 6-7 : Le pourcentage moyen de dose injecté par gramme d’organes (%ID/g) par ICP des différents types de

nanoparticules 1 heure et 20 heures apres injection intraveineuse (a) échelle complete et (b) agrandissement d’échelle
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Figure 6-8 : Le pourcentage moyen de dose de nanoparticules injecté éliminé de ’organisme 1 h, 24 h et 120 h aprés injection

intraveineuse des suspensions de nanoparticules d’or avec et sans peptide et des nanofleurs dorées avec et sans peptide

La Figure 6-8 montre que les nanoparticules d’or avec et sans peptide sont éliminées au bout de 20 heures
apres injection intraveineuse (le pourcentage d’élimination est supérieur a 80%) alors que les nanofleurs
dorées avec et sans peptide sont éliminées de facon plus lente. Le graphique montre que 120 heures apres
I’injection environ 50% des nanofleurs sont éliminées de 1’organisme contre environ 90% pour les
nanoparticules d’or non supportées. Le greffage des peptides sur les nanoparticules d’or n’influence pas
leur élimination trés rapide. L’élimination des nanofleurs dorées avec peptide est moins rapide que celle
des nanofleurs dorées sans peptide durant les vingt premiéres heures qui suivent I’injection intraveineuse.
Comme les souris sont saines, le ciblage par le peptide ne peut pas étre effectif. La différence observée dans
I’élimination des nanofleurs avec et sans peptide peut donc étre attribuée a la modification de la chimie de

surface des nanofleurs dorées qui exerce alors une influence sur la pharmacocinétique.

7. Biodistribution des différents types de nanoparticules
administrées a des souris malades

7.1. Protocole

7.1.1.  Animaux

Des souris LDLr KO qui n’expriment pas le récepteur aux LDL (Jackson laboratory — USA) ont été
nourries avec un régime enrichi en graisse : Western-type Diet, réf n°1635 (0,2% cholestérol et 21%
beurre laitier), de la société SAFE (Augy, France) pour une période de 12 semaines a partir de 1’dge de 9

semaines.

Ces souris ont recu une injection intraveineuse de 100 pL de suspension de nanoparticules d’or avec et
sans peptide et de nanofleurs dorées avec et sans peptide. Les nanoparticules et nanofleurs ont été

radiomarquées par 1’ion cuivre-64 ([®*Cu]Cu?*). L’activité injectée pour la suspension de nanoparticules
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d’or sans peptide Au@(TADOTAGA)x(TA[NODAGA-lys-NHz])x est de 4,48 MBq, 12,53 MBq pour
AUu@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NH:z])o.x(TA[NODAGA-lys-VG169])o3x (Nanoparticules d’or
avec peptide), 11,84 MBq pour NF-[Au@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NH])x] et 12,09 MBq
pour NF-[AU@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NH:])ox(TA[NODAGA-lys-VG169])o.:x]
(nanofleurs dorées avec et sans peptide, respectivement). Par conséquent, les images ne permettent pas

une comparaison directe de la biodistribution entre les différentes suspensions.

7.1.2. Imagerie simultanée IRM/TEP

Comme les nanoparticules d’or et les nanofleurs dorées sont congues pour exercer un effet sur le
rehaussement du contraste (positif pour les nanoparticules d’or en raison de la présence des ions
gadolinium et négatif du fait du caractére superparamagnétique des nanofleurs de maghémite) et émettre
des positons (radiomarquage par des ions cuivre-64), nous avons cherché a exploiter le potentiel de
I’imagerie simultanée IRM/TEP pour collecter des informations sur la biodistribution des nanoparticules
d’or et des nanofleurs dorées. Les images IRM/TEP ont été enregistrées 1, 24 et 120 heures apres injection
intraveineuse des nanoparticules et nanofleurs radiomarquées au cuivre-64. L’acquisition des images IRM
et TEP a été effectuée en méme temps grace a un imageur intégrant IRM et TEP qui a été développé dans
le cadre du projet EquipEx IMAPPI (coordonné par le Professeur Francois Brunotte puis le Professeur
Alexandre Cochet).

7.1.3. Comptage y post mortem des organes

Apres 24 heures, les souris sont sacrifiées et les organes sont prélevés pour des analyses ex vivo de la
biodistribution des nanoparticules en mesurant la radioactivité par comptage y et la quantité d’or par ICP-
OES dans les différents organes des souris ayant regu une injection des nanoparticules par voie

intraveineuse.

La radioactivité de plusieurs organes d'intérét prélevés sur les animaux étudiés en imagerie a été mesurée
a l'aide d'un compteur gamma Cobra 418 (Perkin Elmer) afin d'estimer la quantité de radioéléments
présents dans les organes. Cette mesure a été réalisée par les personnels du CGFL sous la direction de Dr
Alexandra Oudot.

7.1.4. Analyses ICP-OES

L'ICP-OES a permis de déterminer la quantité d'or apres dissolution des organes et des nanoparticules
qu'ils contenaient. Les différents organes prélevés sur les souris ayant regu une injection de suspension de
nanoparticules par voie intraveineuse sont minéralisés avec de I’eau régale chaude dans des tubes de
minéralisation calibrés (DigiTUBESs, SCP Sciences). Les tubes sont placés dans un bloc de minéralisation
(Digiprep, SCP science) afin d'atteindre une température de 120°C jusqu'a dissolution compléte des
organes. Le volume est ajusté au trait de jauge (50 mL) en utilisant de I'acide nitrique a 5%. La solution

est ensuite filtrée a I'aide d'une seringue et d'un filtre de 0,22 um afin d'éliminer tout résidu éventuel.
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L'échantillon est ensuite analysé a l'aide d'un ICP-OES modéle 710 ES (Varian/Agilent) équipé d'une
torche axiale, d'un nébuliseur concentrique et d'une chambre de nébulisation cyclonique du laboratoire
Qualio a Besangon. Les paramétres suivants ont été utilisés : une puissance de 1,2 kW, un débit d'argon
plasmagene de 15 L.min%, un débit d'argon auxiliaire de 1,5 L.min, et une pression de nébulisation de
200 kPa. Les longueurs d'onde d'émission utilisées pour mesurer la concentration des éléments sont
267,594 nm, 242,794 nm et 208,207 nm.

7.2. Reésultats et discussion

Aprés le radiomarquage au cuivre-64 ([**Cu]Cu?*) des différents types de nanoparticules, des images
IRM/TEP (Figure 7-1) ont été acquises aprés injection intraveineuse des nanoparticules a des souris
porteuses des plaques d’athérosclérose. Cette étude a été réalisée pour vérifier la capacité des différentes
nanoparticules a cibler ces plaques. Elle a été complétée par des analyses post-mortem des organes
(comptage y et dosage ICP-OES des organes prélevés sur des animaux sacrifiés 24 h aprés 1’injection
intraveineuse). La comparaison des Figure 7-2 et Figure 7-3 montre que lorsque les organes sont fortement
radioactifs, ils contiennent beaucoup d’or alors que les organes faiblement radioactifs sont pauvres en or.
Iy adonc co-localisation de la radioactivité et de 1’or qui confirme que les radioéléments immobilisés dans
la couche organique des nanoparticules d’or ne s’échappent pas aprés injection. En d’autres termes, la

mesure de la radioactivité sur les images refléte la présence des nanoparticules d’or.
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Figure 7-1 : Comparaison des images obtenues 1 h apres injection intraveineuse des différents nanoparticules dans des souris

malades
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Figure 7-2 : La biodistribution des différents types de nanoparticules 24 h aprés injection intraveineuse a des souris porteuses de
plaques d’athérosclérose par comptage gamma, (a) pourcentage moyen de dose injectée (%I1D), (b) pourcentage moyen de dose

injectée par gramme d’organe (%ID/g)

Les résultats obtenus par comptage gamma et par dosage de la quantité d’or dans les organes d’animaux
montrent une accumulation des nanoparticules d’or avec et sans peptide et des nanofleurs dorées avec et
sans peptide dans le foie, les reins et la vessie (Figure 7-2 et Figure 7-3). Ces organes sont impliqués dans
1’¢élimination des nanoparticules par voie rénale et par voie hépatobiliaire. Les nanoparticules ne présentent

aucune accumulation dans les autres organes.
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Figure 7-3 : La biodistribution des différents types de nanoparticules 24 h apres injection intraveineuse a des souris porteuses de
plaques d’athérosclérose par |ICP-OES (a) pourcentage moyen de dose d’or injectée (%ID) et (b) pourcentage moyen de dose

d’or injectée par gramme de tissu (%6ID/g)

La Figure 7-4 montre que les nanoparticules d’or avec et sans peptide sont éliminées rapidement aprés
injection intraveineuse alors que les nanofleurs dorées avec et sans peptide sont éliminées beaucoup plus

lentement de I’organisme.
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Figure 7-4 : Pourcentages moyens d’élimination des différentes nanoparticules 24 h apreés injection intraveineuse des
suspensions de nanoparticules d’or avec et sans peptide et de nanofleurs dorées avec et sans peptide a des souris porteuses de

plaques d’athérosclérose.

Ces résultats de biodistribution et d’élimination sont quasiment identiques a ceux obtenus apres injection
des mémes suspensions a des souris saines. Le comportement de ces différentes nanoparticules, dans les
deux cas et malgré la présence des plaques d’athérosclérose, est sain car elles ne s’accumulent pas dans les

organes autres que ceux impliqués dans I’élimination des nanoparticules.

Malheureusement aucune différence notable n’est observée au niveau de I’aorte entre souris saines et souris
porteuses de plaques d’athérosclérose alors qu’il est attendu que les nanoparticules s’accumulent dans les
plaques présentes sur les parois de I’aorte des souris ayant suivi un régime trés gras. L’absence de différence
peut s’expliquer par 1’absence de plaques, par le fait que les nanoparticules ne s’accumulent pas dans les
plagues ou que le faible volume de ces plaques (en comparaison avec celui des organes) ne permet pas une
accumulation suffisante des nanoparticules pour une observation en imagerie et par les différentes analyses
post-mortem. L’analyse post-mortem de la crosse aortique en microscopie optique confirme la présence des
plaques d’athérosclérose. Apres contact avec 1’huile rouge O (Figure 7-5), les plagues devenues rouges sont
nettement visibles en microscopie optique. Le comptage y révele une co-localisation des plaques et de la
radioactivité, quelles que soient les nanoparticules injectées par voie intraveineuse. Les nanoparticules sont
donc bien présentées dans les plaques bien qu’il ne soit pas possible de visualiser I’effet de leur présence
sur les images d’IRM/TEP. Si la radioactivité est observée dans les plaques quelles que soient les
nanoparticules, elle n’est cependant pas aussi forte pour toutes les nanoparticules. Les plaques sont
nettement plus radioactives chez les animaux qui ont recu une injection des nanofleurs dorées avec ou sans
peptides. Comme la radioactivité résulte de I’immobilisation des radioéléments dans la couche organique
des nanoparticules d’or dont la quantité est la méme dans chaque échantillon, la plus forte radioactivité des
plaques aprés injection des nanofleurs dorées reflete une présence plus importante des nanoparticules d’or.
Nous pouvons donc conclure que I’accumulation des nanoparticules d’or dans les plaques d’athérosclérose

est plus efficace lorsqu’elles sont transportées par les nanofleurs.
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Figure 7-5 : Microscopie optique et autoradiographie de la crosse aortique des souris porteuse de plaques d’athérosclérose

Cependant, I’influence du peptide semble négligeable pour I’accumulation des nanoparticules dans les
plaques car la radioactivité des plaques ne semble pas différente apres injection des nanoparticules d’or ou

de nanofleurs dorées avec et sans peptide.

8. Conclusion

Dans ce chapitre, des nanoparticules d’or recouvertes par une couche organique mixte ont été synthétisées.
Ces nanoparticules présentent des caractéristiques physico-chimiques similaires a celles des nanoparticules
AU@TADOTAGA. Ces nanoparticules d’or sont efficacement greffées sur les nanofleurs d’oxyde de fer
grace a leur fonction amine libre de la couche organique. La post-fonctionnalisation des nanoparticules d’or

et des nanofleurs dorées par des peptides ciblant VCAM-1 a également été réalisée.
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Ces différentes nanoparticules radiomarquées ont été suivies simultanément par IRM/TEP : elles présentent
un comportement sain. En effet, elles circulent librement sans opsonisation ni accumulation indésirable

dans les organes a 1’exception de ceux impliqués dans 1’élimination.

Le mode d’¢élimination varie entre les nanoparticules d’or et les nanofleurs dorées la raison d’une différence
de leur diamétre hydrodynamique. Pour les nanoparticules d’or 1’élimination rénale reste majoritaire, alors
que pour les nanofleurs dorées 1’élimination par voie hépatobiliaire est favorisée. D’autre part, I’élimination

des nanofleurs est plus lente que I’élimination des nanoparticules d’or.

L’influence du peptide sur la biodistribution est négligeable. Il est difficile de mettre en évidence une
différence de ciblage des plaques d’athérosclérose entre les nanoparticules sans et avec peptide. Seule une
plus faible élimination des nanoparticules est observée lorsqu’elles sont fonctionnalisées par les peptides.
En revanche, I’accumulation des nanoparticules d’or dans les plaques est bien plus importante lorsque les

nanoparticules d’or sont transportées par les nanofleurs qui remplissent donc parfaitement leur role.
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Comme l'ont déja montré des travaux antérieurs, les nanoparticules d'or présentent des propriétés
prometteuses en tant qu'agent pour la thérapie guidée par l'image. Les nanoparticules d'or,
Au@TADOTAGA et Au@TADOTA, ont un cceur d'or (d = 2,3 nm) entouré d'une couche organique de
chélateurs macrocycliques. Cette couche organique joue un réle essentiel dans la taille et la stabilité
colloidale des nanoparticules. Cette couche permet également de complexer des ions d'intérét pour
I'imagerie médicale. La combinaison de ces deux éléments (I'or pour son pouvoir radiosensibilisant et le
chélateur pour I’'immobilisation d'ions d’intérét pour I’imagerie) permet d'obtenir des nano-objets pour une
thérapie guidée par imagerie. Ce pouvoir est sous-exploité en raison d’une élimination rénale qui bien

qu’indispensable pour les nanoparticules non biodégradables est trop rapide.

L'objectif principal de cette these était d'améliorer I'exploitation des propriétés d'imagerie et thérapeutiques
de ces nanoparticules d'or. En d'autres termes, il s'agissait de modifier la biodistribution des nanoparticules
d'or et de retarder leur élimination rénale. Pour pouvoir modifier leur comportement, plusieurs stratégies

ont été étudiées dans le cadre de cette thése.

La premiere stratégie a consisté a introduire des chaines de poly(éthyléne glycol) (PEG) dans la couche
organique adsorbée sur les nanoparticules d'or. Contrairement aux stratégies de PEGylation communément
mises en ceuvre, nous n’avons pas procédé par post-fonctionnalisation des nanoparticules d’or. Nous avons
intégré 1’étape de PEGylation lors de la confection des chélateurs macrocycliques réalisée par 1’équipe de
Pr Franck Denat (ICMUB, Dijon). Cette stratégie présente au moins trois avantages par rapport au greffage

des chaines de PEG sur les nanoparticules d’or :

1. le protocole de synthese des nanoparticules d’or avec les chélateurs PEGyIlés reste le méme que
celui développé avec succes a partir des chélateurs non PEGylés. Les perturbations et éventuelles
déstabilisations sont évitées car il n’y a pas d’étape supplémentaire a prévoir contrairement a la
stratégie de PEGylation par post-fonctionnalisation.

2. un meilleur contrdle de la surface des nanoparticules d'or est garanti car tous les chélateurs portent
une chaine de PEG. Un tel résultat est difficile a atteindre par une voie de PEGylation classique car
cela suppose un rendement de greffage de 100% difficilement atteignable.

3. la préservation des propriétés chélatantes des chélateurs macorcycliques car les fonctions
impliquées dans la formation des complexes avec les ions gadolinium ou des radioéléments ne sont
pas altérées alors qu’elles le seraient dans le cas d’une post-fonctionnalisation par des chaines de
PEG.

Dans un premier temps, deux séries de nanoparticules d'or ont été synthétiseées : AU@TAPEG,DOTA et
Au@TAPEG,DOTAGA avec n = 0 (les nanoparticules de référence), 4 et 11 (n : unité répétitive du motif
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PEG). La caractérisation de ces deux séries montre des propriétés physico-chimiques similaires avec
cependant une différence dans la distribution en taille dans la série AU@TAPEG,DOTA.

Ensuite, la biodistribution des nanoparticules de la série AU@TAPEG,DOTAGA apreés injection
intraveineuse chez des souris saines a été suivie par imagerie médicale (IRM, imagerie nucléaire), comptage
vy et dosage chimique de I’or. Les deux types de nanoparticules PEGylées (n =4 et 11) présentent, comme
pour les nanoparticules de référence (AU@TADOTAGA, n =0), un comportement sain chez la souris mais
une biodistribution différente en raison de la présence de PEG dans leur couche organique. Le mode
d'élimination passe d'une élimination principalement rénale pour les nanoparticules sans PEG a une
élimination hépatobiliaire pour les nanoparticules avec des chaines de PEG dans leur couche organique. De
plus, la longueur de la chaine PEG influence la cinétique d'élimination des nanoparticules. Les
nanoparticules dont la chaine PEG est la plus longue circulent plus longtemps que celles dont la chaine est

la plus courte.

Enfin, le potentiel des nanoparticules AuU@TAPEG,DOTAGA pour la radiothérapie a été étudié sur des
embryons de poulet. La présence de PEG dans la couche organique permet de mieux exploiter I'effet
radiosensibilisant et I'effet anti-métastatique des nanoparticules d'or lorsque le délai entre I'administration
des nanoparticules et l'irradiation est de 24 heures alors que pour les nanoparticules non PEGylées les
meilleurs résultats sont obtenus lorsque le traitement est initié une heure aprés leur administration. Cela
indique que la présence des chaines de PEG garantit une meilleure rétention dans les tumeurs et rend donc

les nanoparticules d’or radiosensibilisantes mieux adaptées pour une application clinique.

La deuxiéme stratégie reposait sur le greffage de nanoparticules d'or a la surface de nanotransporteurs
d'oxyde de fer (maghémite) biodégradables. Des nanoparticules d'or recouvertes d'une couche organique
mixte Au@(TADOTAGA)(TA[NODAGA-lys-NHz])x ont été synthétisées et greffées sur les nanofleurs.
Et dans une derniere étape, un peptide de ciblage a été immobilisé a la surface des nanoparticules d’or
(libres ou supportées) via une réaction de chimie clic bioorthogonale entre un groupement tétrazine lié a la
fonction amine primaire disponible dans la couche mixte organique recouvrant les nanoparticules d’or et
un dérivé du bicyclononyne porté par le peptide. Les caractérisations physico-chimiques des nanoparticules
d'or avec et sans peptide montrent une similarité avec les nanoparticules AU@TADOTAGA qui sont la

référence dans notre équipe.

De plus, les caractérisations des nanofleurs d'or avec et sans peptide montrent une ressemblance entre elles.
Le diametre hydrodynamique de ces nanofleurs est beaucoup plus grand que celui de I'or et le greffage de
I'or & la surface des nanofleurs leur confére une stabilité colloidale et une charge de surface négative. Toutes

ces propriétés nous ont permis de réaliser des tests in vivo.

Une étude de biodistribution sur des souris saines et des souris atteintes d'athérosclérose a été réalisée dans

le but de montrer 1’intérét de greffer les nanoparticules d’or sur les nanofleurs. Les nanoparticules d’or avec

et sans peptide et les nanofleurs dorées avec et sans peptide ont été radiomarquées pour un suivi en imagerie

simultanée IRM/TEP. L’étude montre que le greffage des nanoparticules d'or sur les nanofleurs a modifié
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leur voie d'élimination, qui passe de la voie rénale a la voie hépatobiliaire. De plus, I'élimination des
nanofleurs est plus lente, ce qui était I'objectif de cette these. D'autre part, I'accumulation des nanoparticules
d’or est plus importante au niveau des plaques d'athérome lorsqu’elles sont immobilisées a la surface des
nanofleurs de maghémite. Cependant, les différences de biodistribution et d’élimination sont difficiles a

percevoir entre les nanostructures avec et sans peptide.

Finalement, les deux stratégies, la PEGylation des nanoparticules et I'utilisation de nanotransporteurs
d'oxyde de fer, ont permis d’atteindre le principal objectif qui consistait a retarder I'élimination rénale des
nanoparticules d'or afin d'exploiter leurs propriétés d'imagerie et de thérapie. Mais ce travail souléve de

nouvelles questions qui méritent toute notre attention.
Pour la premiére stratégie, plusieurs pistes d’étude peuvent étre proposées :

- la détermination des grandeurs caractéristiques de pharmacocinétique des nanoparticules d'or
PEGylées pour mieux appréhender 1’effet de la chaine de PEG sur le temps de résidence vasculaire,
la rétention dans les tumeurs et leur élimination ;

- laproduction d'une nouvelle génération de la série AuU@TAPEG,DOTAGA avec des longueurs de
chaine plus importantes (n=23, 40, etc.) ;

- I'évaluation de I'effet de la PEGylation sur le pouvoir radiosensibilisant des nanoparticules d’or

administrées par injection intraveineuse a des rongeurs porteurs de tumeurs.

Dans le cas du transport des nanoparticules d’or par des nanofleurs (deuxiéme stratégie), plusieurs

suggestions peuvent étre envisagées comme :

- lacaractérisation plus approfondie du greffage de peptides a la surface de nanoparticules d'or libres
Ou supportées ;

- I'évaluation des propriétés radiosensibilisantes des nanoparticules d'or et des nanofleurs dorées sur
d'autres types de maladies (cancer) ;

- I'étude de la pharmacocinétique de ces nano-objets.
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Résumé : Les nanoparticules d'or recouvertes de
chélateurs ont un potentiel prometteur pour la
radiothérapie guidée par imagerie par résonance
magnétique (IRM) et pour I’'imagerie IRM/TEP
simultanée. Cependant, ce potentiel n'est pas
pleinement exploité en raison d'une clairance
rénale trop rapide.

Nous avons donc testé différentes stratégies pour
la retarder : (1) PEGylation des chélateurs
utilisés pour la synthése des nanoparticules d’or.
L'étude de biodistribution a montré que la
longueur de la chaine PEG influence le
comportement in vivo et I'effet antimétastatique
des nanoparticules d'or PEGylées.

(2) L'utilisation de nanofleurs d’oxyde de fer
comme transporteurs biodégradables. Nous
avons déduit des données d'imagerie que les
nanoparticules d'or sont moins rapidement
éliminées de l'organisme lorsqu'elles sont
greffées sur des nanofleurs. De plus, nous avons
observé que les nanoparticules d'or ciblent mieux
les plaques d'athérosclérose lorsque les
nanofleurs les portent.
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Abstract: Chelator-coated gold nanoparticles
have promising potential for magnetic
resonance imaging (MRI)-guided radiotherapy
and for monitoring the biodistribution of these
radiosensitizing nanoparticles by simultaneous
PET/MRI imaging. However, this potential is
not fully exploited due to a too rapid renal
clearance. We, therefore, tested various
strategies to postpone renal clearance: (1)
PEGylation with different chain lengths of
chelators used to synthesize gold nanoparticles.
The biodistribution study showed that the length
of the PEG chain influences the in vivo behavior
and the antimetastatic effect of PEGylated gold
nanoparticles.

(2) The use of biodegradable iron oxide
nanoflowers as nanocarriers. We deduced from
the imaging data that gold nanoparticles are less
rapidly eliminated from the organism when
grafted to nanoflowers. Moreover, we observed
that gold nanoparticles target atherosclerotic
plaques better when nanoflowers carry them.
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