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INTRODUCTION GENERALE

A l'heure actuelle, I'un des défis majeurs a relever dans le développement des médicaments,
notamment dans le domaine de la cancérologie, est le ciblage sélectif de la molécule thérapeutique
vers les cellules pathologiques. Le site d’administration d’'un médicament étant trés souvent
différent du site d’action du principe actif, ce dernier se trouve confronté a des obstacles non
négligeables tels que le passage des barrieres biologiques, les interactions avec les protéines des
milieux biologiques, la dégradation ou encore le métabolisme. Afin d’obtenir des concentrations
thérapeutiques efficaces au niveau du site d’action, il faut généralement accepter une perte
importante de principe actif vers des sites non pathologiques. Il est aisé de comprendre que cela
peut engendrer des effets indésirables plus ou moins importants pouvant conduire a l'arrét du

traitement.

Le recours a la nanomédecine dans le développement des médicaments de demain a soulevé de
nombreux espoirs. En effet, cela ouvre des possibilités de ciblage plus sélectif et pourrait donc
permettre d’obtenir des thérapeutiques présentant une efficacité supérieure avec une moindre
toxicité en comparaison aux thérapies conventionnelles. Ce domaine scientifique reposant sur des
concepts novateurs et sur l'utilisation de matériaux innovants a pour objectif, d’'une part, de
concevoir des structures capables de transporter des principes actifs tout en les protégeant d'une
éventuelle dégradation et, d'autre part, de maitriser leur libération que ce soit en termes de durée

ou de localisation.

Ce manuscrit s’‘ouvre donc sur une introduction générale abordant des généralités sur les
nanomeédecines, les intéréts et limites de ces formulations ainsi que sur la pharmacocinétique des
nanomédicaments. Ce dernier point fait d’ailleurs I'objet d’une revue de la littérature. Ensuite, le
travail expérimental s’est établi en trois parties. La premiére s'intéresse au phénomeéne
d’adsorption des protéines autour des nanomédicaments. La seconde évalue le devenir in vivo des
nanomédicaments aprés injection intraveineuse chez le rat. Enfin, la troisieme partie permet
d’étudier spécifiqguement I'élimination rénale de ces nanomédicaments aprés administration dans
le compartiment sanguin chez le rat. Une discussion générale autour des méthodes utilisées lors

de ce travail expérimental suivie d’'une conclusion viendront clore ce manuscrit.
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1. Nanomeédecines et nanomédicaments : généralités

1.1. Définitions

Dés le Véme sjécle avant Jésus-Christ, les Grecs se sont interrogés sur la matiére. Est-elle
continue ? Est-elle divisible a linfini ou en petits fragments jusqu’a des petites particules
indivisibles et indestructibles ? Sans en avoir conscience, ces savants ont posé les premiéres bases

des nanosciences [1].

La trace grecque persiste a ce jour avec le préfixe « nano » qui fait référence a quelque chose de
trés petit, de I'ordre du nanometre (nm), 1 million de fois plus petit qu’'un métre soit 10° m. Selon
certains auteurs, les structures nanométriques sont définies comme présentant une taille allant
de 12100 nm [1,2]; pour d'autres, leur taille peut aller jusqu’a 1000 nm [3,4]. Elles représentent

I’espace dimensionnel compris entre les échelles atomiques et moléculaires. (Figure 1) [1,5-7].

P = |
i Va ® ESn [+
‘{i‘_—/d =T | et
€60 (1 nm) DNA (2 nm) uenP (550 nm) J | Bacteria 0.15-2 um ‘"';'g;:;"" Hair (60 um)J | Poilen (400 um)
100pm 1nm 10nm 100nm 1um 10pm 100pm 1mm
CELL STRUCTURES =L
gr '.":f“v <
Ribosome 20 nm o V
% % & Microtubule 25 nm 3 \.{;}7} 1\
Nuclear pore S0 nm YR < N\
aos AulPy Centriole 200 nm “!ochondvlow Red blood cell
Atom (0.1 nm) (1-5om)  (10-25nm) Virus (10-150 nm) tysosomes 200-500 Spm {9 pm) Neuron (200 um)

Figure 1. Echelle de comparaison de taille des nanomatériaux.
(Reproduite a partir de Bayda et al. [1])

Les nanosciences peuvent se définir simplement comme les sciences s’intéressant aux structures

nanométriques.

En 1959, le scientifigue américain Richard Feynman, prix Nobel de Physique, est le premier a
introduire le concept de « nanotechnologies » au cours d’une conférence donnée lors du congrés
annuel de la Société Américaine de Physique [8]. Bien qu’il ne mentionne jamais le terme de
« nanotechnologies », il explique que, grace a la mécanique quantique, il devrait étre possible de
produire et de contrdler des petites machines et évoque méme déja des applications possibles en
médecine [9]. Il est reconnu aujourd’hui comme le fondateur de ce nouveau champ de recherche.
Ce n'est qu’en 1974 qu’apparait la premiére vraie définition, toujours valable aujourd’hui, du

«[..],

terme « nanotechnologies » donnée par le scientifique japonais Norio Taniguchi :

@ISO



nanotechnology mainly consists of the processing of separation, consolidation and deformation of
materials by one atom or one molecule » [10]. Les nanotechnologies peuvent également étre
définies comme |'application pratique des concepts théoriques établis par les nanosciences ; elles
représentent |'ensemble des techniques et/ou des outils utilisant des matériaux de taille
nanométrique. Pour simplifier, I'Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée (IUPAC) et la
Commission Européenne se sont accordées pour désigner les nanoparticules comme des objets

avec une ou plusieurs dimensions externes dans la plage de 1 a 100 nm [2,11,12].

Les nanotechnologies ont été intégrées dans de nombreux domaines tels que la mécanique,
I'informatique, la biologie, la toxicologie, la cosmétologie et bien slr la médecine. L'utilisation de
nanoparticules en médecine, et plus largement en santé, que ce soit pour des applications
diagnostiques ou thérapeutiques, appartient au champ de recherche de la nanomédecine
[1,13,14]. La Fondation Européenne de la Science (ESF) en donne la définition suivante:
« Nanomedicine uses nano-sized tools for the diagnosis, prevention and treatment of disease and
to gain increased understanding of the complex underlying patho-physiology of disease. The
ultimate goal is to improve quality of life » [15]. Ainsi, la nanomédecine peut étre définie comme
la science qui s'intéresse aux nanotechnologies dans le domaine de la santé. Lorsque ces
nanotechnologies sont utilisées comme vecteur de substances actives, on parle alors de

nanomédicaments.

La recherche relative aux nanotechnologies est trés récente et représente probablement le
domaine de recherche en santé le plus prometteur du XXI¢™e siécle. Cela se traduit, notamment
dans le domaine de la médecine, par une augmentation exponentielle du nombre de publications
scientifiques incluant le terme « nanomedicine ». Alors que moins de 30 articles étaient publiés
en 2005, 857 en 2010, 3438 en 2014, aujourd’hui plus de 40 000 publications sont recensées
dans la base Medline [16-19]. Toutefois, ces chiffres sont a interpréter avec prudence car I'emploi
du terme « nanomedicine » par la communauté scientifique et surtout médicale fait suite a une
publication parue dans un journal médical de grande envergure, le New England Journal of
Medicine, en 2010 [20].
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1.2, Infrastructures

Les nanotechnologies ont pu bénéficier pour leur développement, et depuis maintenant plus de
20 ans, de la mise en place d’infrastructures spécifiques publiques ou privées [4,21]. Afin de
mieux appréhender les différentes structures entre les Etats-Unis et I'Union Européenne, il a été

choisi de scinder la description des deux organisations.

Tout d’abord, en 2000, devant l'intérét grandissant pour le potentiel des nanotechnologies, les
Etats-Unis ont créé la National Nanotechnology Initiative (NNI), organisation gouvernementale
coordonnant la recherche et les ressources financiéres pour le développement des
nanotechnologies [2,22]. Quatre ans plus tard, en 2004, grace a |'association du National Cancer
Institute (NCI), du National Institute of Standards and Technology (NIST) et de la Food and Drug
Administration (FDA), le Nanotechnology Characterization Laboratory (NCL) est fondé. Il s'agit
d’'une structure dédiée a la caractérisation et aux études de sécurité précliniques des
nanoparticules [23,24]. Enfin, en 2012, a l'initiative du NCI, un consortium est créé pour accélérer
le développement et |'utilisation des nanotechnologies dans le diagnostic et le traitement des
cancers. Ce partenariat public/privé appelé « Translation Of Nanotechnology In Cancer » (TONIC)
réunit des experts des secteurs publics et privés provenant du monde universitaire, du

gouvernement et de l'industrie [23].

En paralléle, en Europe en 2005, les industriels des nanotechnologies, en collaboration avec la
Commission Européenne, fondent la Plateforme Technologique Européenne de Nanomédecine
(ETPN) dans le but de développer les applications des nanotechnologies en santé et de faire de
I'Europe le leader mondial de la nanomédecine. En 2015, I'ETPN devient une association
indépendante et choisit d'implanter son siege en France au sein de |'Ecole Supérieure de Physique
et de Chimie Industrielle (ESPCI ParisTech). L'association rassemble aujourd’hui plus de 125
membres de 25 états membres différents couvrant tous les acteurs de la nanomédecine :
universités, PME, industrie, agences publiques, Commission Européenne... [23,25]. L'European
Nanomedicine Characterization Laboratory (EU-NCL) est créé en 2015. A l'instar de sa structure
homologue américaine, ce laboratoire a pour vocation d’améliorer la caractérisation des
nanoparticules pour diverses applications médicales telles que le cancer, le diabéte ou encore les

maladies inflammatoires chroniques [23,26].

La mise en place de ces infrastructures spécifiques est inédite et probablement liée aux attentes
nombreuses de la recherche pharmaceutique pour développer les nanomédicaments, en

particulier dans le domaine de la cancérologie [27].
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1.3. Classification des nanosystéemes pharmaceutiques

Les nanomédicaments peuvent étre composés d’une grande variété de matériaux et de structures

physiques différentes. Il existe de multiples maniéres de classer les nanosystémes (ou

nanovecteurs) pharmaceutiques, toutes basées sur des critéres tels que leur composition

chimique, leur forme, leur taille ou encore leur mode de synthése [28].

Deux classifications sont fréquemment retrouvées dans la littérature. La premiere distingue les

nanodispositifs des nanomatériaux ; ces derniers pouvant étre divisés en nanocristaux et

nanostructures polymeéres et non polyméres (Figure 2) [4,29,30].

NEMS/MEMS
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Nanoparticules

Dendriméres

Médicaments
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Nanoparticules
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Nanoparticules
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Nanotubes de
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Figure 2. Diagramme des différents types de nanosystémes pharmaceutiques.

NEMS: Nano-Electro-Mechanical-System; MEMS: Micro-Electro-Mechanical-System

La seconde classification différencie les nanosystémes en deux catégories : les nanosystémes

organiques et les nanosystémes inorganiques (Figure 3) [2,7,31].
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Figure 3. Nanosystémes pharmaceutiques organiques et inorganiques.
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Les nanosystémes a usage médical disponibles sur le marché sont détaillés ci-apres :

Nanocristaux

Les nanocristaux sont des nanoparticules cristallines présentant au moins une dimension
inférieure a 100 nm. Ils n‘ont pas de matrice et sont donc entierement composés de la substance
active. La dispersion des nanocristaux dans un liquide permet d'obtenir des nanosuspensions,
formulations utilisées pour augmenter la solubilité de molécules hydrophobes. Les
nanosuspensions présentent un taux de dissolution élevé du principe actif et permettent donc
d’améliorer la biodisponibilité. En général, les nanosuspensions doivent étre stabilisées en utilisant

des tensioactifs ou des stabilisants polyméres [2,32,33].

Liposomes

Les liposomes sont des nanovésicules organiques artificielles dont la membrane est constituée
d’'une (ou plusieurs) bicouche(s) phospholipidique(s) renfermant une cavité aqueuse. La
nanomeédecine s’intéresse depuis longtemps a ces structures en raison de leurs nombreux
avantages : petite taille (50 a 200 nm), biocompatibilité, biodégradation, transport de principes
actifs lipophiles (membrane) et/ou hydrophiles (coeur), augmentation possible de la demi-vie
plasmatique aprés pégylation de la bicouche lipidique, c’est-a-dire ajout de chaines plus ou moins
longues de polyéthylene glycols (PEG). Le principal inconvénient des liposomes est leur faible
stabilité chimique engendrée par une hydrolyse in vivo des phospholipides. Pour pallier cela, de
nouvelles nanovésicules plus stables (polymersomes et niosomes) sont actuellement a I'étude
(Figure 4) [2,4,32].

R
Stealth N

. \ ol QP9
liposomes QAN ¢
P "\|

M >

(P

Liposomes

Niosomes ®0¢ | L.\ . Polymersomes

@ Hydrophilic drug
@ Hydrophobic drug

Figure 4. Liposomes et dérivés. (Reproduite a partir de Bisso et al.[2])

Stealth liposomes : liposomes rendus furtifs apres introduction de lipides pégylés au sein de la membrane
phospholipidique ; Niosomes : vésicules dont la membrane est une bicouche de tensioactifs non-ioniques ;
Polymersomes : vésicules dont la membrane est composée d’une bicouche de copolyméres autoassemblés
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Micelles

Les micelles sont des nanovecteurs supramoléculaires généralement sphériques de taille comprise
entre 10 et 200 nm constitués d’'un noyau et d’'une enveloppe. Elles sont formées par |'auto-
assemblage de molécules amphiphiles : tensioactifs de bas poids moléculaire (micelles de
tensioactifs) ou copolyméres (micelles polyméres). Les structures micellaires sont intéressantes
pour la vectorisation de principes actifs. En effet, d’'une part, usuellement, leur noyau hydrophobe
peut transporter un ou plusieurs médicaments, particulierement les molécules peu solubles dans
I'’eau. D’autre part, leur enveloppe hydrophile stabilise le coceur de la micelle et protege le
médicament en milieu aqueux. Cette enveloppe peut étre fonctionnalisée dans le but d’obtenir un
ciblage plus précis ayant pour conséquence une augmentation de la spécificité et de l'efficacité
avec une diminution de la toxicité. Les nanostructures micellaires présentent une perméabilité et
une solubilité élevée. Il est a noter que, généralement, les micelles polymeéres sont plus stables
dans le sang que les micelles de tensioactifs et les liposomes. Cependant, leurs points faibles sont
les suivants : maitrise difficile de la libération du principe actif et cytotoxicité (interaction des

molécules membranaires amphiphiles avec les membranes cellulaires) [2,31,32].

Nanoparticules dendrimeéres
Les nanoparticules dendriméres sont des nanovecteurs globulaires arborescents de petite taille
(< 10 nm). Elles sont constituées d'un noyau central auquel se rattachent de nombreuses
ramifications parfaitement identiques et hautement fonctionnalisées. Au fur et a mesure de la
croissance en génération d’'un dendriméere (augmentation exponentielle du nombre de fonctions
périphériques), trois compartiments vont apparaitre :

- la surface multivalente composée des fonctions périphériques libres ;

- les couches externes situées sous la surface et protégées du milieu extérieur par la

surface périphérique ;

- le coeur, point d’attache des ramifications, complétement isolé du milieu extérieur.

Les dendrimeéeres présentent les avantages suivants : structure uniforme, masse moléculaire

définie, faible polydispersité et haut potentiel de fonctionnalisation [4,32].

Nanocapsules

De maniére générale, les nanocapsules sont des nanovecteurs vésiculaires composés d’un ceceur
huileux ou aqueux enrobé d’‘une fine coque rigide pouvant étre constituée de polyméres naturels
ou synthétiques. Leur taille varie de 30 a 200 nm. Les nanocapsules ont la capacité d’intégrer une
grande variété de molécules y compris des molécules biologiquement instables telles que des
acides nucléiques, des peptides ou des protéines qui vont pouvoir ainsi échapper in vivo a leur
dégradation hydrolytique et enzymatique. Ce sont des nanosystémes biodégradables présentant
une bonne biocompatibilité et qui en fonction de leur composition, peuvent présenter une capacité
de charge élevée [2,34-37]. Il est a noter ici que la partie expérimentale de ce manuscrit porte
sur les nanocapsules lipidiques (NCLs), nanocapsules formées d’un coeur huileux composé de

triglycérides a chaine moyenne et d'une coque associant phospholipides et tensioactifs [36].
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Nanoémulsions

Une nanoémulsion est constituée de 2 liquides non miscibles, I'un étant dispersé dans |'autre sous
forme de nano-gouttelettes (20 a 200 nm de diamétre). Les nanoémulsions utilisées dans le
domaine pharmaceutique sont quasi-exclusivement des nanoémulsions huile dans eau (H/E). Elles
peuvent étre utilisées pour le transport et la libération de principes actifs. Malheureusement, ces
structures peuvent étre instables et donc sujettes aux phénomenes de type oxydation, crémage,
floculation, séparation de phase... Néanmoins, |'utilisation de tensioactifs optimisés pour les

stabiliser permet de faciliter leur utilisation en pratique courante [2].

Nanoparticules polymeéres

Les nanoparticules polymeéres sont des nanovecteurs solides matriciels pouvant transporter un
large éventail de molécules (principes actifs, protéines, acides nucléiques, agents
diagnostiques...). Le transport de ces molécules peut se faire soit via leur intégration au sein du
noyau de la nanoparticule, soit par liaison physique ou chimique a sa surface. Les polyméres
synthétiques les plus utilisés en formulation de nanoparticules polymeéres pour la délivrance de
principes actifs sont des polyméres biodégradables (PLA : polylactide ; PGA : polyglycolide ; PLGA
: poly(lactide-co-glycolide) ; PACA : poly(cyanoacrylate d’alkyle) ; PAA : poly(acide aminé))
présentant une faible toxicité puisque pouvant étre facilement métabolisés et dégradés par
I'organisme avant d’étre éliminés. L'enthousiasme pour ce type de nanovecteur est lié a leur
facilité de synthese, leur faible co(t de production ainsi qu’a la possibilité d’obtenir des structures
présentant une grande diversité de composition, d'architecture et de fonctionnalisation. Comparés
aux autres, ces nanosystémes relativement stables présentent la plus longue durée d’action, sans

toutefois dépasser 24 heures [2,32,38].

Nanoparticules inorganiques

La grande famille des nanoparticules inorganiques contient une large variété de nanosystémes
(Figure 3). Bien que ces nanoparticules présentent des propriétés électroniques intéressantes
pour une utilisation en diagnostic ou en thérapeutique, leur développement reste souvent limité
aux stades précliniques et ils sont peu retrouvés dans les nanomédicaments autorisés,
principalement en raison de leur faible biodégradabilité et de leur mauvaise biocompatibilité. Les
nanoparticules inorganiques actuellement disponibles sur le marché sont limitées aux
nanoparticules d’oxydes métalliques : nanoparticules d’oxyde de fer et nanoparticules d’oxyde
d’hafnium [2,30,31].
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Conclusion

En fonction de l'application recherchée, la forme et le choix des matériaux sont déterminants
puisqu'ils vont pouvoir conférer des caractéristiques spécifiques aux systémes nanoparticulaires
et donc des capacités d’interactions avec les milieux biologiques plus ou moins importantes
influencant leur pharmacocinétique [39-42].

Parmi les nanosystéemes pharmaceutiques qui ont été développés depuis |'essor de la
nanomeédecine, les systémes liposomaux, les nanoparticules polymeéres, et plus récemment les

nanocapsules, sont les plus étudiés et semblent étre les plus prometteurs.
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1.4. Applications médicales

Initialement, le champ d’‘application de la nanomédecine s’est naturellement tourné vers le
diagnostic et le traitement des cancers, pathologies dont l'incidence ne cesse d’augmenter en
dépit d’'une meilleure connaissance des facteurs de risques et de la mise en place de dépistages
précoces. Toutefois, des applications sont également attendues dans d’autres domaines comme
les maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives ou le développement de

nouveaux vaccins par exemple [43,44].

Les nanotechnologies a usage médical sont étudiées, voire pour certaines déja utilisées en
pratique courante, dans quatre types d‘applications :

- le diagnostic (nanodiagnostic) ;

- l'administration controlée de principes actifs (nanothérapie) ;

- la médecine régénérative ;

- la théranostique (nanothéranostique).

Alors que les nanosystémes non polymeéres sont utilisés en diagnostic (in vitro ou in vivo), les
nanostructures polymeéres sont plutét mises au service de la galénique pour créer de nouveaux

systemes de libération de molécules actives (« drug delivery system » (DDS)) [4].

Les nanomédicaments en cours de développement ou déja disponibles sur le marché a des fins
de diagnhostic sont essentiellement des agents de contraste utilisant des nanoparticules d’oxyde
de fer ou d’or, des liposomes de gadolinium ou de maghémites (magnétoliposomes), des quantum
dots ou encore des nanocapsules de perfluorocarbures. Bien que le profil toxique de ces nouveaux
agents de contraste soit encore peu connu, I'accumulation de ceux-ci dans certains tissus ne fait

aucun doute. Ainsi, leur développement en tant qu’outils d'imagerie reste trés limité [45,46].

Les nanomédicaments a visée thérapeutique sont essentiellement employés dans le traitement
des cancers. En voici quelques exemples : le cancer des ovaires (Caelyx® - doxorubicine
liposomale pégylée), le cancer du sein (Abraxane® - nanoparticules de paclitaxel liées a de
I'albumine humaine) ou encore les leucémies (Vyxeos® - daunorubicine/cytarabine liposomales).
D’autres applications sont possibles puisque certains nanovecteurs ont permis d’encapsuler un
antifongique (Ambisome® - amphotéricine B liposomale), un anesthésique (Diprivan® -
nanoémulsion de propofol), un immunosuppresseur (Sandimmun® - nanoémulsion de
ciclosporine) et méme du matériel génétique tel qu’un ARN silence (Onpattro® - nanocapsules de
patisiran sodique) [14,39]. Les nanomédicaments actuellement autorisés sur le marché européen

sont présentés dans le Tableau 1.

CO0ea | 24



Tableau 1. Nanomédicaments autorisés dans |I'Union Européenne. [14,47,48]

Laboratoire

Autorisation

Type Spécialité pharmaceutigue DCI EMA Forme galénique Indications
Gélules, poudre
Emend® Merck Aprépritant 2003 pour suspension Antiémétique
buvable
. Laboratoires P . S
Lipanthyl® Fournier Fénofibrate 2000 Comprimés Hyperlipidémie
lvemend® Merck I(:jpsaprepn_a nt 2008* Solution injectable Antiémétique
imeglumine
Nanocristaux Olanzapine PRI GRS
Zypadhera® Lilly p 2008 pour suspension Schizophrénie
pamoate -
injectable
Janssen S - - . -~
Invega® Pharmaceuticals Palipéridone 2007 Comprimés Schizophrénie
Xeplion®/ Janssen Palipéridone Suspension . -
Trevicta® Pharmaceuticals palmitate 20 injectable SHIEaEE
Rapamune® Wyeth. Sirolimus 2010 Comprlmes, Immunosuppre.sseurl dans
Pharmaceuticals solution buvable la transplantation rénale
Ay Aspergillose/candidose
AmBisome® NeXstar_ Amphoterlcme B 1998 ) POl_Jdre_ pour systémique,
Pharmaceuticals liposomale dispersion injectable LA
Cryptococcose méningée
- Dispersion
DaunoXome® Galen LTD D:;\_unorublcme 1996* liposomale Sarcome de Kaposi
iposomale e
injectable
Doxorubicine Dispersion Cancer du sein, Cancer de
Caelyx® Baxter liposomale 1996 liposomale I’ovaire, Sarcome de
pégylée injectable Kaposi
Doxorubicine Poudre et solyant Cancer du sein
Myocet Teva - 2000* pour dispersion . .
liposomale . métastatique
injectable
Liposomes VYXE0s® Jazz Dag;tc;rrt;lgli(r:::e/ 2018 Poudre pour Leucémie aigué
y Pharmaceuticals ] dispersion injectable myéloblastique
liposomales
. Irinotecan Dispersion ) .
Onivyde® Merrlmagk sucrosulfate 2016 liposomale ) Adenocarcmome ,
Pharmaceuticals . . g métastatique du pancréas
liposomal pégylé injectable
Mepact® Takeda M_lfarmutlde 2009* Pc_)udr_e pour Osteqsarcome non
liposomal solution injectable métastatique
Sulfate de Suspension
DepoDur® SkyePharma morphine 2006* USP Analgésie post-opératoire
. injectable
liposomal
Néovascularisation
Visudyne® LT - Vertéporfine 2000 Pc_)udr_e pour choroidienne dans la
Phototherapeutics solution injectable .
DMLA exsudative
. Oasmia Paclitaxel Poudre pour C,aflce.rs de Iovaire, du
Micelles Apealea® . . . 2018 - péritoine et des trompes
Pharmaceutical micellaire solution injectable
de Fallope
Abelcet® Defiante Farma Amphotéricine B 1997 S_u§pen5|on Asperglllolse/_candldose
injectable systémique
Spikevax® Moderna Elasoméran 2020 I?r:gg(i;sgtl): Prévention de la Covid-19
Nanocapsules : Amylose héréditaire a
Onpattro® Alnylam Patisiran sodique 2018 Solution injectable y e
transthyrétine
Comirnaty® Pfizer-BioNTech Tozinaméran 2020 IiDr:;ep;StI)cl): Prévention de la Covid-19
Prévention du rejet de
greffe, Syndrome
Ne_oral®/ Novartis Ciclosporine 1995 Caps_ule molle/ néphrotique, Psoriasis,
Sandimmun® Solution buvable - "
Polyarthrite rhumatoide,
Nanoémulsions Dermatite atopique
Leucémie aiglie
Oncaspar® S SR AR 2016 Solution injectable Iymph(_)blastllqu.e.:,
Leucémie myeloide

pharmaceuticals

pégylée

chronique

* Non commercialisé en France

** Non encore commercialisé a ce jour
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Tableau 1 (suite)

. Nanomédicaments autorisées dans I’'Union Européenne. [14,47,48]

Laboratoire

Autorisation

Types Spécialités pharmaceutigue DCI EMA Forme galénique Indications
Sédatif/hypnotique utilisé
Nanoémulsions Diprivan® Fresenius Kabi Propofol 2001 Emulsion injectable comme anesthésique
général
Polyarthrite rhumatoide,
Certolizumab- Maladie de Crohn,
Cimzia® UCB Pharma 2009 Solution injectable Spondylarthrite
pegol .
ankylosante, Rhumatisme
psoriasique
Mircera® Vifor Metho_)fy_-PEG- 2018 Solution injectable Anémie
. Epoiétine
Nanoparticules -~
olyméres . . o 2L ol 0
P Neulasta® Amgen Pegfilgrastim 2002 Solution injectable chimiothérapie
anticancéreuse
Pegasys® Genentech USA Peglnterfero_n alfa 2002 Solution injectable Hépatite B, Hépatite C
2a recombinant
Poudre et solvant
Somavert® Pfizer Pegvisomant 2003 pour solution Acromégalie
injectable
Copolymere
Copaxone® Teva d’acétate de 2016 Solution injectable Sclérose en plaque
glatiramére
Cancer du sein
Nanoparticules - Poudre pour métastatique, Cancer du
protéiques AUTREED el Bl P AL solution injectable  poumon, Adénocarcinome
métastatique du pancréas
“Yttrium- Dispersion Lymphome non
Zevalin® Bayer Ibrl_tumomab 2004 injectable hodgkinien
tiuxétan
Renagel®/ Chlorhydrate/ Comprimés/Poudre Hyperphosphorémie de
Nanocomplexes Renv%la@ Sanofi-Aventis Carbonate de 2007 pour suspension I’insuffisant rénal
sevelamer buvable chronique dialysé
. S _— Prophylaxie des maladies
Nanopa_lrtlf: ules Vivagel BV® StarPharma Astroghmere 2015* Gel pour application sexuellement
dendriméres sodique locale L
transmissibles
Complexe
Venofer® Vifor ¢ hyd_roxyde 1998 Solution injectable Al par carence
ferrique - martiale
Nanoparticules saccharose
inorganiques Ferinject® Vidor Carboxymaltose 2010 Solution injectable Anémie par carence
ferrique martiale
Hensify® Nanobiotix NBT>’(R3 - Oxyde 2019%* Suspension Sarcome des tissus mous
d’hafnium injectable localement avancé

* Non commercialisé en France
** Non encore commercialisé a ce jour
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La médecine régénérative vise a restaurer les tissus, et donc les fonctions des organes, en utilisant
I'ingénierie tissulaire et la thérapie cellulaire [4,49,50]. Le recours aux nanomédicaments dans ce
domaine en est a I'état de concept avec un potentiel important d’applications. En effet, la
régénération des tissus, en considérant I'utilisation des nanovecteurs biocompatibles, ne semble
pas limitée si la vectorisation permet d’atteindre le tissu cible (cérébral, hépatique, cutanég,
oculaire ou encore cardiaque). Les nanoparticules polymeéres microsphériques constituées d’un
copolymere d’acide lactique et glycolique (PLGA) sont le véhicule le plus utilisé [46,49,51]. Les
nanoformulations les plus avancées concernent |I'encapsulation de facteurs de croissance comme
par exemple le facteur de croissance neurotrophique issu des cellules gliales (Glial cell line-Derived
Neurotrophic Factor (GDNF)). Du fait de la courte demi-vie du GDNF et de son passage limité de
la barriere hémato-encéphalique (BHE), |'utilisation de ce nanomédicament représente une réelle
source d’espoir dans le traitement de la maladie de Parkinson. D’autres études s’intéressent a
I'encapsulation du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (Vascular Endothelium
Growth Factor (VEGF)). De tels nanomédicaments permettraient de régénérer le tissu cardiaque

détruit a la suite d'un accident cardiaque ischémique [51].

Enfin, il subsiste une derniére application, toujours en phase de développement: la
nanothéranostique. Il s'agit dans cette approche d’utiliser des nanomédicaments contenant, dans
une méme formulation, a la fois un agent d'imagerie et un principe actif afin de combiner la
thérapie au diagnostic [52,53]. Les nanomédicaments destinés a des applications théranostiques
sont en plein essor avec par exemple l'utilisation récente d’un radionucléide, le lutétium, qui
possede des propriétés diagnostiques (imagerie médicale en médecine nucléaire) et
thérapeutiques. Ce dernier a été associé d’'une part a un analogue de la somatostatine pour le
diagnostic et le traitement des tumeurs neuroendocrines (177Lu-DOTATATE) et, d’autre part, a un
antigéne membranaire spécifique de la prostate pour une utilisation chez les patients atteints de

tumeurs métastatiques prostatiques (}”’Lu-PSMA-617) [45,52].
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2. Développement des nanomédicaments : intéréts et limites

Il est évident que les nanomédicaments ont bénéficié d’'un développement rapide motivé par la
nécessité d'avoir a disposition des outils diagnostiques toujours plus rapides et sensibles et des
thérapies plus s(ires, plus efficaces et plus personnalisées. Au cours de leur développement, les
avantages théoriques des nanomédicaments sont restés longtemps sans ambiguité : faible
toxicité, temps de circulation dans le sang augmenté, clairance diminuée, bonne stabilité dans les
milieux biologiques et bonne reproductibilité de formulation. Ainsi, de grands espoirs ont été
fondés pour une utilisation en clinique. Toutefois, de nombreuses limites entravent le

développement des nanomédicaments [54].

2.1. Intéréts des structures nanométriques
2.1.1. Taille des nanovecteurs et surface de contact disponible

En raison de leur petite taille, les nanoparticules présentent un rapport surface/volume
extrémement élevé. En effet, pour un volume équivalent, plus la matiére constituant ce volume
est petite et plus la surface de contact avec |'extérieur est grande (Figure 5). Ainsi, les
nanoparticules posseédent des propriétés physiques et chimiques radicalement différentes des
structures de méme composition mais de taille supérieure. Les nanovecteurs possédent une

énergie de surface élevée les rendant hautement réactifs [14].
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Figure 5. Effet de la diminution de la taille d'un cube sur la surface de contact.
(Reproduite d’aprés www.nano.gov [22])
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Dans le cas des nanocristaux, une surface disponible importante entraine une augmentation de la
vitesse de dissolution et donc une augmentation de la quantité de substance active libre ce qui
favorise I'absorption de cette derniére et, par conséquent, améliore sa biodisponibilité [55]. Cela
peut étre illustré par I'exemple du Lipanthyl® 67 mg en gélule, avec la substance active sous
forme micronisée, qui est bioéquivalent au Lipanthyl ®100 mg comprimés avec la substance active

qui est sous la forme standard [56].

La surface disponible est I'un des critéres d’identification des nanomédicaments et plus largement
des nanomatériaux. En effet, dans une recommandation du 18 octobre 2011 relative a la définition
des nanomatériaux, la Commission Européenne précise que « Tout matériau est a considérer
comme relevant de la définition [de nanomatériau] dés lors qu’il présente une surface spécifique

en volume supérieure a 60 m?/cm? » [11,12].

2.1.2. Solubilisation de substances actives hydrophobes

De nombreux anticancéreux ont montré, du fait de leurs propriétés physicochimiques, des
problémes de solubilité, de stabilité ou encore de faible biodisponibilité [17]. Les nanovecteurs
sont des DDS qui permettent d’améliorer la solubilité des principes actifs peu solubles et/ou non
stables dans les milieux biologiques puisque leurs formulations associent des excipients

hydrophiles et hydrophobes [4].

Le meilleur exemple est peut-étre celui du paclitaxel, molécule lipophile donc peu soluble en milieu
aqueux. En effet, la formulation de médicaments conventionnels a base de cet anticancéreux et
pour une administration par voie intraveineuse nécessite le recours a des excipients toxiques tels
que I'huile de ricin polyoxyéthylénée (Cremaphor EL®) ou I‘éthanol. Le développement puis la
mise sur le marché en 2008 de I’Abraxane®, nanomédicament utilisant de I'albumine humaine
pour améliorer la solubilisation du paclitaxel, a permis d’Gter ces excipients toxiques améliorant

ainsi la tolérance du médicament et permettant d’administrer des doses plus importantes [23,57].

Citons également I'exemple de I'’AmBisome®, une formulation liposomale d’amphotéricine B mise
sur le marché en 1998. L'amphotéricine B est un antifongique lipophile pour lequel il existe une
formulation conventionnelle injectable sous forme de suspension d’amphotéricine B désoxycholate
(Fungizone®). Malheureusement, la toxicité de ce médicament, en particulier au niveau rénal,
limite la dose pouvant étre administrée. Les avantages de I’AmBisome® par rapport a la
Fungizone® sont les suivants : amélioration des propriétés pharmacocinétiques, meilleure
stabilité, diminution de I'accumulation dans les tissus sains et réduction des effets indésirables
[32,58].

2.1.3. Vectorisation

C’est notamment par un meilleur ciblage (ou vectorisation) des sites pathologiques que les

nanomédicaments présentent un bénéfice thérapeutique important, particulierement en
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cancérologie. Ce ciblage peut étre passif, c'est-a-dire engendré par des mécanismes

physiologiques ou physiopathologiques, ou actif aprés fonctionnalisation des nanovecteurs.

a) Ciblage passif

Le ciblage passif des cellules pathologiques par les nanomédicaments repose principalement sur
la théorie de l'effet EPR « Enhanced Permeability Retention ». Ce phénomeéne a été décrit dans
les années 80 pour les macromolécules et correspond a une augmentation de la perméabilité
vasculaire liée a l'existence de fenestrations du tissu endothélial dans certaines situations

pathologiques telles que l'inflammation ou la croissance de tumeurs solides [59-62].

Dans le cas de lI'inflammation, un remodelage vasculaire, lié a I'activation du systéme immunitaire,
est opéré pour permettre une pénétration des leucocytes dans le tissu. L'augmentation de la
perméabilité vasculaire en résultant peut permettre la rétention de nanoparticules au sein des

tissus enflammés ou infectés [63].

Dans le cas des tumeurs solides, le développement tumoral entraine la formation de nombreux
vaisseaux sanguins (néovascularisation) afin d’apporter oxygéne et éléments nutritifs nécessaires
a la croissance tumorale. Ce réseau vasculaire anormal présentant un épithélium fenestré et un
drainage lymphatique faible permet [|'extravasation et [|'accumulation massive des
nanomédicaments dans le tissu tumoral en comparaison aux autres tissus (Figure 6) [62,64,65].
Toutefois, le taux d’‘accumulation dans la tumeur dépend de plusieurs paramétres que sont la
taille du nanovecteur, le temps de circulation plasmatique du nanomédicament, le degré de
vascularisation de la tumeur et la taille des fenestrations endothéliales [63]. Il sera abordé dans
une prochaine partie toutes les limites liées a cette théorie conceptuelle du ciblage passif (2.2.7

Limites du ciblage).

b) Ciblage actif

Le ciblage actif des cellules pathologiques par les nanomédicaments résulte de la
fonctionnalisation de la surface externe des nanovecteurs. L'ajout de ligands tels que des peptides,
des protéines ou encore des anticorps va leur conférer le pouvoir d’interagir avec des récepteurs
présents a la surface des cellules cibles (Figure 6) [65]. Ceci est d’autant plus intéressant que,
bien souvent, les cellules pathologiques surexpriment certains récepteurs ou antigénes de
surface ; ainsi il en résulte un ciblage trés spécifique [66,67]. Cependant, la fonctionnalisation
des nanovecteurs facilitent leur reconnaissance, leur phagocytose aprés opsonisation et donc leur
dégradation par les macrophages du Systéme Réticulo-Endothélial (SRE). Par conséquent, il est
essentiel d’adapter le nombre de ligands a la surface des nanovecteurs afin de conserver un
ciblage actif efficace tout en limitant I'activation du SRE [68]. La pégylation est un moyen de
rendre les nanoparticules furtives pour le SRE. Elle permet de créer une couronne hydrophile qui
limite 'accés des cellules spécialisées telles que les macrophages [69,70]. Bien que de nombreux
nanomédicaments utilisant un ciblage actif soient en phase d’essai clinique plus ou moins avancée,

a ce jour aucun n’est encore autorisé sur le marché [65,66,71,72].
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Figure 6. Mécanismes de vectorisation des cellules tumorales par les nanomédicaments.
(Reproduite a partir de Peer et al. [65])

Vectorisation passive via l'effet EPR ; Vectorisation active par fonctionnalisation des nanoparticules : (i)
relargage du principe actif a proximité des cellules cibles ; (ii) liaison a la membrane cellulaire des cellules
cibles et action en tant que réservoir extracellulaire a libération prolongée ; (iii) internalisation dans la cellule
cible par endocytose

2.1.4. Amélioration du profil pharmacocinétique

La force des nanovecteurs comme DDS réside dans leur capacité a pouvoir modifier la
pharmacocinétique des molécules actives transportées. Les deux avantages majeurs sont la
protection du principe actif des dégradations enzymatiques, chimiques ou immunitaires (SRE) et
la diminution de I’élimination rénale. Ainsi, les nanovecteurs permettent de diminuer la quantité
de principe actif administrée dans l'organisme par diminution de la dose par prise et/ou par
diminution de la fréquence d’administration [4,73]. De plus, ces nouveaux DDS facilitent le
franchissement des principes actifs a travers les membranes cellulaires pour atteindre les cellules

et donc augmenter l'efficacité thérapeutique [4].

Ces modifications substantielles du profil pharmacocinétique apportées permettent bien souvent
d’augmenter la tolérance des médicaments transportés. L'amélioration du profil
pharmacocinétique passe par une diminution des concentrations toxiques (diminution de la Cmax)
associée a des concentrations a I'équilibre efficaces pendant toute la durée du traitement (Aire

Sous la Courbe (ASC) stable) grace a une libération contrélée de I'actif [74]. Ceci permet une
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exposition prolongée des cellules cibles a des concentrations thérapeutiques efficaces de principe
actif. Ainsi, dans le domaine de la cancérologie, en parvenant a mieux cibler les tumeurs sans
trop exposer lindividu, les nanomédicaments améliorent la marge thérapeutique des

anticancéreux [23].

Le premier nanomédicament disponible sur le marché a été le Doxil® (FDA - 1995). Il s’agit de
liposomes pégylés encapsulant de la doxorubicine, anticancéreux de la famille des anthracyclines.
Bien que cette nanoformulation n’ait pas permis d’améliorer le bénéfice clinique du cancer du sein
(survie globale et survie sans progression tumorale), elle conduit a I'amélioration de la
biodisponibilité accompagnée d’'une augmentation du temps de circulation et d’'une diminution de
la toxicité cardiaque. En revanche, la fréguence d’apparition de la toxicité cutanée a aussi
augmenté (érythrodysesthésie palmo-plantaire ou syndrome main-pied), cela étant probablement
lié a I'allongement du temps de circulation entrainant une biodistribution non spécifique vers des
tissus sains [32,74,75].

2.2. Limites des nanosystemes pharmaceutiques

Compte tenu du faible nombre de nanomédicaments commercialisés a ce jour aprés plus de 30
ans de recherche, on peut affirmer aujourd’hui que la réussite concernant le développement des
nanotechnologies dans le domaine médical n’est pas au rendez-vous [76]. Reste a comprendre
les causes de cet échec. L’'enthousiasme était-il exagéré ? Les doutes sur l'innocuité ont-ils gagné
une partie de la communauté scientifique [77,78] ? Bien que les nanoformulations aient permis
des avancées majeures avec le développement et la mise sur le marché de nouveaux

médicaments, en particulier en cancérologie, des limites persistent [79].

2.2.1. Caractérisation physicochimique

La caractérisation physicochimique des nanovecteurs apparait comme un défi technique majeur
tant pour les scientifiques que pour les autorités réglementaires et nécessite des investissements
importants. Cette étape est indispensable pour comprendre le comportement des nanovecteurs
dans I'organisme mais aussi pour améliorer I’'évaluation de la sécurité des nanomédicaments. Le
recours a des méthodes fiables et précises est nécessaire pour détecter et quantifier les

nanomédicaments avant et aprés leur administration.

A I'heure actuelle, il n'existe pas de consensus sur les méthodes a employer ni sur le nombre de
parametres a évaluer. Outre la taille, la forme et la charge électrostatique, il semblerait judicieux
de déterminer au minimum les caractéristiques suivantes : degré d’agrégation, structure
cristalline, surface spécifique, porosité, composition chimique, solubilité dans I’'eau, vitesse de
dissolution et, le cas échéant, qualité des molécules fixées en surface et densité des ligands
accrochés [14]. Tous ces parametres sont parfois difficilement évaluables. Cependant, ils sont

essentiels puisqu’ils peuvent modifier les propriétés physicochimiques intrinséques des
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nanovecteurs et donc leur pharmacocinétique, leur pharmacodynamie et leurs interactions avec
leur cible [54,57].

Idéalement, la caractérisation physicochimique des nanovecteurs devrait étre effectuée au cours
de toutes les étapes de développement d’'un nanomédicament, des premiers essais in vitro aux
évaluations in vivo. Il apparait indispensable d’établir un consensus international a ce sujet pour

gagner en précision et en standardisation [14,80,81].

2.2.2. Capacité d’encapsulation du principe actif

L'efficacité d’encapsulation d‘un principe actif est I'un des parametres importants lors du
développement des nanomédicaments. La quantité de principe actif transportable dans les
nanovecteurs est extrémement limitée en comparaison aux médicaments conventionnels. Par
exemple, les micelles polyméres peuvent encapsuler seulement 10 % de leur masse totale (masse
de principe actif/masse de I'ensemble des nanovecteurs). De plus, la perte de principe actif non
encapsulé lors de la phase de formulation n’est pas négligeable. Afin de limiter ces pertes, il est
possible d’utiliser des polymeéres ayant une affinité spécifique pour la molécule encapsulée
[82,83].

2.2.3. Reproductibilité et maitrise des procédés de formulation au niveau industriel

L'obtention de nanovecteurs homogeénes sur le plan physique et chimique est I'un des challenges
importants de l'industrie pharmaceutique. Aucune méthode d’obtention des nanomédicaments
n’est parfaite. Sont en cause des procédés de formulation souvent complexes avec de nombreuses
étapes (homogénéisation, sonication, centrifugation, évaporation des solvants, purification,
lyophilisation, stérilisation...). Si cela est généralement simple, relativement facile a maitriser et
peu col(teux en laboratoire de recherche, il est souvent moins aisé de produire ces
nanomédicaments a I'échelle industrielle. Cela entraine des probléemes de reproductibilité inter-
lots et représente une des limites majeures du développement des nanomédicaments. En effet,
toute variation de formulation liée au procédé de fabrication est susceptible d’entrainer des
modifications des propriétés physicochimiques (taille, charge de surface, taux d’encapsulation et
capacité de libération du principe actif...) a l'origine de modifications d’efficacité de ces
nanomédicaments [32,84-86]. A noter qu’a cause de problémes récurrents de production, la FDA
a retiré en 2017 I’AMM du Dépocyte® [87].

2.2.4. Stabilité et stockage des nanomédicaments

Comme tout médicament, les nanomédicaments doivent rester stables de leur production jusqu’a
leur administration [84]. Ceci doit impérativement étre pris en compte car l'efficacité et/ou
I'innocuité du nanomédicament aprés administration peuvent étre affectées. Le principe actif lui-

méme peut aussi étre a l'origine de la dégradation du nanovecteur.
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Les problémes de stabilité a long terme en solution aqueuse semblent essentiellement concerner
les nanoparticules organiques. Une étape de purification est essentielle pour éliminer au maximum
les résidus post-formulation (principe actif libre, excipients, solvants...) car ils peuvent déclencher
ou catalyser des réactions de dégradation. S’ajoute a cela le recours a des procédés tels que la
lyophilisation ou la congélation permettant de maintenir lintégrité physicochimique des
nanovecteurs. L'inconvénient de ces deux techniques est |'utilisation d’agents cryoprotecteurs,
comme le tréhalose, qui peuvent a leur tour modifier les propriétés physicochimiques du
nanovecteur [88-91]. A noter que les conséquences des modifications physicochimiques des
nanovecteurs au cours du temps sont, par exemple, le relargage massif de principe actif ou

I’'apparition de phénomeénes d’agrégations lors de I'administration.

D’autres procédés de conservation peuvent étre employés comme la stérilisation qui permet de
fournir un médicament exempt de microorganismes. Ceci est nécessaire et obligatoire lors de
l'usage de certaines voies d’administrations comme la voie parentérale. En plus d’utiliser du
matériel et des matiéres premieres stériles pour diminuer biocharge initiale, il est possible
d’utiliser des méthodes de stérilisation dites terminales. Les méthodes qui semblent les plus
utilisées sont, la filtration stérilisante qui est adaptée si les nanovecteurs ne mesurent pas plus
de 200 nm ou encore l'autoclavage si les nanovecteurs peuvent résister a des conditions de
températures et de pressions importantes (120°C pendant 20 min). Ajouté a cela l'irradiation aux
rayons Gamma ou encore la stérilisation basse température par gaz plasma (45°C pendant 50
min) si cela ne modifie pas de fagon substantielles les caractéristiques initiales du nanovecteur
[92].

Il convient d’étre particulierement attentifs lors de ces étapes car les procédés de conservation
eux-mémes peuvent entrainer des modifications du nanovecteur. Il est donc nécessaire de
rechercher les modifications physicochimiques liées aux procédés de conservation afin d'évaluer
leurs éventuelles conséquences et de mettre en ceuvre, si nécessaire, des ajustements (type de

cryoprotecteur, vitesse de congélation...) [90,91].

2.2.5. Interactions avec les protéines

Comme évoqué précédemment, les nanovecteurs possédent une surface de contact disponible
importante leur conférant une énergie de surface élevée. Il en résulte une adsorption rapide de
certaines molécules (protéines, lipides) a leur surface aprés contact avec les milieux biologiques.
L'interaction la plus importante et la plus décrite est celle avec les protéines plasmatiques
aboutissant a la formation d’une couronne de protéines a la surface des nanoparticules (en

anglais : « protein-nanoparticles corona formation ») [93,94].

Deux conséquences majeures découlent de la présence de cette couronne protéique. D'une part,
elle augmente I’élimination des nanoparticules par le SRE en favorisant |'opsonisation par les
facteurs du complément [4]. D’autre part, elle modifie les propriétés physicochimiques initiales

des nanovecteurs qui vont a leur tour influencer la composition et la taille de la couronne [95,96].
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Au total, la formation d’'une couronne de protéines autour des nanoparticules peut altérer leur
ciblage, leur pharmacocinétique. Si le nanomédicament atteint sa cible malgré tout, les cellules
cibles vont interagir avec cet ensemble couronne/nanovecteur qui est parfois trés éloigné du
nanovecteur initialement formulé [96-98]. Il apparait donc nécessaire d’approfondir les
expérimentations in vitro et in vivo pour permettre une meilleure prévision des effets biologiques
des nanomédicaments [98,99]. Les conditions expérimentales sont de ce fait déterminantes pour
étudier et comprendre ces interactions. La température, la composition ou encore le pH du milieu

sont autant de facteurs de variabilité qui doivent étre pris en compte [98,101].

2.2.6. Passage des barrieres biologiques

Tout principe actif doit étre capable de franchir les barriéres biologiques de I'organisme afin de
pouvoir atteindre son site d’action. La perte récente d’enthousiasme sur le potentiel des
nanomédicaments est probablement associée a la compréhension de certains mécanismes relatifs
au passage de ces barriéres [21,102]. Quel que soit le type de médicament, ces barriéres
représentent un obstacle majeur a la biodistribution des molécules actives. Il est évident que sans
leur présence, la conception de DDS serait beaucoup plus simple. Rappelons que le rble de ces
structures biologiques est de protéger les tissus des molécules exogénes ; il est ainsi plutot

logique que leur franchissement ne soit pas aisé.

Il existe deux types de barriéres : les barrieres épithéliales et les barrieres endothéliales. Les
barrieres épithéliales sont représentées par les muqueuses (ex : cornée, muqueuse nasale,
muqueuse gastro-intestinale, muqueuse pulmonaire) et I'épiderme. Les barrieres endothéliales,

dont fait partie la BHE, sont des barriéres vasculaires.

Depuis quelques années, plusieurs approches ont été proposées pour améliorer le passage des
molécules actives a travers ces barrieres, dont certaines trés prometteuses [102-105].
Néanmoins, le passage de certaines molécules, notamment au travers de la BHE, n’est pas sans
poser des problémes de toxicité neurologique [102]. Une connaissance fine de la biodistribution
et du passage des barriéres biologiques est essentielle pour bien apprécier le profil toxicologique

des nanomédicaments [106].

Jusqu'a présent, il n'y a pas eu d’études prédictives permettant d’évaluer le passage des barriéres
biologiques par les nanomédicaments. En effet, les modéles employés, comme tous les modéles,
présentent souvent des biais et des limites qui ne permettent pas de reproduire les conditions
retrouvées in vivo. Il apparait nécessaire de distinguer les différences histologiques entre les
barriéres biologiques chez I'animal et chez I'Homme pour mieux déterminer la sécurité d’utilisation

des nanomédicaments [107].
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2.2.7. Limites du ciblage

Les résultats obtenus lors des études in vivo chez I'animal ou chez 'Homme ne confirment que
rarement les résultats des études in vitro. Ceci est probablement lié a la formation de la couronne
de protéines autour des nanoparticules (2.2.5 Interactions avec les protéines). En effet, les
mécanismes de transport, d’internalisation et de ciblage des nanovecteurs sont complexes et

encore mal connus et finalement peu pris en compte lors des études in vitro [87].

Le ciblage passif lié a I'effet EPR (2.1.3. Vectorisation ; a) Ciblage passif), phénomeéne a la base
du développement des nanomédicaments dans le cancer, est de plus en plus remis en question
et pour cause : il est probable que le développement tumoral chez I'Homme, plus lent que celui
obtenu sur des modeles animaux, n’offre que peu d’altérations vasculaires a proximité du tissu
tumoral [23,39]. Récemment, plusieurs études ont démontré que la fraction de la dose initiale
(DI) de principe actif qui entrait dans la cellule par voie passive était d’environ 3% DI/gramme de
tumeur [108-111]. Par conséquent, |I'entrée et I'accumulation des nanovecteurs dans la tumeur
sont associées a d’autres mécanismes qui doivent étre élucidés afin d’optimiser leur formulation

et donc permettre une exposition maximale aux principes actifs [23,109].

L'une des principales limites de I'effet EPR semble étre associée au microenvironnement tumoral,
et plus précisément a la pression intra-tumorale qui fait désormais I'objet de toutes les attentions
[32,39,112]. A cela s’ajoutent les caractéristiques tumorales propres telles que le profil génétique
ou la mise en place de mécanisme de résistance. Tous ces éléments, peu ou pas pris en compte
lors des expérimentations in vitro, sont probablement a |‘origine des résultats in vivo décevants
[32,113]. Une réflexion autour des modéeles in vitro et précliniques chez I'animal devient urgente.
A l'avenir, ils devront étre plus fideles et plus pertinents afin que les résultats issus de ces

expérimentations soient prédictifs de ce qu'il va pouvoir se passer chez '’Homme [23,84].

2.2.8. Biocompatibilité et nanotoxicité

Le volet sécurité est essentiel dans le développement des médicaments mais il reste encore
aujourd’hui trop souvent délaissé lors des phases de preuve de concept des nanomédicaments.
En raison de leur toxicité potentielle et méconnue, un climat de méfiance s’est instauré autour

des nanomédicaments [84,114].

L'évaluation de la biocompatibilité passe par la compréhension des interactions entre les
nanovecteurs et les organismes vivants afin de bien comprendre les dangers éventuels liés a cette
exposition. Rappelons qu’une substance est dite biocompatible si elle n‘entraine aucune réaction
immunitaire de l'organisme. L'une des principales causes du déclenchement de la réponse
immunitaire est |’adsorption des protéines autour des nanoparticules. Comme évoqué
précédemment (2.2.5. Interactions avec les protéines), cela est directement lié aux
caractéristiques physicochimiques du nanovecteur. La cartographie des protéines adsorbées est
donc cruciale pour établir la biocompatibilité des nanomédicaments. L’évaluation du profil

pharmacocinétique des nanomédicaments, et notamment de la distribution dans l'organisme,
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contribue aussi a I’étude de la biocompatibilité. En effet, selon leur taille et leur composition, les
nanovecteurs vont préférentiellement se distribuer dans le foie, la rate, les reins ou encore le
ceeur, les poumons et le cerveau. Certains nanovecteurs peuvent s’y accumuler pendant plusieurs

jours voire plusieurs années [42,114-116].

Ces tests de biocompatibilité doivent étre effectués lors des études in vitro et in vivo pour
démontrer la sécurité d’utilisation de ces nouveaux DDS. A ce jour, il n‘existe pas de ligne
directrice spécifique et harmonisée pour mener ces études de fagon appropriée. En effet, les
protocoles actuels sont destinés a évaluer les produits chimiques conventionnels sans tenir compte
de I'échelle nanométrique. Cependant, la Commission Européenne a été a l'initiative d'un groupe
de travail (projet NanoTEST) pour évaluer spécifiquement la sécurité des nanomédicaments. Ce
groupe de travail est a l'origine d'un certain nombre de travaux scientifiques [117]. Brievement
les travaux se sont focalisés, d'abord, sur la caractérisation physicochimique nécessaire pour
déterminer la toxicité des nanovecteurs aprés mise en contact avec un milieu de culture cellulaire.
Ensuite, les résultats issus de ces travaux concernent la standardisation de la méthodologie
d’étude de la toxicologie in vitro des nanomédecines. Ainsi, ont été déterminés le nombre de
répétitions, les modeles cellulaires a utiliser ou encore la quantité de nanoparticules a utiliser par
type cellulaire étudié. Enfin, d'autres aspects ont été déterminés comme les méthodologies
d’études de toxicité génétique, cellulaire (hépatique, intestinale, nerveuse...), immunologique et

méme feetale [117].

L'évaluation de la toxicité des nanomédicaments souffre des mémes limites que I'évaluation de
leur efficacité (méthodologies de caractérisation, suivi de la biodistribution in vivo...). Idéalement,
les études toxicologiques devront étre capables de déterminer, non seulement la toxicité du
nanomédicament, mais aussi la toxicité du nanovecteur seul. Malheureusement, a ce jour, les
modéles standardisés permettant d’évaluer correctement la sécurité des nanomédicaments sont
rares [32,80,84,114].

A I'heure actuelle, la question de savoir si les nanomédicaments présentent des risques et quelles
sont les investigations nécessaires a mener pour démontrer leur sécurité reste une question
ouverte. Afin de répondre a toutes ces interrogations, un nouveau champ de recherche est né :
la nanotoxicologie. Elle a pour objectif d’étudier les effets des interactions entre les nanomatériaux
et les systémes biologiques [14]. La nanotoxicologie est devenue une partie intégrante du

domaine de recherche qu’est la nanomédecine.

ol [ 37



3. Pharmacocinétique des nanomédicaments

3.1. Pharmacocinétique des médicaments
3.1.1. Définition et concept

La pharmacocinétique (PK) s’intéresse au devenir du médicament aprés son administration grace
a l'analyse mathématique des concentrations du principe actif dans les principaux tissus. Elle
représente une étape incontournable dans le processus de développement des médicaments. Les
études PK s’effectuent lors des phases d’essais précliniques et cliniques et sont la clé d'un passage
réussi entre les 2 phases. L'objectif final est d’optimiser les protocoles thérapeutiques (posologie,
rythme d’administration) afin d’‘obtenir la meilleure efficacité possible tout en minimisant la
toxicité. Une étude PK est systématiquement associée a une étude pharmacodynamique (PD) ainsi
gu’a I'étude de la combinaison des deux (PK-PD) (Figure 7). Alors que la PK étudie |'effet de
I'organisme sur le médicament, la PD s’intéresse a |'effet de la molécule active sur |'organisme
[118-120].

Pharmacocinétique Pharmacodynamie
conc. vs temps conc. vs effet
g -
- i
Temps Conc. (log)
PK/PD
effet vs temps
8
b
Temps

Figure 7. Concept de base de |I'approche PK-PD (Pharmacocinétique-Pharmacodynamie).
(Adaptée de Muller et al. [118])

La PK d'un médicament se divise en 4 phases : absorption, distribution, métabolisation et
élimination (ADME). La Figure 8 est une représentation simplifiée car les 4 phases peuvent étre

concomitantes. Ainsi, cette figure représente les moments ou elles sont prépondérantes.

Absorption

Cette premiére phase n’est effective que lorsque le médicament est administré par voie
extravasculaire. A I’'exception de la voie intraveineuse pour laquelle le médicament est
directement introduit dans le compartiment sanguin, toutes les autres voies d’administration (voie

orale mais aussi voie sous-cutanée, intramusculaire...) nécessitent le passage d’une ou plusieurs

0S| 38



barriéres biologiques par le médicament pour atteindre ce compartiment. La qualité de
I'absorption, qui dépend des caractéristiques physicochimiques du médicament administré, est
évaluée par la biodisponibilité (F). Elle correspond a la fraction de la dose administrée qui atteint
le compartiment sanguin en comparaison a la voie intraveineuse qui fait office de référence
(F=100%) ; F est donc compris entre 0 et 100% [121,122].

Voie intraveineuse Voie extravasculaire
Distribution Distribution
wn w
£ =
= = i )
15 *é' Métabolisme:
= 4 . = Elimination
g Métabolisme £ atio
(] . . - ¥
= Elimination =
= 2
@] o
Absorption
Temps Temps

Figure 8. Représentation simplifiée des étapes de la pharmacocinétique d’'un médicament
(ADME : Administration, Distribution, Métabolisation, Elimination).

Distribution

La phase de distribution est une étape qui se déroule a mesure que le médicament ayant atteint
la circulation sanguine générale se distribue dans les différents tissus. Elle fait intervenir des
mécanismes de transport passifs ou actifs pour traverser I'endothélium vasculaire. Les propriétés
intrinséques de la molécule et la nature du tissu cible influencent la vitesse de distribution. Si une
molécule lipophile de faible poids moléculaire se distribuera trés rapidement dans un grand
volume, une molécule hydrophile de haut poids moléculaire aura tendance a s’accumuler dans le
compartiment sanguin. Les capacités de distribution d’'un médicament sont évaluées par le calcul
du volume de distribution apparent (Vd) qui représente I'espace de dilution dans lequel il va se
répartir. La liaison aux protéines plasmatiques et tissulaires peut modifier le processus de
distribution et seule la forme libre du médicament est susceptible de traverser les membranes
biologiques [121,122].

Métabolisme

Le métabolisme (ou biotransformation) de molécules exogénes telles que les médicaments est
majoritairement hépatique. L'objectif est de rendre les molécules plus hydrosolubles et ainsi de
faciliter leur élimination par voie rénale mais aussi par voie hépatique. Le métabolisme peut se
diviser en deux phases : une phase de fonctionnalisation (réactions enzymatiques) puis une phase

de conjugaison (réactions chimiques). Les enzymes impliquées dans les réactions de réduction,
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d’oxydation ou d’hydrolyse appartiennent au groupe des cytochromes P450 (Cyp450) comprenant
plusieurs iso-enzymes pouvant étre le siege de nombreuses interactions médicamenteuses. Ces
étapes de transformation peuvent aboutir a des composés actifs ou inactifs sur le plan

pharmacologique. [123,124]

Elimination

L'élimination est la quatrieme et derniere phase de « vie » d’'un médicament dans |'organisme.
Elle fait suite a la métabolisation et y est méme combinée puisque le but de la premiére étape est
de faciliter la seconde. La molécule active peut étre éliminée sous forme inchangée ou sous forme
de métabolites soit par voie rénale (urine), soit par voie hépatique (bile). Lors de ce processus
d’élimination, il est important de prendre en compte le cycle entéro-hépatique puisque, lorsque le
médicament est éliminé via les sels biliaires, il se retrouve dans le tube digestif et peut de nouveau
atteindre la circulation sanguine aprés absorption. Comme pour les autres phases, I’élimination
dépend grandement des propriétés physicochimiques du principe actif. En général, les molécules
polaires et hydrophiles sont éliminées sous forme inchangée dans les urines alors que les
molécules lipophiles sont métabolisées par le foie avant d’étre éliminées dans les urines ou les
féces [122,125,126].

3.1.2. Méthodes d’analyse

Les deux approches les plus utilisées pour caractériser mathématiquement la PK d’'un médicament
sont 'analyse non compartimentale et I'analyse compartimentale. Si pour la premiére, seule une
approche individuelle est possible, pour la seconde, il est possible d’utiliser une approche

individuelle ou une approche populationnelle [119,122].

a) Analyse non compartimentale

L'analyse non compartimentale ne nécessite pas d’hypothéses mathématiques pour décrire le
devenir du médicament. Cette approche permet d’obtenir directement a partir des points
expérimentaux la concentration maximale (Cmax), ainsi que le temps nécessaire pour atteindre
Cmax (Tmax). Il est aussi possible d’estimer I'exposition de l'organisme au principe actif par la
méthode des trapézes pour déterminer I’ASC en fonction du temps. Il existe deux méthodes pour
estimer la surface des trapézes, la méthode linéaire ou la méthode log-linéaire. Quelle que soit la
méthode utilisée, I’ASC totale s’obtient en faisant la somme des surfaces de chaque trapéze
intermédiaire (Figure 9). De la méme maniéere on peut aussi déterminer |'aire sous la courbe du
moment statistique d’ordre 1 des concentrations en fonction du temps (ASMC). A partir de ces
parametres estimés (ASC et ASMC) et des parameétres initiaux connus (dose et concentration
initiale Co), il est possible d’en déduire la clairance totale (Cl) et le temps de résidence moyen

(MRT) de la molécule dans I'organisme [120].
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Figure 9. Analyse non compartimentale par méthode des trapézes permettant d’estimer I'aire
sous la courbe (ASC) de to a t7.

La clairance correspond a la capacité d’épuration d’un volume de fluide en un temps donné pour
une substance donnée par un organe ou un organisme (mL/min) :
Dose

Cl=75c

Le temps de résidence moyen (MRT) permet de mesurer le temps passé par une molécule dans
I'organisme :

Aussi on peut déduire le volume de distribution a I’état d'équilibre de la molécule dans I'organisme

(Veq) :
Veq = Cl x MRT

b) Analyse compartimentale

L'outii de modélisation mathématique le plus couramment utilisé en PK est I|'analyse
compartimentale. Un compartiment peut se définir comme un espace réel (reflétant une réalité
anatomique) ou virtuel dans lequel le médicament est supposé se distribuer de facon homogeéne.
Un modeéle PK peut étre constitué d’'un ou plusieurs compartiments (un compartiment central et
un ou plusieurs périphériques) organisés pour pouvoir décrire au mieux les concentrations
observées. Il est d’'usage de considérer le compartiment sanguin comme le compartiment central.
Le modéele mathématique final doit permettre de décrire les transferts entre compartiments. Ces

transferts peuvent étre réversibles ou irréversibles (élimination vers l'extérieur) (Figure 10)

[120].
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Dans la plupart des situations, les transferts inter-compartimentaux obéissent a des cinétiques
d’ordre 1. De tels modeles PK sont dit linéaires. Cela signifie que la vitesse de transfert (dQ/dt)

est proportionnelle a la quantité de substance active (Q) :

dQ
E——kXQ

Avec :

k : constante de vitesse de dissolution ; Q : quantité de principe actif présente a l’instant t

Ainsi, aprés intégration exponentielle : Q=Qo X ekt
soit a volume constant : C=Co ekt
Avec :

Qo : quantité initiale de principe actif ; Cp : concentration initiale de principe actif

Les constantes k représentent les échanges entre les compartiments. Certaines ont une

signification physiologique comme la constante d‘absorption (ka) ou la constante d’élimination

(ke).

Modéle Modéle

mono-compartimental bi-compartimental

——=ky "Qz — k13 Q) — ki Q4

— = —k» Q2 +kiz-Q

Figure 10. Exemples de modéles pharmacocinétiques compartimentaux aprés administration
intraveineuse et équations différentielles associées.

Q: : Quantité de médicament dans le compartiment 1 (compartiment central) ; Qz : Quantité de médicament
dans le compartiment 2 (compartiment périphérique) ; ki» et ko;: constantes de transferts entre les
compartiments 1 et 2 (dans le sens 1 vers 2 et 2 vers 1 respectivement) ; kip: constante d’élimination du
compartiment 1 vers l'extérieur
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Il arrive que le passage d'un compartiment a un autre ne respecte pas une cinétique d'ordre 1. Il
s’agit souvent d’une cinétique d’ordre 0 ou la vitesse de transfert (dQ/dt) est constante et

indépendante de la quantité de substance active (Q) dans le compartiment de départ :

dq
—~=+k
e~

Ceci peut se produire lorsque la molécule emprunte des voies de transport ou d’élimination

saturables. Il s‘agit alors de modeles PK dits non linéaires.

Il existe d’autres types de cinétiques de transfert inter-compartimental dont celle de Michaélis-
Menten pour décrire une cinétique saturable dont la vitesse dépend de la concentration en
substance active mais aussi de paramétres constants spécifiques du mécanisme de transport

utilisé.

c) Approche individuelle

Lors d'une étude PK « classique », il est nécessaire d’avoir, pour chaque individu, un grand
nombre de mesures quantitatives de la molécule testée pour pouvoir décrire correctement
I’évolution des concentrations en fonction du temps et ainsi déterminer les paramétres PK
individuels. C’est en faisant la moyenne des valeurs individuelles que les paramétres moyens de

la population sont obtenus.

d) Approche populationnelle

L'analyse PK de population (PKpop) s’appuie sur l'intégralité des données de lI'ensemble des
individus (« population ») pour déterminer les parameétres PK de la population. Ce type d’approche
permet de diminuer le nombre de prélévements par individu. Alors qu’il faut compter une dizaine
de prélévements pour obtenir des données fiables en PK « classique », seuls trois a quatre
prélévements sont nécessaires en PKpop (sous réserve qu’ils décrivent I'ensemble de la cinétique).
La particularité de cette approche réside dans le fait que chaque paramétre est considéré comme
une variable aléatoire. Un modéle PKpop est décrit par la combinaison d’un modeéle structural et
d’'un modeéle d’erreur regroupant des effets fixes (effets fixés par I'expérimentateur ; ex. : la dose)
et des effets aléatoires (effets observés ; ex. : la concentration a un instant t) ; il s'agit donc de

modeles a effets mixtes [127,128].

Modéle structural
Le modéle structural décrit I’évolution de la concentration en fonction du temps chez un individu
sans tenir compte des erreurs de mesure. Il s’agit de prédire le nombre de compartiments en

fonction des profils PK observés [127].
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Modéle d’erreur

Une différence entre les concentrations observées (Cobs) et les concentrations prédites par le
modéle structural (Cpred) pour un individu donné est systématiquement observée. Cela peut
s’expliquer par les erreurs analytiqgues de mesure et/ou par I'imprécision de prédiction du modéle.
Cette erreur résiduelle (g) comprend la variabilité interindividuelle, la variabilité résiduelle et la
variabilité inter-occasion. Elle est supposée suivre une distribution normale de moyenne nulle.
[129]

Cobs = Cpred + €

— Variabilité interindividuelle

La variabilité interindividuelle représente I'écart moyen entre la valeur moyenne du parameétre PK
de population et la valeur réelle de l'individu. Elle permet d’évaluer la dispersion des données
individuelles et peut étre modélisée de plusieurs facons : modele additif, proportionnel ou mixte
(Figure 11). Si une dispersion importante des données est observée, il convient d’en expliquer
les sources a l'aide de covariables. Cette variabilité est supposée suivre une loi normale de

moyenne nulle et de variance w?2.

Clairancevraie
Clairancevraie

Clairance predite Clairance prédite

Figure 11. Variabilité interindividuelle additive (A) et proportionnelle (B).

— Variabilité résiduelle

Aprés évaluation de la variabilité interindividuelle, I'écart restant entre les concentrations
observées et les concentrations prédites correspond a la variabilité résiduelle et permet
d’apprécier I'ajustement du modeéle. En effet, si elle est trés importante, cela signifie que soit le
modeéle présente des défauts d’ajustement entre les données observées et prédites, soit il existe
une forte variabilité inter-occasion (si le schéma d’administration a exposé plusieurs fois un méme
individu au principe actif étudié). Tout comme pour la variabilité interindividuelle, il existe trois
fagcons de modéliser la variabilité résiduelle : modélisation additive, modélisation proportionnelle
ou mixte (Figure 12). Cette variabilité est également supposée suivre une loi normale de

moyenne nulle et de variance o2.
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Figure 12. Variabilité résiduelle additive (A) et proportionnelle (B).

— Variabilité inter-occasion

Cette troisieme composante du modele d’erreur n’est estimable que lorsque plusieurs profils PK
sont observés pour un méme patient, c’est-a-dire lorsqu’un méme individu a été exposé plusieurs

fois au principe actif étudié.

Modélisation et estimation des parameétres
L'objectif final de la modélisation est de sélectionner un modeéle décrivant le plus fidelement
possible les données observées tout en conservant une certaine simplicité afin de garder une

cohérence avec les mécanismes physiologiques (principe de parcimonie).

La premiére étape de modélisation consiste a sélectionner un modéle structural au regard des
données expérimentales obtenues. Il s’agit de tester plusieurs modéles compartimentaux et
différentes cinétiques d’absorption (le cas échéant) et d’élimination (ordre 1, ordre 0 ou Michaélis-
Menten). Le choix du modéle structural final s’effectue a l'aide de I'analyse de certains critéres
synonymes de bon ajustement. Le plus utilisé est le rapport de vraisemblance ou /og-likelihood

ratio (LL) exprimé comme suit :
-2LL =-2xlog (L)

Avec :

L : fonction de vraisemblance

Les logiciels de modélisation PK utilisent des algorithmes permettant d’estimer les valeurs
optimales des parameétres pour minimiser la valeur du LL et donc pour maximiser |I'ajustement
entre les données prédites et les données observées (vraisemblance). Le logiciel Monolix®

(logiciel utilisé dans la partie expérimentale de ce travail) utilise pour cela la méthode SAEM
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(Stochastic Approximation Expectation Maximization). Trés brievement, cette méthode combine
une étape de simulation des paramétres individuels (étape d’espérance de vraisemblance (E))
suivie d’'une étape d’approximation stochastique pour I’'estimation du maximum de vraisemblance
(étape de maximisation (M)) [130,131]. D’autres critéres, tels que le Critére d'Information
d’Akaike (Akaike Information Criterion (AIC)) et le Critére d'Information Bayésien (Bayesian
Information Criterion (BIC)), sont également utilisés pour sélectionner le meilleur modéle. Le

modele présentant le plus faible AIC et/ou BIC est retenu.[131,132]
AIC =-2In (L) + 2k et BIC=-2In (L) + kxIn (N)

Avec :

k : nombre de parametres a estimer dans le modéle ; N : nombre d’observations

La seconde étape de modélisation consiste a rechercher les covariables qui pourraient influencer
significativement un ou plusieurs parameétres du modéle. La sélection des covariables a intégrer

dans le modéle s’effectue également a l'aide des critéres décrits précédemment (LL, AIC et BIC).

La troisieme étape consiste a valider le modéle final sélectionné (combinaison du modéle structural
et du modele d’erreur). Il existe deux méthodes de validation : la validation externe et la
validation interne. La premiére consiste a vérifier la productivité du modéle final en utilisant un
échantillon de données n’ayant pas servi lors de la construction du modéle. S’il s’agit de la
méthode la plus robuste, c’est la moins utilisée car elle nécessite beaucoup de données
expérimentales. La seconde méthode est basée sur I'étude graphique du modele. Plusieurs
représentations graphiques peuvent étre analysées :

- le GOF (Goodness-Of-Fit) : représentation des données prédites en fonction des données
observées permettant de détecter les biais du modéle structural et du modéle d’erreur [134];

- VPC (Visual Predictive Checks) : comparaison entre les données observées et des
données simulées par |'algorithme a partir du modéle final [135] ;

- NPDE (Normalized Prediction Distribution Errors) : il représente les résidus (modéle

d’erreur) et il permet d’apprécier la performance prédictive du modéle [136,137].

Enfin, I’évaluation du modeéle passe par I'analyse de l'incertitude calculée pour chaque parameétre ;
c'est le reflet de la qualité de I'estimation. A titre d’exemple, le logiciel Monolix® donne, pour
chaque parameétre estimé, l'erreur standard de cette estimation (Standard Error (SE)) trés
souvent exprimée en valeur relative (Relative Standard Error (RSE)). De facon usuelle, il est admis
gu’une valeur de RSE supérieure a 30% sur |'estimation des effets fixes et/ou supérieure a 50%
sur les effets aléatoires témoigne de la mauvaise adéquation du modeéle. Cela peut résulter d'un
manque de données et/ou du choix d’'un modeéle sur-paramétré. Par ailleurs, le manque de
données expérimentales peut conduire a un phénomeéne dit de régression vers la moyenne
(shrinkage). Dans ce cas, le modéle final présentera une distribution des valeurs individuelles

prédites imprécise qui tendra automatiquement vers la moyenne des quelques valeurs
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expérimentales de départ. Retenons qu’un fort shrinkage (> 20-30 %) des paramétres individuels

peut conduire a des conclusions erronées [134,138].

Au total, si les données expérimentales sont suffisantes et de qualité, il est possible, grace aux
logiciels actuels de PK, de modéliser des données complexes comme peuvent |I’étre celles issues

des études sur les nanomédicaments.

3.2. Application aux nanomédicaments

L'importance des études PK dans le développement des nhanomédicaments n’est plus & démontrer.
En effet, les caractéristiques spécifigues des nanomédicaments entrainent des mécanismes
complexes d’‘absorption, de transport, de distribution, de métabolisation et d’élimination
[13,31,111,139,140]. Comme il a été décrit précédemment, les nanomédicaments sont trés
divers et trés hétérogeénes tant dans la forme, que dans la structure, que dans la composition. Or,
comme décrit dans la Figure 13, les caractéristiques physicochimiques des nanovecteurs
impactent leur PK [42]. Par conséquent, les méthodologies d'études pharmacocinétiques doivent
étre harmonisées pour faciliter les études comparatives des nanomédicaments entre eux mais
aussi avec les médicaments sous formes pharmaceutiques conventionnelles [111]. Aussi, cette
hétérogénéité complexifie la méthodologie, ce qui nécessite des adaptations au cas par cas pour
bien appréhender les propriétés de ces nanomédicaments. Ainsi, les résultats obtenus sont
toujours spécifiques du type de nanomédicament étudié et ne semblent pas extrapolables.
L'utilisation directe des méthodes classiques, adaptées a |I'’étude pharmacocinétique des petites
molécules, n’est pas possible sans adaptation spécifique pour |I'étude des nanomédecines. D’aprés
la récente méta-analyse de Kumar et al., chaque type de nanomédicament possede son propre
profil pharmacocinétique [111]. Sans nul doute, I'amélioration du passage de la phase préclinique
a la phase clinique passera par des évaluations PK robustes et de qualité [87,111]. Cette
amélioration de la translation en phase clinique se fera par l'intermédiaire du développement de
modeles pharmacocinétiques intégrant des données physiologiques (PBPK : Physiological Based
PharmacoKinetic). Les modéles PBPK permettent d’extrapoler des données obtenues lors des
phases précliniques in vitro et in vivo chez I'animal. Ainsi, il devient plus aisé d’appréhender le
potentiel des nanomédicaments chez I'Homme tant d’un point de vue efficacité que toxicité. Tout
ceci doit s’appuyer sur des modéles in vitro et in vivo appropriés et les plus fidéles possibles ainsi
que sur des outils de détection fiables du nanomédicament afin de quantifier correctement sa
distribution tissulaire [111,141,142]. Il est important de préciser que I’évaluation PK d’un principe
actif encapsulé dans un nanovecteur doit étre différenciée de celle de la molécule active seule. En

effet, seule cette fraction libérée est considérée comme active [42,143,144].
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persinal macrophages Slow-release systems In the blood
in bone marrow) (100 nm, spherical), splenic filtration
Sinus endothelial cells (=220 nm, spherical and rigid)

in bone marrow

Figure 13. Influence des caractéristiques physicochimiques des nanoparticules sur leur profil
pharmacocinétique ADME (Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination).
(Reproduite a partir de Moghimi et al. [42])

RES: Reticulo-Endothelial System

A cela s’ajoute la difficulté de compréhension des interactions des nanomédicaments avec les
milieux biologiques aprés administration dans un organisme vivant. En effet, de cette opsonisation
résulte des complexes nanomédicaments-protéines qui se distribuent dans I'organisme en fonction
du milieu biologique d’administration et des caractéristiques physico-chimiques du nanovecteur.
Ce phénoméne simple et immédiat est trés complexe a traduire mathématiquement d’un point de
vue de la biodistribution. A ce jour aucun modéle PK ou PBPK n’inclut cet élément pourtant

essentiel a I'extrapolation inter-espéces [2,111,145].

Ainsi, ce présent travail de thése est le fruit de cette réflexion autour des méthodologies d’'étude

et des interactions des nanomédicaments avec les milieux biologiques. Ceci pour mieux
S8 | 48



comprendre et appréhender la biodistribution des nanovecteurs en fonction de leurs
caractéristiques. Les spécificités de comportement PK des nanomédicaments font I’'objet d’'une
revue dédiée présentée dans la Partie Bibliographique de ce manuscrit. Les réflexions autour de

la pharmacocinétique et des interactions avec les milieux biologiques des nanocapsules lipidiques
font I'objet de la partie expérimentale.
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CAHIER DES CHARGES ET OBJECTIFS DU TRAVAIL
EXPERIMENTAL

Le laboratoire MINT (Micro et Nanomédecines translationnelles) de |'Université d’Angers est a
I'initiative d’un type de nanosystéme pharmaceutique : les nanocapsules lipidiques (NCLs). Elles
sont obtenues via un procédé original d’inversion de phase et un brevet a été déposé au début
des années 2000 pour protéger cette innovation [35]. La suite de ce manuscrit s’intéresse

uniqguement a ce type de nanoformulation.

Mieux connaitre le devenir des NCLs dans l'organisme, et par conséquent, optimiser les
nanoformulations afin d’obtenir le meilleur profil pharmacocinétique possible, semble étre la clé

pour un passage de la phase préclinique vers la clinique.

L'objectif général de ce travail de thése a été de mettre en place des outils et techniques

pour comprendre le devenir des NCLs aprés administration par voie intraveineuse.

Le travail expérimental s’est décomposé en trois phases. La premiéere, dédiée a I'évaluation du
phénomene d’adsorption des protéines sur les NCLs, semblait indispensable puisque cela a été
trés peu étudié auparavant au sein du laboratoire. Ainsi, le devenir immédiat des NCLs apres
administration intraveineuse a été étudié aprés mise en contact in vitro des NCLs avec le milieu
sanguin. L’'objectif de cette premiére phase expérimentale était donc d’évaluer l'impact des
transformations physico-chimiques in vitro liées a la formation d’une couronne de protéines autour
des NCLs.

En paralléle, une seconde phase expérimentale avait pour objectif de mettre au point une méthode
d’extraction et de quantification des NCLs dans le sang, sous forme intacte, pour la réalisation
d’une étude de pharmacocinétique in vivo chez le rat aprés administration intraveineuse. En effet,
les données pharmacocinétiques sur les NCLs, comme le volume de distribution ou le temps de

circulation, restent a ce jour encore méconnues.

Enfin, au vu des résultats obtenus a l'issue de la seconde phase expérimentale, I’élimination rénale
des NCLs (sous leur forme intacte) aprés administration intraveineuse in vivo chez le rat a été

étudiée spécifiquement, et ce dans le but de confirmer ou d’infirmer certaines hypothéses.

Ce travail a été financé par La Ligue contre le cancer (Maine-et-Loire et Loiret). Une bourse de 23
480 euros a été attribuée a ce projet en 2019 pour permettre la réalisation des expérimentations

au sein du laboratoire MINT.
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La suite du présent manuscrit se décompose en trois grandes parties. La premiere partie est une
revue de la littérature consacrée a la compréhension des spécificités de modélisation
pharmacocinétique des nanovecteurs organiques. Il s’agit d'un état des lieux sur les
problématiques et les points de vigilance nécessaires en vue d’‘améliorer la transposition des
phases de développement précliniques vers une utilisation en pratique courante. La seconde partie
expose les travaux expérimentaux et se divise en trois chapitres :
- Etude de la formation de la couronne de protéines aprés mise en contact des NCLs avec
des protéines ;
- Etude pharmacocinétique de NCLs-FRET aprés administration intraveineuse chez le rat
avec modélisation par approche populationnelle ;
- Etude de I'élimination rénale des NCLs-FRET aprés administration intraveineuse chez le
rat.
La troisieme partie est consacrée a une discussion générale portant sur les différentes
méthodologies abordées sur l'ensemble de ce travail avant de conclure et de présenter les

perspectives sur lesquelles ouvrent ces travaux.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre 1. Modélisation pharmacocinétique des
nanomédicaments : enjeux et spécificités

Avant-propos

Comme tout médicament, les nanomédicaments doivent bénéficier, au cours de leur
développement, d’une attention toute particuliére quant a leur pharmacocinétique pour espérer
arriver sur le marché. Les chercheurs et industriels doivent faire face a de nombreux obstacles
au cours des différentes phases de développement d’'un nanomédicament : caractérisation
physico-chimique, détection et quantification dans I'organisme aprés administration,
modifications des propriétés physicochimiques aprés administration... Tous ces éléments sont
autant de spécificités a appréhender pour espérer mener des travaux d’évaluation

pharmacocinétique de qualité.

Cette revue est le fruit d’un travail de recherche bibliographique. Elle fait la synthése des
spécificités de modélisation liées a ces formes galéniques originales que sont les nanovecteurs.
Y sont exposées également quelques pistes de réflexion ainsi que des propositions a propos
notamment de la biotransformation des nanoparticules et de la pharmacocinétique théorique de

la molécule active, sous forme encapsulée et sous forme libre.

Publié dans Drug Discovery Today. 2021 Oct; 26 (10):2259-2268.
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Nanomedicines have been developed for more than four decades to
optimize the pharmacokinetics (PK) of drugs, especially absorption,
distribution, and stability in vive. Unfortunately, only a few drug
products have reached the market. One reason among others is the
lack of proper PK modeling and evaluation, which impedes the
optimization of these promising drug delivery systems. In this review,
we discuss the specificity of nanomedicines and propose key param-
eters to take into account for future accurate PK evaluation of
nanomedicine. We believe that this could help these innovative drug
products to reach to market and change the fate of many diseases.

Eeywords: Nanomedicine; Pharmacokinetics; Drug evaluation; Modeling

Introduction

The concept of nanomedicines was coined during the 1960s, and some medical applica-
tions have successfully made it to the clinic, especially in the domain of cancer therapy
and, recently, with two nanoparticle (NP)-based vaccines to combat Coronavirus 2019
(COVID-19)." " However, for some key opinion leaders in this field, the pathway to the
market is narrow for these special drug delivery systems.” This issue is linked to the diffi-
culty in characterizing nanosized drg delivery systems.” Their clinical translation would
be faster if the products were better characterized and if their behavior in vive was more
described.

This is worth pursuing because nanotechnologies have significant potential in miedi-
cine beyond their application for vaccines. The concept of nanodmg delivery systems
was proposed initially to improve the efficacy and safety of already commercialized anti-
cancer or anti-infectious drugs. The objective was to enhance the performance of those
nano-encapsulated drugs (i.e., absorption, body residence time, and selective distribution)
and to limit their toxicity.” The field has since received significant funding and is projected
to continue to grow rapidly.”
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Hanomedicines have been developed for more than
four decades 1o optimize the pharmacokinetics [PE) of
dinags, especally absonption, distribution, and stability
in wive. Unformunanely, anly a few dnag products have
reached the market. One reason among othess & the
lack of proper PE modeling and evalation, which
impedes the opti an of these pr g drug
defivery systems. In this review, we discuss the spec
ficity of nancmedicings and propose key parameters 1o
taie inin scoount for futune acosate PX evakation of
nanam edicine. We befieve that this could help these
inmeovative drug products to meach to market and
change the tae of many diseases.

Unfortunately, the few therapeutics nanoformulations that have already reached the mar-
ket have not dramatically changed the outcome of their target disease, as seen, for example,
with liposomal doxombicin, which displays a new toxicological profile compared with free
doxorubicin (used for palmoplantar erythrodysesthesia)' ™ ' and for Nab™ paclitaxel (increases
sensory neuropathy), which has not changed the prognosis of patients with breast cancer. '
The enhanced permeation and retention (EPR) effect observed in rodents, which was for dec-
ades used to explain the potential of NPs to accumulate in tumaors, is now widely recognized as
being minimal in humans. " These examples show that the biodistribution of nanomedicines
remains to be precisely determined. Moreover, the interactions of nanomedicines with biolog-
ical media needs to be described in more details, in particular because of the high surface area:-
mass ratio of these nanosized drug delivery systems. Indeed, one major interaction raised to
explain the fate of NPs in vive is protein corona formation at the surface of the NP, the diffusion
of the modified NP being impeded by its sterically hindered surface.

We think that the major problem impeding the access of nanomedicine to patients is
that previous pharmacokinetic (PK) and biodistribution studies, including PK modeling,
did not take into account the specificity of those drug delivery systems. In regular PK anal-
vsis, bicdistribution is described by four phases: absorption (except for the intravenous
route]), distribution, metabolism, and elimination (ADME). These are associated with differ-
ent PK parameters, such as volume of distribution, half-life, mean retention time {MET]),
area under the curve (AUC), and clearance. Those parameters are calculated based on the
concentration of the drug molecule in the blood {mainly} versus time. PK modeling can
be done by either a noncompartmental approach or by compartmental modeling. In this
review, we shed light on what makes nanomedicines so different and how those specificities
should be considered in models that are used to gain their approval by national and inter-
national health agencies.

Manomedicines can globally be classified into two groups: organic and inorganic.
Organic NPs include nanocapsules, dendrimers, polymeric micelles, and liposomes,
whereas inorganic ones incude NPs without any carbon atoms and generally comprise a
variety of materials, such as noble metals (golden, silver etc.), alkaline earth metals (cal-
cium, magnesium, etc.), semiconductors {cadmium and titan) or magnetic compounds
(iron, nickel, cobalt, etc.).'”

In this review, we foous on organic lipidic or polymeric NPs because the issues and mod-
els associated with these differ from those of inorganic particles, especially in terms of their
diffusion and stability, which are central to understand the fate of these particles in the
body.

Absorption

Besides parenteral routes, all routes of administration (skin delivery, pulmonary deliv-
ery, and oral delivery) involve absorption to reach the blood circulation for systemic
action.'” We focus here on oral delivery because the challenges for PK evaluation are
the highest for this route, as explained below.

The oral route is the route of choice for many drugs because it is considered convenient
and safe. However, some drugs are not properly absorbed by the oral route because they are
not soluble and display low permeability across the intestinal barrier. Some drugs are also
destroved by the biochemical stress induced by digestive liguids. Nanomedicines have been
proposed to protect the drug and enhance its permeability. This would allow the oral deliv-
ery of peptides, such as insulin, or other important drugs, such as anticancer drugs."”

After oral administration, the bicavailability of the drug is mainly impacted by the
absorption process. In fact, the stability of the drug after contact with biological media,
its solubility, and its permeability are key parameters to monitor. The encapsulation of
the drug molecules in NPs can help to control these parameters and many examples can
be found showing oral bicavailability enhancement after encapsulation in nancocarri-
ers;' ! however, specific issues can also appear, as we discuss herein.

Gastrointestinal stability of NPs in relation to their PK profile
Gastric or intestinal fluids are a well-known stress for free molecules because of the pH of
the media and the presence of enzymes, such as lipases or peptidases. If encapsulation is
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proposed to protect active drugs, NPs should remain intact after
contact with gastric or intestinal fluid with minimal encapsu-
lated drug leakage. To evaluate the gastrointestinal stability of
lipid nanocapsules (LNC), Roger et al. studied the size of LNCs
after 3h of contact with a simulated gastric (FaS5IF-VZ) and
intestinal media (FeS51F-V2). The LMNC size was not modified after
3h in the gastric medium but was gquickly destroyed in the
intestinal medium because of pancreatic li|:|as:i:.ﬁ In addition,
Singh et al. studied the stability of poly (ethylene glycol) (PEG)-
ylated liposomes versus conventional liposomes after Zh of
exposure to the gastrointestinal environment. They compared
the release of the drmg from these two formulations, finding that
if the drug remained in PEGylated liposomes after 2 h, it was
then completely released, compared with the conventional lipo-
somes XXXXX.™ For polymeric NPs, Tobio ef al. demonstrated
that a PEG coating of poly {lactic acid) (PLA) NPs increased pro-
tection against digestive fluids. Indeed, after 4 h of incubation in
simulated gastric media, PEG-PLA NPs were less degraded than
PLA NPs {only 3% PEG-PLA NPs were converted in lactate against
9% of PLA NPs).*!

From these examples, it is easy to understand that, to
describe the PK profile of nanomedicines after oral administra-
tion, the stability of the nanocarrier along all the gastro-
intestinal tract should be checked and included in the PK
model.

Mucus permeation of NPs as a crucial barrier to absorption
After its contact with gastric and intestinal fluid, the nanocarrier
has to diffuse through mucus to be absorbed or at least to release
its cargo in the mucus in the vicinity of drug-absorption sites.
After the stability issue, diffusion within mucus is an important
barrier for nanocarrier absorption; the barrier properties of
mucus have been fully reviewed elsewhere. "

Using the Transwell™ system, Groo ef al. studied the impact of
LMC surface modifications on their diffusion capability through
the intestinal mucus layver. The authors concluded that LNCs
with positive or neutral charge diffuse better through the mucus
compared with negative LNCs.™ However, mucus diffusion
might be a limiting step for drug absorption in the case of
nanomedicines, explaining why many authors have proposed
specific models™ and NF surface modifications to aid mucus
cmss:ing.':" Regular cell models, such as Caco-2 cells, which are
widely used to assess the intestinal permeability of small mole-
cules, are not relevant in the case of nanomedicines if they do
not display a mucus barrier. This is why specific in vitro models,
including mucus-secreting cells in co-culture with Caco-Z, have
been proposed. ™ For example, to increase the correlation
between in vitro—in vive results, Pereira et al. seeded Caco-2 and
HT29-MTX Matrigcl", which contains myofibroblasts (CCD1S-
Co cells).”” The authors demonstrated that this new 3D in vitro
model was robust and could be used to predict drug and NP
permeability. ™

NP mechanisms of diffusion in mucus are a complex and ill-
defined phenomenon. Physicochemical interactions, such as
hydrophobic, electrostatic, and hydrogen interactions, limit NP
diffusion and can be controlled by the composition of the NP
surface properties.” In addition, because both the size and
charge of nanomedicines impact their ability to diffuse through

mucus and there is interplay between those two features, they
have to be analyzed concomitantly.

Contrary to what is used for free small molecules, mucus dif-
fusion is a key parameter that must be considered in the design of
absorption models for nanomedicines. Thus, as proposed for sta-
bility, relevant models of PE used for nanomedicines should take
into account their diffusion into mucus. In the case of small
maolecules, in vitro—in vive correlation does not consider mucus
diffusion; that is, the more the drug is released in vitro, the more
of it will be absorbed (if the transport process is not saturable).
This correlation is more complicated if the NPs are stuck in the
mucus. Similarly, current PE models do not differ even if the
drug remains in the NP during the absorption process.

Crossing intestinal barriers: The specificity of nanomedicines
and consequences for PK study

Crossing the intestinal barrier requires specific pathways in the
case of nanomedicines. As long as the drug remains encapsu-
lated, it cannot cross the enterocytes by passive diffusion,
whereas this is the main absorption process for small uncharged
maolecules. Thus, the absorption will be different if the dmg is
released before enterocyte crossing or if it is the NP carrving
the drug that is absorbed. These differences have to be taken into
account in relevant specific PK models. Indeed, NP's can only be
absorbed by active endocytosis using clathrin pits or caveolae or
by micropinocytosis.” These processes are saturable and slower
than passive diffusion. These particular steps for NP absorption
should be included in relevant PK models of NP. Absorption
mechanisms can be studied using regular cellular models.'™ For
example, one important question to address is the equilibrium
of the endocytosis mechanisms in the case of NPs. For some
MPs, a relay between the different endocytosis has been observed
if one of them is saturated or blocked, allowing rapid uptake of
the NPs in the cell, whereas, for others, it might not be the same
if their uptake is mediated by only one endocytosis process.

The integrity of NPs while crossing the intestinal barriers
should also be studied. For example, Roger et al. conducted an
in vitro study of LNCs to demonstrate their stability during ente-
rocyte crossing. By following NPs with Forster resonance energy
transfer (FRET) labeling, the authors observed the FRET signal in
the basolateral side of the Caco-2 cell monolayer after 2 h, allow-
ing them to demonstrate both LNC integrity and intestinal
absorption.™ This information is essential because the PK after
absorption will follow the PK profile of the free drag if the carrier
is destroyed during the absorption process, whereas it will mostly
follow the PK profile observed after intravenous injection of the
nanocarrier if this carrier remains intact after reaching the portal
vein at the end of the absorption process. One can also suggest
that the PK of the drug can also be a complex mix between the
PK of the free and encapsulated drug.

Other in vitro models have been developed to mimic accu-
rately the cell diversity of the intestinal barrier. Gulberg et al.
developed a co-culture with Caco-2 cells and the B cell lym-
phoma Raji cell line to mimic enterocytes and M cells, respec-
tively.”” This model was improved by des Rieux ef al., and
enabled the authors to suggest micropinocytosis as a main mech-
anism of absorption for their 200-nm carboxylated polystyrene
MNP Beloqui ef al. summarized different cell culture models used
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for transport studies of NP. The authors stated that almost all NP's
cross the intestinal barriers via endocytosis except for lipophilic
MPs, which are mainly transported by transcellular pathways. =

The cellular models for studying intestinal absorption have
been improved to better describe their uptake mechanisms by
the cells. Knowledge of those mechanisms is needed to optimize
the NP formulation to enhance their oral bioavailability. In par-
allel, the integrity of NPs can be monitored {especially using
FRET} during the crossing of cells. This second feature appears
to be more crucial to incude in the PK model to predict more
accurately the bioavailability of the drug. If the NP is not stable
while crossing the intestinal cell barrier, the fate of the encapsu-
lated drug can be critically modified, which is not the case if the
uptake pathway changes or is not fully described. The latter was
shown by Roger et al., who displayed alternative uptake mecha-
nisms because the main entrance pathway was blocked by inhi-
bitors. Indeed, the authors demonstrated a modification of
transport pathways after cholesterol depletion or inhibition of
clathrin-mediated endocytosis.™

PK model relevancy for absorption

From what has already been discussed, we can affirm that integ-
rity of the NP and its overall stability is an important parameter
to monitor to obtain a relevant PK model. In regular PK models,
the AUC after oral administration is accurate evidence of the rate
of absorption, which can be calculated by Weibull modeling
(Weibull's law is a three-parameter probability law that is widely
used to model the lifetime of products because of its flexibility).
In the case of nanomedicines, it is not relevant to only quantify
the concentration of the drug through time because it does not
consider the stability of the NP. For example, this was demon-
strated by Groo e al, whereby the most effective paclitaxel
nanoformulation in an in vive subcutaneous tumor model after
oral delivery was not that with the highest AUC. Importantly,
thie turmor was resistant to free paclitaxel but not to encapsulated
paclitaxel. Thus, the formulation that was not stable during
absorption gave the highest AUC, whereas free paclitaxel was
not effective enough against the tumor. Paclitaxel encapsulated
in stable LNCs was less absorbed but more effective. This is one
example that demonstrates that relationship between AUC and
drug effect is not obvious in the case of nanomedicines.™

Distribution

The main goal of drug nanoencapsulation is to modify the distri-
bution of the drug to enhance its activity and/or to reduce its
toxicity. Thus, this step of the PK process should be clearly
assessed. Once again, regular PK models fail to describe with
good accuracy the dynamics of NP distribution, which depends
on the interaction of particles with body fluids and tissues
throughout the distribution process. Physicochemical parame-
ters of the NPs change after contact with body fluids and are
responsible for the fate of the nanocarrier i vivo. To describe
and predict those interactions, it is mandatory to characterize
the NPs fully before administration and during their joumey in
the bloodstream.

Characterization of NPs before administration

To follow the distribution dynamics and to establish relevant
models, it is important to characterize the formulation before
administration. Not only size, shape, and charge should be
assessed, but the homogeneity of the formulation should also
be well defined. If more than one type of nanostructure exists
(e.g., nanocapsules mixed with micelles) in the same formulation
mixture, this will have impact the overall distribution. Regular
PE models used to describe distribution only consider the active
ingredient as a free drug. Some nanomedicine PK models have
been published but with the hypothesis that only one type of
NP was administered.” " However, it is now well known that
other species, such as micelles, can also be present in the formu-
lation in addition to NPs. This is also the case for liposomal for-
mulations, which can contain different types of liposome or
liposome remnants. * This complexity of the NP population after
formulation has to be well characterized or purified to be
included for specific PK modeling of NPs.

To explain the complexity of NP characterization, we can look
at an apparently simple parameter, namely size determination. It
is well known that size impacts distribution.* Thus, accurately
determining the size is mandatory. However, different tech-
niques adapted and validated in the nanosize range, such as
dynamic light scattering (DL5), NP tracking analysis (NTA), or
field-flow fractionation (FFF), coupled to multiple sizing detec-
tors or even electron microscopy (EM), will not give the same
results, especially for particles that are not solid, such as lipo-
somes of lipid nanocapsules. If the technique is different, the
measured parameter is also different as, thus, is the final result.
In fact, the difficulty is in choosing the best adapted method of
amalysis. In addition, size measurement is always performed
in vitre in standardized conditions and might not be the same
after contact with organic fluids, as blood. The same reasoning
can be applied for zeta potential reflecting the surface charge of
the particles.

Therefore, determining the true size of a particle is difficult
and impedes accurate modeling of distribution. A 10% error on
the radius of the particle will lead to a 21% error on the surface
and, for some techniques, this difference is much higher.**

Characterization of NPs after administration

If NP characterization is not easy before administration while
NPs are in their native form, it becomes even more difficult in
the blood compartment after contact with plasma proteins,
which form a corona at the surfaces of the NP's and potentially
changes their diffusion properties.* " The profile of coating pro-
tein depends on the physicochemical properties of NPs. This
physicochemical spedficity leads to a "biclogical identity’, which
has been well described by Dawson and Linse et al., and more
recently by Caracciolo ef al."™" This relatively modemn concept
is misunderstood, and mastering it is probably one of the keys
to nanomedicine clinical success. Increasing knowledge of this
phenomenon is essential to obtain information relating to the
surface-associated proteins of NPs. Given that the environment
of the protein changes between different body compartments,
NF coatings change as they move through the body. Indeed, cor-
ona proteins comprise a ‘hard corona” based on strong NP/ pro-
tein links, and ‘soft corona’ resulting from weak binding,
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which allows dynamic protein exchanges at the surface of
NPs. """ Finally, protein corona formation can lead to opsoniza-
tion, which can enhance uptake by specialized cells of the retic-
uloendothelial  system (RES), leading to increased NP
elimination. Therefore, by changing the size, shape properties,
and surface charge of NPs, a protein coating will influence their
biodistribution. To avoid or minimize corona protein and, thus,
increase the plasma half-life during biodistribution, it is possible
to design stealth MPs with a PEG coating.”" "' These NPs can be
considered second-generation NPs, for which steric stabilization
with PEG is one of the promising approaches used to improve
their PK profile, increase circulation time and/for stability, and
reduce clearance of plasma nanocarrier by the RES.”

Other important information for establishing accurate PE
maodels is the equilibrium dynamic between the encapsulated
drug, free drug, and the free NP. Regular PK models only describe
the evolution of drug concentrations in compartments such as
blood, brain, or other specific tissues. For NPs, their performance
is linked to the distribution process of the drug within the carrier
{specific targeting or drug protection) and the kinetics of release
from the carrier to obtain drug action. Thus, monitoring the drug
alone presents some limitations for NP PE modeling. Thus, it is
important to use methods that enable the determination of not
only the encapsulated and released drugs, but also the emptied
NP. Combined with the PK process, this information is required
to establish an acourate PK model with a high prediction capabil-
ity of both the efficacy and toxicity of nanomedicines.

Singh et al. performed an in vive PK study on liposomes loaded
with exemestane (Fig. 1), in which they measured drug concen-
tration without evaluating the integrity of Ii|:n::|5:::u'r|.|:s,11
Menzel ef al. investigated exenatide loaded in a self-emulsifying
drug delivered system.”” Most of the published studies rely on
the monitoring of drmug blood concentration over time, which
is relevant for non-encapsulated drugs but is not accurate for
nanomedicines. Considering the equilibrium between the free
and the encapsulated drug during PK modeling will be required
to remove barriers to the clinical translatability of nanomedicine
treatments.

while
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Many studies use labeling of the drug or the nanocarrier (e.g.,
with a dye) to follow their distribution. In this case, the stability
of the dye and of its association with the nanocarrier has to be
checked. Many issues have been reported, such as instability of
fluorescent labeling, structure modification of the carrier after
labeling, or detericration of NP stahillt}'."" * Moreover, labeling
can change the fate of the nanomedicines if it changes their sur-
face properties, as discussed earlier. Guo et al. discussed each
method of labeling and their associated flaws for example, some
elements of whole blood (hemoglobing can interfere with fluo-
rescence. According to these authors, radiotracers are considered
as a suitable choice to keep the molecular structure of the
nanocarriers but, unfortunately, are not the most appropriate
form of control of NP structure integrity.**

Volume of distribution

The volume of distribution (Vd) is a theoretical volume at which
the drug should distribute at a homogenous concentration calcu-
lated from the initial blood concentration immediately after
intravenous injection. This parameter is calculated for every reg-
ular drug product. For nanomedicines, encapsulated and free
drugs are present at the same time from the initial time point
(TO) in the blood crculation because, in many cases, there is
an equilibrium between free and encapsulated drug even in the
containers. Given this duality, the regular determination of Vd
from the blood at TO is neither accurate nor informative. If one
calculates the Vd from the total drug (encapsulated plus free
drug) the interpretation will be complex because the entities do
not display the same diffusion patterns. This inability to deter-
mine an accurate Vd has consequences for modeling because,
in standard models, Vd is used to calculate other parameters,
such as drug total clearance. This example shows again that reg-
ular modeling is not relevant for PK  determination of
nanomedicines.

Biodistribution studies

A major way to evaluate the distribution of nanomedicines in the
body while assessing their stability is to use FRET, as already
described for absorption studies. Laine et al. used FRET to evalu-
ate the behavior of different lipid NPs [i.-t:., LMNCs, pegylated
LMCs, and lipid nanoemulsions (LMEs)]. Results showed different
release kinetic profiles, with PEGylated LNCs and LNEs had an
extended blood-circulation time associated with good structure
stability owver several hours after intravenous inject ion."* Gravier
et al. used macroscopic and microscopic imaging to analyze the
FRET signal to determine the stability of LNE and LNC in a bio-
logical environment. Results showed that LNCs remained more
stable compared with LNEs in the presence of serum or cancer
cells.” These studies, based only on imaging, give insight into
the fate of nanoccarriers in vivi but are not quantitative and, thus,
do not enable determination of a PK profile. Cuantifying both
the free drug and the nanocarmrier in parallel would be a good
strategy to this end.

Various studies have described the surface modifhcation of NPs
to optimize the bicdistribution of the encapsulated drug in, for
example, active targeting on solid tumors. Some surface probes,
such as RGD peptides”™ or specific antibodies, have been pro-
posed for this use.' "% In recent years, the ability of blood pro-
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teins to form a corona around NPs has also been taken into
account to develop efficient active targeting,. 5 Before trying
to optimize the biodistribution, one should be able to character-
ize accurately the distribution of nanomedicines and to differen-
tiate encapsulated drug from free drug in every tissue. This would
help to solve the issue of active targeting. In fact, the percentage
of administrated drug that is considered to reach its target after
encapsulation in specialized drug delivery systems is low (0.3-
3% according to some studies).™ - Although targeting has been
one of the potential key features highlighted for nanomedicines,
it is now obvious that this goal has not yet been achieved in
humans. This is also because animal models used (mainky
rodents) do not display the same physiological characteristics
as humans and, thus, are nonrelevant models.

Conclusions on PK model relevancy for distribution step

To characterize and model the distribution, it is important o
determine the dynamics of corona formation over the particles.
Regular PK parameters are not directly usable, such as, for exam-
ple, Vd, as discussed earlier. Moreover, modeling should include
the equilibrium between free and encapsulated drug. One way of
doing this would be to add a supplemental compartment related
to the encapsulated drug in the PK model. Thus, the minimum
number of compartments in a nanomedicine FK model would
be two (ie., free drug in the blood and encapsulated drug in
the blood) (Fig. 2).

Degradation-elimination

The degradation—elimination phase is the last phase of the PKE
process for drugs and NFPs. One of the key advantages of NPs is
their prolonged circulation time. This has been seen as being par-
ticularly relevant for cancer therapy, and is why it is vital to char-
acterize this phase with the aim of optimizing it. This phase
contains both metabolization and excretion processes.

Phases of NP elimination and hepatic affinity

For the active drug, the PK phase of metabolism is represented by
chemical reactions mainly found in the liver. Usually, these reac-
tions are divided into three phases. First, an activation phase
using enzymes of cyvtochrome P430, which indude oxidation,
reduction, or hydrolysis reactions. Then, a conjugation phase is
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Drug release and exchange between nanoparticles and its elimination from
the central compartment. K, and K_, are the exchange constants of active
drug between the NP central cormnpartment. Ke represenits the elimination
constant from the compartment.

necessary because metabolites obtained after the first phase are
clearly unstable. During this second phase, the addition of a
hydrophilic group allows the best drug solubilization, thus facil-
itating its elimination. The final phase is a transport phase to
eliminate xenchiotics (Fig. 3)."" All these phases refer to the
active drug and not to its carrier.

In the case of nanomedicines, PE parameters associated with
normal metabolism and followed by drug elimination are not
directly applicable. For the nanocarrier, it could be possible to
define a Phase IV of degradation (Fig. 3). Indeed, even if NPs
are not metabolized using classical hepatic pathways, there is a
specific process for NP degradation mainly linked to liver-INF
interactions, as described by Zhang et al.. After NP administra-
tion, proteins that are present in different biological media cover
MNPs to form a protein corona. This is called opsonization and can
be considered as the first step in elimination, during which the
NP is tagged by proteins to allow its recognition by specific cells.
Indeed, NPs covered with this protein corona generate different
cell interactions in the blood, such as complement activation,
or in different tissues, for example in the liver, with cellular
uptake by the resident macrophages, Kupffer cells. The second
step of NP elimination is the result of these interactions, which
lead to NP degradation NP by the immune system. Thus, the liver
has an essential role in the elimination of NPs, especially in the
Kupffer cells by micropinocytosis, clathrin-mediated endocyto-
sis, or caveolin-mediated endocytosis.” " Internalization is lar-
gely associated with surface charge, shape, or size and, thus,
also with the composition of protein corona because it impacts
all three characteristics. For example, PEG reduces cellular uptake
by decreasing the formation of the protein corona. By contrast,
MNP size can affect endocytosis mechanisms. Indeed, endocytosis
is caveolin mediated for 20-100-nm NPs, whereas it is clathrin
mediated for 100-350-nm NPs, and uses micropinecytosis for lar-
ger NP5 58

NP-liver interactions: ABC phenomena
NP-liver interactions are a major step in elimination; unfortu-
nately, this step was generally only studied in vitro or in healthy
animals, as detailed by La-Beck ef al.™” Using the right models in
this case can be particularly relevant. For example, cancers are
often associated with profound and heterogeneous immune dys-
function, which can lead to modification of circulating proteins,
changing the nature of the corona covering the NFs and modify-
ing their PK profiles.” Phagocytosis of NPs is more associated
with specific recognizable proteins present on their surface rather
than by the quantity of binding proteins. Indeed, Nguyen et al.
showed that uptake of NPs in mixtures of different protein con-
centrations by phagocytes was identical. ™

These interactions with the mononuclear phagocyte system
(MP5) lead to NP clearance from blood and sequestration in
organs of the MP5: liver, spleen, and lymph nodes, and is one
of the most important barriers to the therapeutic efficdency of
NPs.”" PEG is added to the NP surface to reduce uptake by
MPS, but this can induce the production of anti-PEG antibodies
and activation of complement proteins. This immunogenicity
mechanism, which leads to an accelerated blood clearance
(ABC) phenomenon, is well established in preclinical studies
but is unclear in clinical situations.” "~ The lack of relevant
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PE studies, including repetition of NP injections, could explain
this situation. Thus, it will be interesting to study this ABC phe-
nomenon  more  precdsely, especially PFE modification  of
nanomedicines after multiple injections. The ABC phenomenon
is complex and depends on multiple factors: time interval effect
({maore pronounced from 4 to 7 days), third dose effect (decrease
of effect after two injections), PEG-surface density, PEG chain-
length effect, NI size and charge effect (increased for larger and
positively charged NPs), administration effect (more important
for slow infusion in contrast to bolus), or also animal species
effect (maximum ABC is observed after 7 days for rats and
10 days for mice, but is unchserved for the rabbit). "

Renal excretion

As discussed for the distribution phase, another way to improve
the PK profile during the elimination phase involves adding PEG
to the NP surface to reduce renal clearance.”

NP renal elimination is also associated with protein-corona
formation because it has a major role in increasing particle diam-
eter (hydrodynamic diameter), which becomes considerably lar-
ger compared with its in vitro measurement. Consequences for
blood dearance are important because NP diameter is associated
with cut-off glomerular filtration linked to the elimination from
blood of the encapsulated drug; thus, this can affect its half-life
in blood.”™

Glomerular tissue comprises three layers: fenestrated endothe-
lium, glomerular basement membrane (GEM), and podocytes,
with pores between 4 and 5 nm. Filtration cut-off is ~65 kDa (al-
bumin molecular weight), which corresponds to  6-8 nm.

and the carier. Blue circles indicate lipophilic drug molecules.

NPs< 6nm are subject to free glomerular filtration, whereas
MNPs =8 nm are not filtered. Moreover, renal elimination is also
influenced by NF charge because the GBM is negatively charged;
thus, positively charged NPs are maore easily filtered than nega-
tively charged NPs, which are repulsed. In addition, because fen-
estrated endothelinm is covered by a negatively charged
glycocalyx layer that is 200-300-nm thick, it allows negative
MPs to have a longer circulation time. ™
Peng et al. discussed the challenge of renal-clearable nanocarri-
ers. This interesting topic because renal-clearable
nanomedicines have many advantages, such as minimizing
MP5 uptake and avoiding long-term accumulation im wital
argans, which could induce hepatic or spleen toxicity. ™

*In a recent review,

is an

Calculating PK parameters for the elimination phase
for nanomedicines

In regular PK analysis, the elimination phase is described by dif-
ferent PK. parameters: half-life, MRT, and clearance. These param-
eters are calculated (mainly) from the concentration of the free
drug in the blood versus time. This can be done by non-
compartmental analysis (NCA) or after using compartmental
modeling. In each case, the calculation should be related to the
drug concentration. When it comes to nanomedicines, the prob-
lem is more complex because the drug can be present in blood as
free or encapsulated drug {ie., not bicavailable at the site of
action). This situation should be taken into account in studies
involving the PK analysis of nanomedicines. Indeed, the result
obtained is not the same if both the free drug and the encapsu-
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Proposed theoretical compartrment pharmacokinetics (FK) model adapted to the specific features of nanomedicines. Blue arrows indicate encapsulated drug
biedistribution: orange arrows indicate free drug biadistribution; black ammows indicate drug release from the nanoparticle; dashed black arrows indicate
hypothetical return of drug back its carrier. Abbreviation: MPS, mononuclear phagocyte system.

lated drug are separated after blood sampling before analysis.
Given that the fraction of drug that can be eliminated by the kid-
ney is only the free drug, the calculated renal dearance should
only refer to the free drug (with exception of renal-clearable
nanomedicines < 8 nm as discussed earlier). For terminal half-
life determination, the issue is the same and interpreting a
half-life that includes free and encapsulated drug can be difficult,
especially if the parameter is compared with a standard injectable
or oral formulation without any encapsulation {i.e., sequestra-
tion of the drug from its elimination process). Thus, the MET
might be more relevant because it allows a more accurate com-
parison between different formulations of the same drug after
MNCA. MRT is a global value of the mean amount of time a mole-
cule will stay in the studied tissue or media; however, it is only
calculated from the blood AUC and its shape is described by area
under the first moment curve (AUMC). Total clearance calcula-
tions for nanomedicine should also only be caloulated as the
ratio of dose and AUC using NCA, again keeping in mind that,
in the case of nanomedicines, the result will be different if free
drug is considered or if the total of free and encapsulated drug
is considered. If modeling is involved to determine those elimi-

nation parameters, the carrier with its encapsulated drug should
be considered as a supplementary compartment, as discussed ear-
lier. In the model, the stability of the carrier should also be con-
sidered because it impacts the release of the free drug and, thus,
its elimination. In fact, the released drug can follow the elimina-
tion process, which might not be the same for the encapsulated
drug still protected from major elimination processes {metabo-
lization, kidney filtration etc.).

Concluding remarks and perspectives

Classical PK parameters are not fully adapted and, thus, classical
PE modeling is not sufficient to describe the PK of nanomedi-
cines. Indeed, the PK of NPs is a suite of complex phenomena
that combine free drug, encapsulated drug, and empty NPs. Clas-
sical PK models describe only the fate of the free drug. It is now
necessary to create new PE models taking into account the
dynamic equilibrium of free and encapsulated drug, the stability
of the nanocarrer in the organism, its interactions with specific
organs, such as the liver, spleen, and kidney, and any in vive
modifications of the carrier.
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Recently, Colino ef al. proposed an interesting PK model of
MPs, which includes a specific compartment for macrophage
uptake and release.” Two recent reviews by Byun ef al. and Yuan
et al. provide details about PK behavior that can be used to design
PBPK models.””"™ Finally, Guo ef al. suggested ways to improve
PE modeling using two methods of approaching data: compart-
mental and noncompartmental analysis. The second method is
maore robust especially when the distribution is unknown.**

As these authors explain, it appears essential to take into
account all sequestration compartments in mathematical models
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PARTIE EXPERIMENTALE

Cette premiére partie bibliographique a permis de mettre en lumiére les nombreuses
particularités PK liées aux nanomédicaments. Ce sont autant de difficultés dans le
développement pharmaceutique de ces formulations galéniques. L’objectif initial de ce travail
expérimental était de développer des d’outils d’évaluation de la PK des NCLs. En effet, ces
nanovecteurs développés au sein du laboratoire MINT n’avaient jusqu’alors jamais été évalués

d’un point de vue pharmacocinétique.

La revue de la littérature réalisée en amont du travail expérimental nous a obligés, dans un
premier temps, a nous focaliser sur le devenir et |’état des NCLs apres contact avec les fluides
biologiques. En effet, les données issues des recherches bibliographiques ont entrainé un
guestionnement a propos de la formation de la couronne de protéines autour de ces

nanovecteurs apres administration.

Ceci fait I'objet du premier chapitre de la partie expérimentale qui permet d’apporter quelques
éléments de réponse sur le comportement in vitro des NCLs pour prédire leur devenir in vivo. Le
second chapitre de la partie expérimentale traite quant a lui du devenir de différents types de
NCLs aprés injection intraveineuse chez le rat. La mise au point d’un systéme d’extraction et de
détection quantitatif des NCLs a été nécessaire pour permettre la modélisation
pharmacocinétique. Enfin, au vu des données obtenues et de I'objectif initial, un dernier chapitre
a été consacré a I'étude de I’élimination rénale de ces NCLs aprés injection intraveineuse chez
le rat. Ceci a permis de mieux comprendre la biodistribution et I"élimination des NCLs et ainsi de

compléter I'évaluation in vivo.
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Chapitre 2. Etude de la formation de la couronne de protéines
autour des NCLs

Avant-propos

Apres administration dans le compartiment sanguin, les NCLs se retrouvent en contact avec les
protéines plasmatiques. Comme décrit dans les années 1980 par Leo Vroman, les protéines ont
la capacité de s'adsorber a la surface des matériaux. Les NCLs n’échappent pas a ce phénomeéne
qui se traduit par la formation d’une couronne de protéines autour de ces nanoparticules et qui

a été décrit pour la premiére fois dans les années 2000.

Il est clairement établi que cette couronne est trés dépendante des caractéristiques
physicochimiques des nanoparticules. De ce fait, plusieurs types de NCLs ont été mises en
contact avec du plasma afin d’évaluer les différentes modifications physiques entrainées par

cette adsorption protéique (taille et potentiel zéta).

Ce travail s'achéve par l'utilisation de la méthode Ohshima, du nom de son inventeur, utilisée
dans |'étude des caractéristiques électrocinétiques et électrostatiques de certaines

nanoparticules pour tenter de prédire |'affinité des protéines plasmatiques pour celles-ci.
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Abstract

The parameters currently used for the characterisation of nanoparticles, such as size and zeta
potential, are not able to reflect the performance of a nanocarrier in the biological environment.
Therefore, more thorough in vitro characterisation is required to predict their behaviour in vivo,
where the nanoparticles acquire a new biological identity due to interactions with biomolecules.
In the present study, we performed in vitro characterisation in biological fluids for lipid
nanocapsules (LNCs) with varying means sizes (50 nm and 100 nm), different electrical surface
charges and different Poly Ethylene Glycol (PEG) compositions. Then, different methods were
applied to show the impact of the protein corona formation on the LNCs. Even if all formulations
attached the plasmatic proteins, a higher thickness of corona and highest protein bound was
observed for certain LNC50 formulations. A better knowledge of proteins adsorption
phenomenon over NPs in the plasmatic media is a corner stone for the clinical translation. In
fact, after short blood circulation time, it is not the initially designed nanoparticle but the complex

nanoparticle bearing its protein corona which circulates to reach the target.

Keywords: Corona formation, Lipid NanoCapsules, plasmatic media, electrokinetic,

physicochemical properties
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1. Introduction

Organic or inorganic nanoparticles (NPs) have been used since last decades to improve drug
delivery [1,2]. However, if some successful medical applications exist in the domain of cancer
therapy or more recently in infectious diseases with SARS-COV-2 vaccines [3,4], there is a need
for a better knowledge about NP interactions with the biological fluids [5]. A basic understanding
of the link between physicochemical properties of NPs and the impact on the adsorption of
protein seem decisive to improve the design and development of well-characterised NPs for the
future [6,7]. After contact with the biological fluids, NPs are immediately surrounded by proteins
to finally change their synthetic identity to a new biological one [8,9]. Although the interactions
between NPs and proteins have been described since the 70s, Tyrell et al found for the first time
albumin, alpha- and beta-globulin interaction with liposomes and studied the effect on this
interaction on their uptake by cells [10]. The intensive study of the consequences of this
aggregation phenomenon has started around 2007, when Dawson et al. described protein
coating and gave it the name of “protein corona” [5,11,12]. Nowadays, it was widely recognised
that NPs and biomolecules establish different interactions, where several factors are known to
affect the protein corona composition, which includes morphological and chemical NP
characteristics [8,13-15]. The protein corona is complex and variable because biological fluids
such as plasma contain as many as 3700 proteins [5,11,16] and it has been estimated
approximately that 50 to 150 proteins can interact with NPs [17,18]. In a general pattern, corona
is constituted by a “hard-corona” based on strong NP/proteins links and a “soft corona” resulting
from weak binding, allowing dynamic protein exchanges at the NP surface [19-21]. Adding to
that, some components of the protein corona called opsonins enhance uptake by the specialised
cells of the reticuloendothelial system (RES) leading to an increased and faster elimination [22-
24]. Understanding this phenomenon is an important milestone of the NP development because
the entire impact of the protein corona on the fate of NPs and thus on drug delivery patterns
remains partially unknown. Indeed, if there are a lot of data concerning inorganic NPs, studies
on soft particles remain poor concerning protein corona especially on Lipid Nanocapsules (LNCs)
like those developed by our team since 2000 [25]. These nanocapsules have been used to
encapsulate many molecules in their lipid core [26-29]. Among the huge number of organic NPs,
the main advantage of LNCs lies in their formulation. Just by playing with the composition
(water/oil ratio, surfactant concentrations), their formulation allows a good control of their
physico-chemical characteristics mainly the surface characteristics [30-33]. This is why it is
particularly relevant to study the influence of the size, the surface charge and the interfacial
properties on protein coating in the case of LNCs to obtain optimised formulations. On previous
studies which were conducted by our team, Groo et al, have demonstred post-inserting PEG to
LNCs permit to increase lood circulation time of paclitaxel b [34]. Nevertheless, recenty we
published a study about LNCs with pre-mixing PEG which highlight in one side an increase time
of blood circulation of LNCs 85 nm, but the other side a frankly decrease blood time residence

of LNCs 50 nm [35]. The aim of the present work was to demonstrate how protein corona can
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modify the synthetic identity of LNCs for different protein corona by using different pegylated
surfactants at the first steps of the LNC formulation. In this paper, we suggest to analyse the
effects of LNCs (different sizes and different interfacial molecular conformation) on the protein
corona formation by using the soft particles analysis described by Ohshima. This electrokinetic
method is able to quantify the electrical charge density in the accessible ionic layer inside the
LNCs shell [36,37].

2. Materials and methods

2.1 Materials

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS), octadecylamine (stearylamine), Bovine Serum
Albumin (BSA), sodium chloride and potassium chloride were supplied by Sigma-Aldrich (Saint-
Quentin-Fallavier, France). Kolliphor® HS-15 (PEG 660 and polyethylene glycol 660
hydroxystearate mixture) was purchased from BASF (Ludwigshafen, Germany). Lipoid® S75-3
(phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine mixture) were purchased from Lipoid GmbH
(Steinhausen, Switzerland). Captex® 8000 (glyceryl tricaprylate) was kindly provided by Abitec
Corporation  (Columbus, OH, USA). DSPE-mPEG-2000 (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-N-[methoxy(polyethylene glycol)-2000] (ammonium salt)) was
purchased Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). Ultrapure water was obtained from a Milli-
Q® Advantage A10 System (Merck Millipore, Darmstadt, Germany). Fetal Bovine serum (FBS)

was purchased from Biowest (Nuaillé, France).

Fresh rat plasma was obtained directly after intracardiac blood puncture on Sprague Dawley
male rat (Janvier labs, Saint-Genis-Laval, France) on EDTA K2 tube (BD Vacutainer®, Franklin
Lakes, USA)

2.2 Formulation of Lipid NanoCapsules (LNCs)

LNCs were formulated using a phase inversion process that has been established previously [25].
For the different formulations, the compounds were precisely weighed as mentioned in
supplementary Table S1. For positively and negatively charged LNCs, 1.4 mg of stearylamine
(SA) or 7.0 mg of DSPE-mPEG-2000 (PEG) were added, respectively in the starting premix with
all other compounds. Briefly, the mixture was carried out under magnetic stirring at 200 rpm
agitation speed at room temperature to obtain an oil/water emulsion. Then, four cycles of heated
and cooled phases from 60 to 90° C have been performed to detect the inverted phase close to
70°C. On the last run, at this inversion phase, LNCs were formed after quenching with 625 mg
of cold water and stirred for 30 min. LNC suspensions were filtered through a 0.22 um filter
before use. Finally, six formulations of LNCs were obtained with two means of size: 50 nm (LNC-
50) and 100 nm (LNC-100), surface modifications: DSPE-mPEG-2000 (PEG) (LNC-50-PEG; LNC-
100-PEG) and stearylamine (SA) (LNC-50-SA; LNC-100-SA).
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2.3. Size and zeta potential : measurements before and after incubation
All nanoparticles were characterised in terms of size, and zeta potential (ZP) using a Malvern
Zetasizer Nano ZS setup (Malvern Panalytical, Worcestershire, UK). Size was determined by
dynamic light scattering method with a 173° backscattering detection measurement angle, after
3 measurements, each constituting at least 10 runs. Each measurement was performed in
triplicate (n=1). A 1:100 dilution of nanoparticle suspension in ultrapure water was achieved in
order to assure a convenient scattering intensity on the detector. On similar conditions of
dilution, ZP was also estimated by 3 measurements with automatic selection of the number of
runs (from 10 to 100) through determination of the electrophoretic mobility in a folded capillary
cell and after applying the Smoluchowski equation.After incubation in FBS or rat plasma, the
average hydrodynamic diameter and polydispersity index of LNCs were measured using the same
method as the initial measurement but without the dilution before analysis to avoid modifications
of the protein corona around LNCs. In the same conditions, ZP has been determined after 3
measurements of each sample without dilution. To permit a suitable comparison between ZP,
the conductivity of each sample has been measured.o ZS setup (Malvern Panalytical,
Worcestershire, UK). Size was determined by dynamic light scattering method with a 173°
backscattering detection measurement angle, after 3 measurements, each constituting at least
10 runs. Each measurement was performed in triplicate at 25°C. A 1:100 dilution of nanoparticle
suspension in ultrapure water was achieved in order to assure a convenient scattering intensity
on the detector. On similar conditions of dilution, ZP was also estimated by 3 measurements
with automatic selection of the number of runs (from 10 to 100) through determination of the

electrophoretic mobility in a folded capillary cell and after applying the Smoluchowski equation.

2.4 Incubation with proteins to study the protein corona formation

2.4.1 Fetal Bovine Serum (FBS)

For the first step, in order to study the evolution of ZP and size after protein contact, it has been
decided to perform the experimentation with LNC 50 nm. LNCs 50 nm was incubated with
different proportions (v:v) of FBS medium equivalent to 0 to 16 g/L of BSA with fixed final
dilution of stock LNCs suspension (1:100) (supplementary on Table S2). To keep similar
conductivity, PBS dilution medium was considered as the best choice. All mix combinations were
performed on Ultra High Recovery Microcentrifuge Tubes (STARLAB International GmbH,
Hamburg, Germany) to minimise protein binding to the plastic surface. The LNCs were incubated

for 1h at 37°C on lab oven (Memmert, Schwabach, Germany).
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2.4.2 Rat plasma

In order to assess the protein-corona formation, the second step consisted in the incubation of
the six different LNC formulations with fresh rat plasma for 1 h at 37° C in the previously
described conditions. For plasma preparation, EDTA was chosen as an appropriate anticoagulant
since it does not alter the protein corona composition [36,37]. In order to make accurate
comparisons between the six formulations, the ratio of nanoparticles surface area to the volume
of plasma was established thanks to in vivo relevant LNCs plasma-particle concentrations. To
explain briefly, after intravenous injections of each LNC suspensions, the initial concentrations
(Cinit) were close to 5.0x10'3 part/mL. As the surface area of LNC 50 nm (Awncso) has been
considered as the reference, the surface area (Eq. 2) of the formulation was calculated and the
result for one particle (7850 nm2) was considered as the target. Then, to estimate the surface
area of the formulation in blood compartment after injection, Awncso has been multiplied by the
Cint to obtain the required standardised surface area, 3.925x10Y” nm?/ml for each

experimentation.

The volume of LNC suspension added to plasma was calculated for each formulation according
to the following formula:

3.925x10%7

(1)

! LNC
ALneXCine

where is the surface area of a LNC (in nm?2), and is concentration of LNC (in particles/ml). Since
LNC have a spherical shape, was calculated as follows:

Aine = 4mr?
(2)

After incubation, nanoparticle size and ZP were measured using Zetasizer Nano and compared
to the initial parameters of the formulation.

2.5. Isolation of LNCs-Corona and free proteins with size exclusion

chromatography

In order to separate LNCs bearing protein corona from free proteins present in plasma, size
exclusion chromatography (SEC) was performed using Waters 600 HPLC system (Waters, Saint-
Quentin-en-Yvelines, France) equipped with protein KW-803 column (Shodex, New York, NY,
USA) [38]. Detection was performed using a UV (A = 280 nm) and a refractive index detector.
PBS was used as a mobile phase at a flow rate of 0.75 mL/min, sample injection volume
constituted 100 pL. Chromatographic profiles were obtained for rat plasma, LNCs formulations,

and mixtures of LNC with plasma incubated during 1 h at 37° C (n=1).
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2.6. Protein quantification of corona with Micro bicinchoninic acid (micro-BCA)

assay
The micro-BCA assay was used to quantify the amount of protein absorbed onto the LNC surface
after incubation in plasma. The assay was performed using Thermo Scientific™ Micro BCA™
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) according to the manufacturer’s
instructions. Briefly, 150 uL of protein-containing samples were mixed with 150 pL of working
reagent in a microplate well, incubated at 37° C for 2 h, and the absorbance was measured at
562 nm on SpectraMax M2 microplate reader (Molecular Devices, San Jose, CA, USA).
Additionally, a set of protein standards with varying mass concentration of bovine serum albumin
between 0 and 200 pg/mL was tested in order to build a standard curve, from which the protein
concentration in the samples was estimated. The obtained protein concentration was corrected
for dilution factor introduced during SEC and the quantity of coeluted plasma proteins was
subtracted. In order to make comparisons between different formulations, the quantity of

absorbed protein was expressed as the density of protein on the LNC surface in ug/nm?2.

2.7. Semi qualitative analysis: SDS-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (PAGE)

After separation step from SEC of interesting harvested fractions and after protein quantification
step with micro-BCA, the aliquots have been diluted to reach a maximum of 20 ug of proteins
per samples in maximum volume of 40 pL. These samples were treated with Laemmli buffer
(previously mixed with 2-mercaptoethanol) (BioRad, Hercules, California, USA), heated at 100°C
for 5 min. Then, each aliquot was electrophoresed in separated lane to 4-20% acrylamide
denaturing SDS-polyacrylamide gel, a mini-protean® TGX™ precast gel (BioRad, Hercules,
California, USA). First lane was attributed to the molecular weights 10-190 kDa, Precision Plus
Protein™ standard (BioRad, Hercules, California, USA), the electrophoresis cell has been filled
with Tris-Glycine-SDS buffer (BioRad, Hercules, California, USA), and electrophoresis conditions
have been fixed to 100 V for 90 min. After that, the gels were washed with water and stained
with Coomassie brilliant blue G-250 (BioRad, Hercules, California, USA) during 30 min and
destained in water acetic acid solution. Finally, the gels were read with gel imager apparatus

(Axygen, San Fransisco, California, USA).

2.8. Electrokinetic measurements

In order to determine the pseudo-charge density (ZN) and the accessibility layer to ions or
proteins (1/A), the electrophoretic mobility of LNCs according to Ohshima, who has well
described the soft-particle theory [34]. Thus, it has been decided to perform electrophoretic
mobility measurement with NanoZS of our different LNCs formulations (LNC-50, LNC-50-PEG,
LNC-100, LNC-100-PEG for different KCI concentrations. The four formulations were diluted into

potassium chloride solution with variable concentrations ranging from 0 to 0.15 mol/L. The
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average and standard deviation values have been estimated from 3 measurements of each

sample (n=1). Experimental values were fitted by using the following equation:

= rfo Gho/em) (/D Ypon Pfl(l)z
n Ak (/D) n \1

(3)

where o is the surface potential and g pon is the Donnan potential in the polyelectrolyte layer
(Figure 1).

Both parameters (wo and y pon) are calculated according to Equations (4) and (5).

fix 2zne

Yo = Ypon + anKT {1 - [(%)2 + 1]1/2 } (4)

kT Pri Pri 2 1z
Yoon = o ln{ﬂ + [(ZZTLE) + 1] }

(3)

Km is given the following Equation (6)
4’ Pfix 2
m = K 1+ (szne) (6)

with, the Debye length is calculated using

N 2,27,
Lizizie’n

&.e0kT

(7)

Where the physical constants were defined as €o: electric permittivity of free space; & electric
permittivity of water; T: temperature; zi: charge number of ion species j; z: charge number of
electrolytes (supposed to be symmetrical); e: elemental charge; k: Boltzmann’s constant; n:
bulk electrolyte molar concentration; ni: bulk ion i molar concentration; N: charge unit molar
concentration in the LNC shell. prix: pseudo-charge density in the accessible layer; A*! : depth of

the accessible layer.
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On Figure 1, the particle with a core radius is surrounded by a PEG layer and 1/A represents the
depth accessible to ions (K*, CI") Figure 1A is adapted from Ohshima [35]. Figure 1B presents

the Donnan potential (W pon) in the polyelectrolyte layer and the potential (wo) at the surface.
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Figure 1. A) Schematic representation of ion distribution (upper) with 1/x (nm) the thickness of ion-penetrable layer and
ZN (C/m?®) the pseudo-electrical charge of this accessible layer. B) Representation of the potential distribution y(x)
(lower) across an ion-penetrable surface charge layer. (Adapted from Ohshima [34])

2.9 Statistical analysis

All data is presented as mean % standard deviation, based on the data from experiments
performed in triplicates unless stated otherwise. Statistical significance was determined by
means of a t-test between control and experiment values, or analysis of variance with Tukey
post hoc test, using GraphPad Prism 9.3.0 software (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).

Differences were considered statistically significant at p < 0.05.

Multiple comparisons for more than two groups were performed by using one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Fisher’s test to determine the significance of difference among all

paired combinations. p-values lower than 0.05 were considered to be statistically significant.
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Results and discussion

1. Zeta potential and size of LNCs after FBS contact

This work started with a study on classical LNC 50 to understand and check if the methods were
available to detect the presence of protein on the different NPs. LNC 50 have been formulated
with ZP around -4.3%+ 0.2 mV. Because after 1h of incubation, the size and ZP were stable (data
not shown), all the measurements have been performed after 1h of incubation with proteins.
After incubation in different FBS solutions (concentrations reported as equivalent BSA
concentration), ZP starts to decrease and then increases significantly when the concentration of
BSA reaches 4 g/L (Figure 2). This phenomenon could be attributed to the saturation of the NPs
surface with strong negative charged proteins binding (“hard corona”) and then the formation
of the “soft corona” with proteins less negatively or neutrally charged. A control group without
LNCs, containing just FBS, allowed to ensure that the measurement was related to the complex

LNC-protein ZP evolution and not to the protein alone.
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Figure 2. Zeta potential (mV) evolution of LNC 50 nm after incubation on the solution of Fetal Bovine Serum (FBS)
expressed in equivalent bovine serum albumin concentration (g/L). Paired t-test** p< 0.001; *p<0.05
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Adding to that, as it is shown in Figure 3, size distribution profile of LNCs with FBS in aqueous
solution presented two peaks where the first can be attributed to albumin (the main protein of
FBS). Indeed, in regards with the special size measurement of pure BSA solution shown on
supplementary data (Figure S3), a hydrodynamic diameter around 5 nm (PDI <0.3) was
measured. In our case, it was previously demonstrated that albumin and NPs can be significantly
distinguished in the size measurement [39,40]. Even if there is an important difference of
hydrodynamic sizes between albumin (5 nm) and LNC (50 nm), these two elements seem well
separated even if the intensity of the scattered light is proportional to the sixth power of the

particle diameter making this technique very sensitive to the presence of large particles [41].
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Figure 3. Distribution of size (nm) LNC 50 nm after with Fetal Bovin Serum (FBS). (NanoZetaSizer;

Malvern Panalytical)

In order to obtain more accurate results on corona formation and to evaluate the effect of surface
modification of LNC on the protein corona formation, the FBS has been replaced by plasma and

six different formulations were tested [36,40].

2. Modifications of the protein corona formation following the surface of LNCs after

plasma contact

2.1 Physical characteristics modifications

Whole plasma was chosen as the most adequate medium for protein corona experiments
because media like serum do not include coagulation proteins that may constitute a part of
protein corona [36]. In Figure 4A, it was observed that the increase in size after contact with rat
plasma proteins is similar among 50 nm and 100 nm formulations, with the exception of LNC 50
nm PEG (negatively charged) that displays a larger increase in size. As for the change in ZP
(Figure 4B), regardless of initial surface charge, all the formulations reach a similar value around
-5 mV. Similar results have been recently described by Hierro-Oliva et al. where three different
titanium inorganic NPs had similar ZP after protein adsorption [42]. It can be noted that the
thickness of protein corona on LNC 50 nm PEG is considerably higher than in other formulations.
Using the analysis of variance (ANOVA) method, it was found that particle surface charge has a
significant influence on protein corona thickness (p < 0.05), while Tukey post hoc test has shown

that the difference lies between 50 nm SA and 50 nm PEG formulations. This result concerning
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LNC-50-PEG seems different than the usual previous results obtained with pegylated NPs where
the PEG post-insertion reduced the protein adsorption [43-45]. Moreover, in previous cited
studies such as Pelaz et al., the additionnal PEG layer is more homogeneous because it is located
in the external part of the NP interface after post-insertion final step. In our case, the DSPE-
mPEG 2000 is mixed at the starting of the formulation with Kolliphor® HS-15 (hydroxystearate
of PEG 600). One can suppose an interfacial demixion of both molecules during the formulation
leading to inhomogeneous zones at the LNC surface.Thus the conformation of PEG chains at the
surface of NPs is modified and different compared to the most case with usual graft pegylation
technique [46-48]. Otherwise, this phenomenon would partly explain the increased clearance

that has been observed after intravenous injection on rats [49].
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Figure 4. A) Hydrodynamic diameter (nm) for six different LNCs formulations after 1 h incubation in rat plasma. B) Zeta
potential (mV) of six different LNCs formulations after 1 h incubation in rat plasma. Paired t-test **p < 0.01, *** p <

0.001 compared to initial measurement.

2.2 Separation of LNC with protein corona from free plasma proteins

Then, the separation of LNC with protein corona from plasma was performed using size exclusion
SEC, in order to separate LNC from free proteins and to perform a protein analysis. Firstly,
chromatographic profiles for rat plasma and blank LNC formulations were obtained and used as
controls. The retention times for these compounds were established. Then, the mixtures of LNC
with plasma incubated for 1 h at 37° C were separated (Figure 5). Fraction of interest, F1
corresponds to the peak that has the same retention time as blank LNC with possible LNC

covered by protein corona.
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Figure 5. Overlayed chromatograms for rat plasma, blank LNC (50 nm), and LNC-plasma mixture
incubated for 1 h at 37° C. Arrows indicate fraction 1 (F1) and fraction 2 (F2), which were used for
further experiments.

2.3 Quantification and semi-qualitative approach of protein corona surrounding
LNCs

After separation, the protein amount bound to each LNC formulation was quantified using a
micro BCA protein assay. Since interference of lipids with BCA assay was reported in the
literature [53], blank LNC formulations without incubation in plasma were also included in the
assay. No contribution was detected from these samples. The Figure 6A demonstrates that the
quantity of protein bound to LNC, expressed as the density of protein on the LNC surface in
Mg/nm? is similar for all formulations except LNC 50 nm PEG, which has significantly higher

(approximately 3-fold) quantity of protein per unit of the surface area of nanoparticles.
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Figure 6. A) Protein quantity bound to different LNC formulations per unit of surface area (BCA assay). Data is expressed
as mean = standard deviation (measurement performed in duplicate). **p <0.01. B) SDS-PAGE gel of LNC exposed to
the protein of rat plasma, with framed sections representing the main intense bands (150 kDa, and 65 kDa) with black
stars the higher bands level of intensity of the rat plasma exposed LNCs and red stars the higher bans level intensity of
the rat plasma.

Thus, after the quantification step, we evaluated if the composition of the protein corona formed
on LNCs after exposition to rat plasma was also linked to their physicochemical properties.
Indeed, following removal of the unbound and loosely bound proteins, the protein constituents
of the protein corona were qualitatively analysed by SDS-PAGE performed under reducing
conditions (Figure 6B). The protein profiles were fairly similar, but the intensities of the bands
differed. The remaining bands represent the plasma proteins that bound to the LNCs during the
incubation with rat plasma. The image of gel on Figure 6B shows the results of the fraction 1
given after the SEC step. Two main bands probably correspond to albumin (65 kDa) and one
other glycoprotein like a coagulation factor (150 kDa) [13]. The most intense plasma protein
bands (identified by black stars) correspond to the corona protein around LNC-50-PEG that
seems in total accordance with the previous results of the protein quantification. These higher
intensity bands (60 and 150 kDa) were also found on the rat plasma proteins profile. These
results evidence that the main proteins present in the rat plasma have a high affinity for LNCs
especially for LNC 50-PEG.

These results confirmed the NP evolution during plasmatic incubation. The LNC 50 nm with PEG
addition has shown their higher diameter increasing due to protein adsorbed and thus a larger
quantity of protein on their surface. As previously discussed, understanding PEG conformation

on the NPs surface can explain these results because that did not correspond to an usual
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pegylation process [47,48]. Adding to that, we can also focus on the PEG surface density because
the quantity of added PEG was equal between LNC 50 and 100 nm (Supplementary Table S1).
That leads to a higher PEG density for the LNC 50 as compared to the LNC 100 which can
decrease the roughness and increase the protein corona formation [50]. Walkey et al., have
demonstrated on one hand that increasing PEG density may further reduce serum protein
adsorption on gold NPs. On the other hand, when the PEG density was fixed, the decrease of NP
size leads to an increase of the total protein adsorption [44]. Even if we have modified
simultaneously size and surface density of PEG, it seems clear that the protein quantity adsorbed
is a consequence of the NPs surface curvature with steric interactions between neighbouring
PEGs. Finally, this confirms that adsorption of proteins is probably stronger when PEG chains
have more freedom on lower curvature surface. These findings also confirm that increasing PEG
density on smaller NP will enhance the protein adsorption. As it has been previously described,
PEG mushroom-like conformations could be less efficient than PEG brush-like ones for protein
adsorption. To complete these results, the last step of this study consists in the application of
the soft particle theory of Ohshima [34,51].

3. Electrokinetics analysis of LNCs, a link between corona protein and soft
particles

To understand the previous results on the corona protein formation, an electrokinetic study has
been performed using the Ohshima method [34]. The goal of this study was to characterise the
available thickness at the NP interface where proteins can interact with the interfacial compounds
(mainly of PEG hydroxystearate mixture) and thus to assess the influence of the interfacial

molecular conformation.

The Table 1 shows estimated values of pseudo-charge density (ZN) and the accessibility layer
to ions or proteins (1/A), with specific calculation models based on Ohshima method. After
calculation, this method allows to find a concordance between theoretical and experimental
values by determining the best ZN and 1/A values. The different values were presented in the
Table 1 as a function of LNCs type. It has been decided to exclude NPs with electropositive
charge related to stearylamine present in LNC-50-SA and LNC-100- SA formulations because

the probe CI" is not well validated to use for Ohshima’s method.
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Table 1. Estimated parameters, with Ohshima’s method, pseudo-charge density ZN (C/m3) and
the accessibility layer 1/A (nm), for different LNCs.

ZN (C/m3) 1/A (nm)

LNC-50 -4958 0.8
LNC-100 -664.9 3.3
LNC-50-PEG -17.3 98.9
LNC-100-PEG -32.6 55.7

The usual LNC 50 and 100 nm without specific coatings have displayed a negative pseudo-charge
density and a very low ion penetration accessibility layer. For LNCs with PEG addition, the results
presented and Table 1 show little negative pseudo-charge density and high ion penetration
accessibility layer. The decrease of pseudo-charge density of LNCs with PEG is linked to the
addition of PEG, which lead to a steric hindrance layer in contrast to classical LNC formulations.
Proteins, with mainly negative charges, seem more in interaction with LNC-50-PEG with lower
apparent negatively pseudo-charge compared to LNC-50. The similar phenomenon is observed
for LNC-100-PEG versus LNC-100. Adding to that, the ion penetration layer which is higher for
LNC-50-PEG than other LNCs confirmed our previous obtained results (protein quantification)
with higher adsorbed protein surface density (Figure 6A) and an increased hydrodynamic

diameter (Figure 4A).

If we focus on the LNC50-PEG ion penetration accessible layer and proteins adsorption, the high
attractiveness could be due to a brush-like conformation facilitating the protein penetration in
contrast to a mushroom-like conformation for LNC-100-PEG. This difference of PEG surface
conformation can be linked to PEG surface density and surface curvature difference between 50
nm to 100 nm. Like it was previously described, the protein adsorption seems to be the result
of curvature-dependent differences in PEG-PEG steric interactions [44]. Even if PEG addition is
not similar to usual PEG grafting [47,48], this finding seems to be slightly in contrast to main
works on this topic in which an increase in the PEG density decreases, and not enhance, the
protein adsorption [45,52,53]. Nowadays, the stealthiness of NPs is a concept which is not totally
controlled. Some works explored deeper the procedure for NPs coating, to understand influence
of polymers conformation and surface density to achieve the optimal stealth effect [54,55]. PEG
density seems to play a major role in the long-circulating NP characteristics [53,56,57].
Interestingly, we recently showed an increased blood clearance of those LNCs 50 nm PEG
compared to the five other LNCs after intravenous administration in rat [49]. This observation

was assigned to an increased instability of the LNCs 50 nm PEG in blood as compared to the
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other ones [49]. Thus, the new data from the present study reveal that the difference in the
protein corona formation, specifically on the LNC 50 nm PEG, is associated with their increased
blood instability and increased blood clearance observed in vivo. It is now well accepted that
surface changes in corona formation of organic nanoparticles strongly correlated to biological
and pharmacological changes like cell uptake and internalization [58], in depth pharmacokinetics
studies are now needed to decipher the link between the PEG density, the corona formation, the

stability in blood and the blood clearance.

Conclusion

In summary, with this study it has been shown that the protein-nanoparticle corona formation
can be studied by different methods. Whether it is with zeta potential and size or protein
quantification and even Ohshima method, all the obtained results confirm the protein adsorption
on LNCs. Another important result is linked to the PEG addition during the formulation showing
that it does not necessarily lead to stealth nanoparticles. It seems obvious to distinguish per-
formulation and post-insertion PEG addition. Our method of PEG addition in the starting mixture
modified the accessible penetration layer for proteins. Even if many studies tryied to find the
best PEG density and conformation to guarantee a good stealthiness, it is now sure that proteins
always manage to penetrate and adsorb on NPs surface. The current challenge is to improve
characterization methods to assess the consequence of PEG density and length chain on protein
corona formation. Moreover, our study confirms that a basic understanding of physicochemical
properties of NP which impact the adsorption of protein is decisive for designing and developing
nanomedicines. Knowing that, NPs characteristics in the blood circulation (and trying to reach
its targets) can be very different to their initial formulation because of protein corona formation.
In the future, well understanding of the in vivo fate of NPs after intravenous administration with

protein adsorption phenomenon is the first step to improve clinical translation.
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Supplementary information

Supplementary S1: LNC formulations

The composition of LNCs, appears in the following Table S1.

Table S1. Compositions of different LNCs formulations

Quantity (mg)

Compositions

LNC-50 LNC-50- LNC-50- LNC- LNC-100- LNC-
PEG SA 100 PEG 100-SA

Captex® 8000 125 125 125 193.8 193.8 193.8
Kolliphor® HS- 131.3 131.3 131.3 106.3 106.3 106.3
15
Purified water 243.8 243.8 243.8 200 200 200
DSPE-mPEG- - 7.0 - - 7.0 -
2000
Stearylamine - - 1.4 - - 1.4
Lipoid® S75-3 8.4 8.4 8.4 8.4 8.4 8.4
NaCl 9.2 9.2 9.2 9.2 9.2 9.2
Purified water 625 625 625 625 625 625
(2°C)

LNC-50: LNC 50 nm; LNC-50-PEG; LNC 50 nm with DSPE-mPEG,; LNC-50-SA; LNC 50 nm with
stéarylamine. LNC-100; LNC 100 nm; LNC-100-PEG; LNC 100 nm with DSPE-mPEG; LNC-100-
SA; LNC 100 nm with stéarylamine
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Supplementary S2: Sample preparation LNC and Fetal Bovine Serum

The condition of incubation of protein contain on the Fetal Bovine Serum with each type of LNC

were the result of the volume/volume mixed approach as it has been shown ont the Table S2.

To facilitate understanding the BSA quantity of each sample has been calculate to express the

result of BSA equivalent (g/L) which was more comprehensive than v/v percentage of FBS.

Table S2. Preparation of LNC 50/FBS sample

FBS % BSA FBS (mL) LNC 50 stock PBS (mL)
(viv) equivalent suspension (1:10) (mL)
(g/L)

0% 0 0 0.5 4.5
5% 0.8 0.25 0.5 4.25
10% 1.60 0.5 0.5 4
25% 4.00 1.25 0.5 3.25
50% 8.00 2.5 0.5 2
75% 12.00 3.75 0.5 0.75
85% 13.60 4.25 0.5 0.25
100% 16 5 0 0
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Supplementary S3: Hydrodynamic diameter of proteins on FBS and albumin

To check and compare the profile of hydrodynamic diameter of FBS and albumin, it was decide
to perform in the one side the measurement of stock solution of FBS (which contain 16 g/L of
albumin) and the other side the measurement of fresh prepared solution of albumin at 16 g/L.
The result are summarized and the Figure S3.

T T T I T T P

A0+ - r e .................. , ................. , .................

Intensity (Percent)

1000 10000
Size (d.nm)

Yolume (Percent)

10 100 1000 10000

Size (d.nm}

Figure S3. A) Distribution of size (nm) LNC 50 nm after with Fetal Bovin (FBS). B)
Size distribution (nm) of Bovine Serum Albumin (BSA) in solution (35 g/L)
(NanoZetaSizer; Malvern Panalytical)
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Chapitre 3. Etude pharmacocinétique des NCLs-FRET:
modélisation par approche populationnelle

Avant-propos

Apres ce premier chapitre expérimental dédié aux modifications des NCLs aprés mise en contact
avec les protéines plasmatiques, ce projet de these s’est poursuivi par I’étude PK des NCLs. Pour
cela, il était indispensable de pouvoir mesurer quantitativement les NCLs dans le sang. La
méthode FRET (Férster Resonance Energy Transfer) a été choisie pour évaluer simultanément
I'intégrité et la quantité de NCLs présentes aprés une étape d’extraction. Plusieurs types de NCLs
ont été étudiées. Cette étude, effectuée chez le rat, est I'une des premieres qui a abouti a la
modélisation PK des NCLs par approche populationnelle. Elle permet ainsi de mieux appréhender
les variabilités intra et interindividuelles et donc d’aboutir a des résultats originaux et informatifs

sur le devenir des NCLs apreés injection intraveineuse.

Ce travail a été réalisé en collaboration avec un autre doctorant du laboratoire MINT (Norraseth
Kaokhamloed) encadré par le Dr Emile Roger (MCU-HDR) et le Dr Samuel Legeay (MCU). Celui-

ci avait pour but de déterminer la biodisponibilité par voie orale des NCLs-FRET.

Publié dans Journal of controlled Released. 2022 Nov; 351:681-691.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keyworids: The present study investigated the phammacokinetics of intact lipid nanocapsules (LNCs) after intravenoos
FRET administration in rats. Six different Farcter resonence snergy transfer LNCs (FRET-LNCs) have besn studied with 2
Lipid nanncapsules sizes (50 and 85 nm) and 3 coating types (none, DSPE-mPEG 3000 or stearylamine]. A FRET-LNCs bloed

:npd‘ur:::in:n.cs- it extraction method was developed to retain an accurate FRET signal. Intact FRET-LNCs were specifically quan-
Drug delivery tified through combination of FRET sigmal and Mano Tracker Analysis. Phammacokinetic data were frst described

by non-compartmental anabysis, then wsed to develop a population pharmacokinetic model.

The pharmacokinetic dimination of FRET-LNCs was non-linear and dependent on size and surface modifi-
cation, while the distribution was dependent on size. The LNCs 85 am volume of ditribuation was lower than
LMCs 50 nm. As expected, LNCs BS nm with PEG coating displayed a lower clearance than other formulations.
Surprisingly, this study highlighted a faster elimination of LNCs 50 nm with PEG compared to other formulations
which could be explained by instability in blood. This firet pharmacokinetic moded of intact LNCs allowed a
thorough understanding of the influence of gize and coating on pharmacokinetic properties and paves the way for
future mechanistic modeling approaches to predict the fate of LNCs in v,

1. Introduction manocarrer {tself s probably one reason, notably due to the lack of
technique to specifically quantify the intact organic nanoparticles con-
centration in the blood. Most of PE organic nanoparticles smdies were

performed on drugs without evaluating integrity of the nanocarrier. For

Drug encapsulation into nanocarrers 1s currently one of the most
promising technologles to Improve drug delivery. Lipid nanocapsules

(LMCs) are organic nanocarrbers, conslsting of a triglyceride core and
surfactant shell, and have already been well characterized [1-3]). It is
firstly developed by our group [1,4], allows the delivery of several drugs
vig intravemous (IV) or oral administradon routes (paclitaxel [2,5],
fondaparinux [¢], albendazole [7), praziquantel [2], etc. ). However, the
limited understanding of the pharmacokinetics (PEs) of this nanocarrer
lrself is a major ssue that can lead to poor translation to the clindeal
lewel's application. The limited knowledge about PK of organic

example, Singh et al., Carreno et al, and Menzel et al. describe the
pharmacokinetics of drug encapsulated into NPs (exemestane, quetia-
pine and exenatide, respectively) which is relevant for total drug bur not
for encapsulated drag [9-11]). In some other works, the radiolabeling
technique was utlized to evaluate the PK parameters of NPs. Unfortu-
nmately, with this method, which follows the radioelement, the =lgnal
Indistinctly quantifies intact and degraded LNCs, not taking into account
thelr structural integrity which might have been compromised after

Abbweviafions: FRET, Forster resomance emergy tramsfer; LNCs, Lipid nanocapsules; PEs, pharmacokinetics; NTA, NManoparticle Tracking Analysis system; IV,

intravenous: PR, proximity ratio; PEG, polyvethylene ghyeol.
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Interaction with blological media [12]. In this context, Farster resomance
energy mansfer (FRET) method presents a great potentlal to describe the
in who fate of LNCs [13].

FRET is the interaction between one fluorescent dye (called FRET
donor) which transfers its energy to the second dye (FRET accepior) by
the energy resonance (distance inferior ar 10 nm). The FRET donor and
acceptor dyes can be coloaded In the nanocarriers, and the shor-
distance FRET phenomenon will occur only if the nanocarrier is intact
[13]. Roger et al. have previously developed a combination of FRET
method with the Nanoparticle Tracking Analysis system [NTA) to
measure partele concentration, which allows to quantify the concen-
tration of intact LNCs. This technlque combination was used in vitro to
measure Intact LNCs particle concentration after intestinal epithelinm
barrier crossing [4,14]. Therefore, this method seems well sulted for
quantifying the intact LNCs particles in biological media. Nevertheless,
to use this technlque, another challenge of quantifying intact LNCs in
biological flulds and tssues s to develop an extraction method from the
blood that conserves particles integrity [13,15].

Moregver, it has been known that the PEGylation can provide a
stealth effect to increase the cireulation time of nanoparticles because of
lower opsonization phenomenon and so, lower elimination after
macrophage uptake [16-15]. In contrast, PEGylation can increase
elimination of nanoparticles after PEG antlbodies synthesis as a result of
the first injectlon, it Is called accelerated blood clearance (ABC) phe-
nomenon and this phenomenon has never been studied for LNCs
[16-1H]. Because this topic seems interesting and widely studled, and
the only way to sudy this phenomenon s the repeated injection.

The aim of this study was to investigate the PE analysis of intact LNCs
after IV administration in rats and reinjection after 7 days using the
FRET method of quantitaton. In this context, different FRET-LNCs for-
mulations, already developed in our lab, have been studied. Flrstly, an
extraction method in blood by ultracentrifugation has been developed to
achieve an efficient FRET signal. PK data were first described using non-
compartmental analysis (NCA) A population compartmental (PopPE)
model was then developed to provide a deeper understanding of PE
properties of LNCs and thelr variability depending on size and coating.
Finally, particles stability was assessed in rat blood to explain some in
vive resulis.

2. Materials and methods
2.1. Marerials

Dl (1, 10-dioctadecyl-3,3,30, 30-tetramethy Hndocarbocyanine
perchlorate), DID (1,1-dloctadecyl-3,3,%, 3 tetramethylindo-dicarbo-
cyanine perchlosate), and Histopaque®-1083 were purchased from
Thermofisher (Villebon-gur-Yvette, France). Ulirapure water was ob-
talped from a MilH-Q® Advantage A10 System (Merck Millipore,
Darmstadt, Germany ). Captex® 8000 (glyceryl tricaprylate) was kindly
provided by Abitec Corporation (Columbus, OH, USA). Lipold® 575-3
(phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine mixture) were
purchased from Lipodd GmbH (Steinhausen, Switzerland). Kolliphor®
HS5-15 (PEG 660 and polyethylene glycol 660 hydroxystearate mixiure)
was purchased from BASF (Ludwigshafen, Germany). DSPE-mPEG-2000
(1,2-distearoyl-sn-glycera-3-phosphoethanolamine-N- - [methoxy(poly-
ethylene glycol}-2000] (ammonium salt)) was purchased Avand Polar
Lipids (Alabaster, AL, USA) Phosphate-buffered saline (PBS) was pur-
chased from PAA Laboratories (Toronto, OMN, Canada). Polycarbonate
centrifuge tube slze 7 « 20 mm (reference 343,775) was purchased from
Beckman Coulter (Villepinte, France). Heparin sodium 5000 UL/mL was
purchased from Panpharma (Luitre, France).

22 Formuladon of LNCs coloaded with Dif- and IND-TPE (FRET-LNCs)

Dil- and DMD-tetraphenylborate (TPB) were synthesized using the
method described previously [14,19]. Six formulations of LNCs
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coloaded with DI-TPB and DIiD-TPE (called FRET-LNCs) with different
sizes: 50 nm (LMC-50) and 85 nm (LNC-85), surface modifications:
DEPE-mPEG-2000 (PEG) (LNC-50-PEG;LNC-85-PEG) and stearylamine
(SA) (LNC-50-8A; LNC-85-5A) were prepared using the phase inversion
methed (compositdon shown Table 1) [4].

23, FRET-LNCs characrerizanion

The mean size (nm), particle concentration (particle/mL), and par-
tcle size distribution were measured with the NTA technlque using a
NanoSight NS300 (Malvern Instrument, Worcestershire, UK) with a low
volume flow cell and a 450 nm laser. FRET-LNCs suspensions were
diluted in ultrapure water by the factor from 5 = 10° 1o 1 = 10° and then
slowly injected into the sample chamber using a 1 mL syringe pump with
the rate of 34 pL per second. The video sequences of the nanoparticles
were capiured over 60 s (5 replicates) and then analyzed by NTA
analytical software version 3.2,

NTA provides the particle distribution width parameters, which are
caleulated following the equation: Span = (D90 — D10)/D50 where D10,
D50, and D90 represent the diameter (nm) at the 10th, 50th (median),
and 90th percentiles of the distribution histogram, respectively.

The zeta potential of the FRET-LNCs was determined by laser doppler
electrophoresis using Zetasizer® Mano series DTS 1060 (Malvern In-
struments 54, Worcestershire, the UK) diluted by factor 1 = 10%

The fluorescence emission spectra of FRET-LNCs were recorded on a
FluoroMax® 4 spectrophotometer (Horiba Jobin Yvon Ine., Plscataway,
NI, USA) at room temperature with the 548 nm excltation and 0.5 s
integration time. FRET-LNCs suspension was diluted by factor 3 = 10%,
The emisslon spectra were collected from 530 to 720 nm, with an
Increment of 1 nm. They were corrected for the lamp source fluctuations
and the wavelength-dependent response of the detector. The maximum
Intensity of the FRET donor and acceptor were recorded at 569 + 5 nm
and 675 + 5 nm, respectively.

The integrity of nanoparticles was determined by the FRET prosdmity
ratio (PR) calculated by the following equation: PR = A/(A + D), where
A and D are the maximum fluorescence intensity of the aforementioned
FRET acceptor and donor slgnals, respectively.

24 Animal snedies

Male Sprague-Dawley rats (n = 28) aged 11 + 2 weeks and welghing
480 + T3 g were purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle,
France). All rats received a standard laboratory diet and water ad

Table 1
Compaositions of different FRET-LNCx formulations.
Compositions Quariity (3% wiw)
LN LMC- LMC- LMC- LMC- LMC-
50 50. 554 a5 BS. BE.SA
PEG PEG
Captexk BOCH (2% 55 55 55 a5 BS BS
ww DULTRE)
Captexk BOO0 (2% 55 55 55 85 ] BS
w/'w IND-TPE)
Kolliphor® HS-15 1.5 115 1.5 a3 93 23
Purified water n.3 .3 1.3 17.5 17.5 175
SPE-mPEG- 20 - ok - - [T -
ne - - ol - - ol
Lipold® 5753 or o7 oT o o7 oy
Nadl LE ] [VE:] 0.8 [E] oE
Purified water (2 54.7 547 54.7 54.7 547 547
L]

LMC-50: LNC with an expected size of 50 nm; LNC-50-PEG: LNC with DSFPE-
mPEG and expected size of 50 nm; LNC-50-54: LNC with stearylamine and ex.
pected size of 50 nm. LNC-ES: LNC with an expected size of BS nm; LNC-B5.PEG:
LNC with DSPEmPEG and expected size of B5 nm; LNC-B5-5A: LNC with
stearylamine and expected siz= of B5 nm.
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libingn. The experimental protocol on animals was carried out to the EU
Directve 2010,/63/EU and was approved by the Committee on the
Ethies of Animal Experiment of the Pays de la Loire, France [(APAFIS
#2020092411 444021 )

25, IV admindstradon of FRET-LNCs

25.1. Firse injection

Slx FRET-LNCs formulations were intravemously Injected inio
Sprague-Dawley rats via dorsal penile vein with the dose of 2 « 1™
particles/ 100 g rat. Ten samples of 150 pL of blood were collected in tail
veln at 5, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 600 and 1440 min post-dosing.
No 1500 pL were collected over the 24-h study period (< 5% total
blood volurme). Samples were analyzed a5 described previously.

252 Repeated injecrion

After 7 days, the same dose of the same type of FRET-LNCs was
Injected into the same rat. Blood was collected and analyzed with the
same method as mentioned above.

2.6 Quantification FRET-LNCs in plasma

26,1, FRET-LNCs extraction fram hiosod

A 100 pL blood sample was taken and immediately mixed with 100
L of Histopagque®-1083 in the polycarbonate centrifuge tube kept in
lee. Then, the samples were cenirifuged using Optima MAX-UP Ultra-
centrifuge (Beckman Coulter, Villepinte, France) and the fixed-angle
rotor TLA-100 (Beckmann Coulter, Villepinte, France) with a relative
centrifugal force of 4 « 10% G at 25 °C for 2 h. Finally, 75 pL of the
supernatant was immediately collected and mixed with 225 pL of ul-
trapure water. FRET donor and acceptor spectra of the samples were
measured, and the PR was calculated. Then, the particle concentratons
were calculated from the equation derived from the quantitative cali-
bration curve.

262 Parrcle integrity analysis

Sample’s mean PR at any tme polnt was calewlated. The time
duration that FRET-LMCs having full integrity was colned as the fidl-
inregriry phase. A time point was included in the full-integrity phase If the
mean PR at a time polnt was =080 and was statistically equivalent o
the mean PR of the pooled reference formulations (n = 38) using the
equivalence test (see supplementary 51). Only the FRET acceptor in-
tensity in the fidl-inregricy phase was quantified as the in vive plasma
particle concentration by the calibration curve, otherwise, the data was
reporied as below the Hmit of quantification (BLOGQ). Algorithm for
FRET-LMCs particle concentration quantification procedure is detailed
In supplementary Scheme 51.

265 Cuamtinative califrarion ceree

Faor the standard solutlons, seven dilutions of FRET-LMNCs were pre-
pared with the dilution factors eanging from 1 « 107 05 « 10* and then
splked into blood or PBS. The initial particle concentraton of the
formulation had been measured in the characterizaton step by NTA
(section 2.3). Maximum FRET acceptor emission intensitles of the spiked
standard were measured (675 + 5 nm) and plotted as a function of
particle concentration with the curve fitted by a double logarithmic
regression functlon in the linear form: Fy = 16F =« ™ where Fy Is FRET
acceptor maximum emisslon intensity (675 + 5 nm) of a sample; k s the
Intercept; C is FRET-LNCs particle concentration of a sample; m is the
slope of the Atting curve, The linearity of the fitting curve was estimated
by the coefficient of determination (R*) with the acceptance of B =
0.980. Due to the interference from background fluorescent nodse at low
concentration, the standard concentration with PR < 0.80 was excluded
from the calibration curve.
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264, Lower limit of quandficaton (LLOGQ)
The LLOG of each FRET-LMCs formulation was defined as the mean
of the lowest in vivo partcle concentration in the ffl-integriry phase.

2 7. Pharmoecokinerics analysis and modeling

NCA and PopPK analyses were performed on blood concentrations of
Intact FRET-LNCs concentratlons ws time data using PEanalix and
Monolbx softwares, respectively (MonolixSuite 2021R1, Lixoft, Antony,
France). Acrual sampling times and doses were used in the analysis.
Default software settings were nsed unless otherwize stated.

For NCA, BLOGQ was considered as missing values. The linear trap-
ezaidal linear integral method was used to compute the area under the
curve from time zero to the dme of the last measured concentration
(AU ). All available observations were included for caleulaton of the
slope of the terminal log-linear phase Az and the corresponding hali-life
(HL}, which was performed with a uniform weighting. Kinetic profiles
with fewer than 5 observations were excluded from the analysis. Rats
having received two administrations were analyzed independently for
each administration. Area under the curve from time zero to infinity
(AUC) ), mean residence time (MRT), plasma clearance (CL) and
volume of distributdon (Vp) were determined from the observed
concentrations.

For PopPE, BLOQ concentrations were interval-censored, betwesn
0 and the LLO) for each type of FRET-LNCs. PK parameters from rats
having received two administratdons were estimated from the two ob-
tained PE profiles, each administration being consldered as an occasion.
PE parameters were assumed to follow a log-normal distribution.
Srructural models with 1 or 2 compartments and linear or non-linear
elimination were tested. Combined, constant and proportional residuwal
error models were tested on the best structural model. LNCs were
categorized by type of surface modification (classical, PEGylated or
coated with SA), slze (50 or 85 nm), or the combination of both (type of
LNC). Impact of the categorical covariates coating, size and type on PK
parameters was assessed by the stepwise covarlate modeling procedure,
using exponential relatdonships. Inter-occasion wvariability was also
assessed. Among aliernate models, the model displaying the lowest
corrected Bayesian Information Criterion (eBIC) was retained. Model
evaluation was performed based on the relative standard error (RSE) of
the estimates, which was considered acceptable under 30% for Axed
effects and under 50% for random effects. Graphical evaluation of
models included goodness of fir (GOF) plots (observatons verae pre-
dictions and distribution of welghted residuals) and visual predictive
checks (VPC). For the final model, stability was additionally assessed by
evaluating the sensitivity of fixed effect parameters to changes of their
Indtial valwes.

28 In viro siability of FRET-LNCs in rar blood

Rat blood was obtained by cardiac puncoure and kept in a lithium
heparin tube (Vacutalner®, Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA].
FRET-LMCs were added to 1 mL of the blood to obtain a final concen-
tration of 28.5 Teraparticles/mL (Teraparticles or Tp = 10'? particles).
The mboure was incubated at 37 C with stirring. 100 pL of Bood was
collected at 5, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 360 and 600 min. FRET-LNCs
particle concentration was quantified with the same method in section
2. A control group in PBS was analyzed with the same experimental
conditdon. The concentration results were normalized with the results
from the first time podnt (5 min) and reported as: %Oy = (C/0s) = 1008
where %), Is the percentage normalized particle concentration, C; 1s the
particle concentration at each time polnt, and Cg s the initial partcle
concentration at the time 5 min. To ensure the integrity of the extracted
FRET-LMCs, the FRET signal has been monitored for each sample. The
mean PR of the sample from each fdme polnt (= 3) has been statistically
compared.
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29 Sustical analyses

All statistical analyses were performed using the software Prism
GraphPad (version 9.3.1, GraphPad Sofrware, San Diego, CA, USA). The
statistical slgnificance was assessed for & p-value under 0.05.

291 Fwmuladon and charecrerizetdon

The statistical analyses were conducted by two-way ANOVA
(Tukey's multiple comparisons) to investigate the effect of size and
surface modification.

2492 Noncomparrmendal pharmocokinercs

The difference of NCA of the 1st injection (day-0) between each
formulation was analyzed by two-way ANOVA with size and surface
maodification factors. The difference of MCA of the 2nd injection (day-7)
was statistically compared to the 1st injectbon (day-07) by paired -rest.

2038 Inviro particle stability

Particle integrity equivalence test was assessed by two one-sided
tests (TOST) as the method mentioned earlier. The particle concentra-
ton as %G, from each tdme polnt was statistically compared to the
initlal %Cy at 5 min (dme factor) and between blood v PES (media
factor) by repeated-measures two-way ANOVA.

3. Results and discussions
3.1, FRET-LNCs formulations and cheracterizarion

To follow the behavior of intact LNCs [1], the FRET method has been
chosen. FRET relies on the interaction between two encapsulated dyes
which ls more precisely for monitoring intact LNCs than the single
encapsulated dye system. Indeed, the fluorescence signal of the single
dye system can arlginate from the dye already released outside the LNCs,
while the FRET signal can only be detected from the two dyes in close
proximity inside the intact LNCs. Moreover, to avold any modification of
the nanocarrier’s physicochemical properties and dyes dissociations,
dyes have been encapsulated and not conjugated to one of the LNCs
components. $ix FRET-LNCs formulations with different sizes (50 and
55 nm) and surface modifications (none, DSPE-mPEG-2000 or stearyl-
amine)} were prepared following the composidons described in our
previous work [4]. Two sizes were formulated in the range of 47.5-52.7
nm and 78.6-84.8 nm with a span in the range of 0.40-0.67, suggesting
a narrow and wniform slze distelbutdon (Table 2). Because NTA de-
termines the Brownian moton by video image analysis, particles in the
samples are visualized, and a photo of particles can be extracted (Sup-
plementary Fig. 52). The zeta potentlal varied by both size and surface
madification. The proxmity ratio (PR) of all the formulations were ina
range from 0.56 to 0.93, as obialned in our previous work for optimal
FRET signal, and demonstrating their full integrity [20]. Finally, the
particle concentration, except for LNC-50-PEG, ranged from 2.5 = 10% g
3.8 = 107 Tp/mL. Surprisingly, LNC-50-PEG had a particle concentra-
ton of 101 = 10% Tp/mL, which is slgnificantly (p < 0.05) higher than
all the others as already obtained in our previous work (Table 2) [4].
This difference in particles concentraton was considered in the
following in viro and in weo experments.

3.2 FRET-LNCs exiraction and qeandfication method

For the noncomparimental pharmacokinetic and the population
pharmacokinetic analyses, quantitative information (and not qualitative
or semi-quantitative information) regarding the plasma particle con-
centratlon is required. For the PE studies, a new extraction method was
developed for quantifying Intact FRET-LNCs in blological media. Blood
ltself has the autofluorescent emisslon spectrum at 548 nm which
overlaps the FRET spectrum of FRET-LNCs [21,22]. Various methods of
extraction are avallable e.g., solid-phase extraction (SPE), liquid-liquid
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Table 2
FRET-LMCs Characterization [mean £ SD.
Formulagons  Partides  Span Zeta FRET Particle
Slze Potential  Prodmity  Concenimation
(nm] Lm¥] Radio (FR] [iliy Tp/mL)
LMNC-50 {a) 49.3 = 051 42= e = 32+ 08
= 5) 4.8 3 20 oz
0
LNC-50-PEG 475 2 .40 5 = L1 = 1.1*
{klin =5) 23 & 8" M
0.04°
LMC-50-54 51T & 056 180 = 3805
clim=71 4% E 107 g’
0.09
LNC-BS (d) BAE el 169 = e = 25+ 08
{n =5 31* : 1.1 0
004
LNC-HS-PEG 7RG EF ~13= 0a = 33+ 05"
En=-5 21" = 1.8 wom
n.os"
LMC-HS-5A B3l 2 MEZ 300+ 0a = 28+ 08
{0 o = 3) 5.4° 3 1.1 wm®

.03

T, = 10" particles (Tergparticle). Statistical sigmificance was condiscted by two-way
ANOVA (Tukey) and expressed as @ comparison: (o) ve. LNC.50, (B) vs LNC-50-
PEG, (¢} vs LNC-50-84, {d) vs LNC-85, () v LNC.B5.-PEG, (f) vs LNC-B5-8A; if
the level of significance with p < 0.05.

extraction (LLE), protein precipitation (PF) [15]. Prellminary unpub-
lished work demonstrated that these methods were not appropriate to
our study because they use organle solvents thar destroy LMNCs, The
dissoclated FRET-LNCs do not glve FRET signal because the dyes will
dissipate out, causing thelr distance to widen beyond the FRET distance.
In order to avold using arganic solvents and to get rid of solid blood
components from the sample, the sucrose density gradient centrifuga-
ton technique was employed using Histopaque®-1083, which is the
polysucrose solution with the density 1.083 g/mL [23]. FRET-LMCs have
a lower density than Histopaque®-1083 and the aqueous phase of blood.
So that, after the centrifugation, LNCs will be at the top of the super-
nmatant. At last, the FRET spectrum of FRET-LNCs was measured by the
fuorimeter.

In a previous work [14], no apparent varlation was observed be-
tween the particle concentration of LMCs calculated by the fluorescence
calibration curve at the FRET acceptor wavelength and the one deter-
mined by the NTA. Howewer, the plasma extract could still contain
matural lipld or protein particles. As a result, 8 microscoplc analysis
(TEM, SEM) or a direct NTA measurement would overmeasure the
presence of the particles because these methods did not distingoish
nmatural lipld or protein particles from LNCs. Meanwhile, the in vive
experiment with a routine analytical method testing numerons samples
must be developed. Accordingly, the particle concentration in blood was
determined by using the fuorimeter. To ensure that only the FRET
acceptor intensity of fully intact FRET-LMCs was quantified as particle
concentration, FRET-LNCs particle integrity at any tdme polnt was
determined by PR with equivalence test. Only FRET acceptor intensity
during the fill-inregrity phase was quantifiable by the calibraton curve.
To quantify the FRET-LNCs particle concentration in the extract, a
calibration curve was constructed between the FRET acceptor intensities
at 675 + 5 nm and FRET-LNCs particle concentration. The different
standard concentrations were splked in blood and, after the exfraction,
FRET acceptor intensitbes were measured and plotted as a function of the
knowmn FRET-LMCs particle concentrations. The lnearlty of every cali-
bration curve was =>0.980. A new calibration curve was constructed for
every freshly prepared batch of FRET-LNCs to reduce the wariability
caused by the varying particle concentration of each formulation. Matrix
effiect was observed (see supplementary 54). In accordance with the 1CH
and USFDA guidelines, to analyze in wivo sample, the calibration curve
was prepared in the same blologleal matrix as of the sample, which is
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blood (or PBS in the in viro experiment) [24,25]).

The LLOQ of the in vivo plasma particle concentration was deter-
mined by both plasma particle concentration and particle integrity (the
PR). The LLOQ of each formulaton is shown dn Table 3,

Moreover, to detect free dyes released from FRET-LMNCs, the extrac-
ton by ultracentrifugation was performed on DIl-TPB/BMood and DID-
TPB/blood mixtures. Mevertheless, this extracton method could not
efficlently extract the free DII-TPE and DMD-TPB dyes from bleod, &s only
around 0.0002% of the free dyes were retrieved. The dyes were observed
to adsorb to the glass vial, plastic tube, and plastic pipette tps. Thus,
only the FRET signals from the dyes inside FRET-LNCs could be deter-
mined by this extraction method.

2.3, Particle concentratdon-time profile and NCA

Farty-three PK profiles were obtained In 28 rats, 15 rats being dosed
twice (Fig. 1). Of note, 2 out of 3 rats suddenly died afier reinjection of
LNC-85-5A. As a consequence, reinjection of LMC-B5-8A was dis-
continued for ethical reasons, In agreement with the protocol, and
relnpection data were obtained in 1 animal only. An interaction with
erythrocyte or plateler and toxicity of stearylamine was already
demonstrated with liposomes by Nishiya et al., which would explain the
death of these 2 rats [26].

In order to carey out the quantitatdve particle analysls in rat plasma,
the FRET spectra was measured with b, = 548 nm. Firstly, the PR was
checked qualitatively for the owerall integrity of FRET-LNCs. Then, the
concentration of intact nanoparticles was estimated with the equation
obtained from every freshly prepared batch of FRET-LNCs. The
following experiments fake into account 430 samples collected, 55
values were missing, while 80 values were BLOK). As an example of the
obtained spectra, the emission spectra of LNC-50 in rat plasma (FRET
donor and FRET acceptor) were given in Supplementary 55, as well asa
photo of particles exteacted from video images obtained by NTA.

The PEs of the intact FRET-LMCs has never been elucidated due mo
the lack of technique to directly quantify thelr particle concentration in
blological media. The BLOQ values were considered as missing. Mine PE
prafiles with fewer than 5 observations (2 to 4) were considered (oo paoor
for NCA and excluded. Finally, the 34 analyzed PK profiles contained &
to 9 observations, and a total of 268 observations. The FRET LNCs were
considered intact, and the concentration has been caleulated with the
appropriate standard curve. The PR was monitored and plotied as a
functbon of time (see supplementary Fig. 55). After concentration anal-
ysis, PK data showed that, while the decreased Vi, for bigger LNCs was
observed for all coatings without a significant difference (18.6 v 24.8,
154 vs 16.8, 16.4 vs 22.1 mL for LNCs 85 nm vs 50 nm classical, PEG and
SA regpectively), the decreased CL for bigger LNCs was only observed for
PEG LNCs (3.0 mL/min). Interestingly, LNC-50-PEG displayed a signif-
leantly higher CL than 50 nm classical and 54 LNCs (121 v 5.5 and 6.3
107 mL/min respectively), while LNC-85-PEG displayed a significantly
lower CL than B5 nm classical and $A LNCs (3.0 1077 mL/min vs 5.6 and
5.8 107 mL/min respectively). Accordingly, HL and MRT were slgnif-
lcantly shorter for LNC-50-PEG and higher for LNC-B5-PEG than for
other LNC types (Table 4). LNCs 85-PEG displayed slgnificantly higher
AUC, (27,672 vs 9432 Tpomin/mL) and slgnlflcantly lower CL (3.0 vs
12.1 107 mL/min) when compared to LNC-50-PEG (Tzble 4). Groo era,
have performed a study with paclitaxel-loaded LNCs-50 with and
without PEG length of 2000 to compare their PE profiles. After IV

Table 3
LLOD for each fermulation.
LMC- LNC.50. LN LNC- LNC-85. LN
=0 PEG S50-5A -] FEG B55A
LLOG [Ty 167+ 1562 131= Tht 166 [ e
ml) (m = 63 6.8 27 3 3 24
sd)
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administration in rats, clreulation time of PEGylated paclitaxel-loaded
LMCs is longer than classlcal paclitaxel-loaded LNCs. Indeed, the MET
of paclitazel after IV adminiswration was B0 min and 54 min for
paclitaxel-loaded PEG LMCs and paclitaxel-loaded LMCs, respectively
[27]. Simdlarly, in another study using qualitadve fluorescence detec-
ton techndque, Moeille et al., concluded to a longer dme circulation of
PEGap00 LMCs 50 nm than LNCs 50 nm without PEGye, after measuring
the fluorescence signal of encapsulated DID [25]. All these studies seem
to demonstrate the longer circulation time of PEG LNCs. However, it is
important to not forget that, in these studles, the total paclitaxel or dye
(free and encapsulated) was quantified or followed and not only the
encapsulated one.

To conclude, by employing the quanttative FRET technique detec-
ton of LMNCs, these results highlight a size-dependent clearance of
PEGylated LMCs in blood, which is asseclated with modifications of thelr
PE profiles. This study allows describing for the first-time quantitative
results about in wive fate of LNCs.

To study the effect of the ABC phenomenaon and its pharmacokinetics
consequences, the FRET-LNCs formulations with the same dose were
reinjected to the same eat (n = 3) after 7 days. The PR-time profile had
the same pattern as in the first injection (see supplementary Fig. 55). The
particle concentration-time profile of the relnjectlon was shown in
Fig. 1B and compared with each first injection datum in Fig. 1A. These
results demonstrated that the 1-week reinjection plasma particle
concentration-tme profile was similar to the first Injectlon for the &
formulations. Moreover, NCA was performed on the reinjection dara
(shown In Table 4) and no significant difference (paired [-test) was ob-
tained compared to the parameters from the indtal injection. Thus, NCA
results showed that PK parameters were similar after the first and the
second administration for all formulations. Mote that all formulations
contain small PEG chains (PEGg.;) because Kolliphor® HS-15, which
acts as a surfactant, ls composed of a8 mixture of free PEG.., and the
PEGsso with mono- and the di-esters of 12-hydroxystearic acid. Never-
theless, as dermonstrated by Basile et al. with similar fosmulations, LNCs
with only Kolliphor® HS-15 had low in vire activation of complement
proteins in the in vire study [29]. With our in vive smdy, we can hy-
pothesize that no iImmune reaction against PEG would ocour in rats after
a 7-day reinjection. In comparison, [chihara et al, have previously
demonstrated that after administration of PEGylated liposomes (DSPE-
PEG 2p00) With mean size around 100 nm, in mice and rats, ant-PEG 120
productlon appeared after 3 days with a peak at 5 days [30]. Even if the
Interval between the two Injections was very important to observe this
phenomenon, these authors confirmed that the maxdmum level of ant-
PEG is around 5 to 7 days [31). Other parameters are known to influ-
ence the ABC phenomenon like size of nanoparticles, density and dose of
PEG [51). For the dose, it is possible that, with our LNCs formulations,
Induction of the ABC phenomenon was abrogated becanse the amount of
PEG was higher than 0.5 pmol/kg, as suggested by Hashimoto et al.
[32]. Indeed, by calculation, the total amount of injected PEGg., and
PEGape (for LNC-50-PGE, and LMC-B5-PEG) were between 90 and 1900
pmol/kg and 5-25 pmaol/kg, respectively. In additlon, L er al, have
performed a study about animal species effect on ABC phenomenon with
PEGylated liposomes. They observed that the antibodies PEG production
could be inhibited by cytotoxde drug loaded in liposomes. Then, in dogs,
the ABC phenomenon was more pronounced than in rats or mice [33].
Therefore, it is possible to suppose that the production of antibodies
after the first Injection of PEGylated nanoparticles does not modify the
PE profile, especially the clearance. In the previous clted smdies, tey
were only interested In increasing plasma antibody levels and not In the
potential PK parameter modifications.

Conclusively, all the results polnted out that 1-week reinjection did
not significantly change any pharmacolinetes in the & tested FRET-
LMCs formulations. Therefore, for the popPK, the results from the first
Injection and the reinjection could be combined to Increase the sample
size for popPK and thus to improve the accuracy of the model.

LEBRETON Vincent | Impact des milieux biologiques sur les NCLs et évaluation pharmacocinétique I 102




V. Lebreton et al.

Joumnal of Controlled Refease 351 (2022) 681-691

* NGO =34 * INCEPEG(n*3.6)
- INCESPEG (NN

= INCIO-5A 0 » 3464
& INCRSSAN )

£ INCSDey T(nal) o INCEOPEGD Tin e d) 4 LNCS0SA0mw T =)

A - LNCES =)

100

B - LNCASDay Tnn )| = LNCESPEODay T = ) = LNCESSADM Tine 1)

won

Fig. 1. Plasma particle concentration-time profile of 50-nm & 85.nm FRET-LNCs following the IV bolus. (A) with day-0 injection. (B) with day-7 injection. Data is

reported as the arithmetic mean and standard deviation (whisker). Particle concentration is in the unit of 10" particles/mL (Teraparticles).

Table 4

NCA of the ph kinetic p (mean and 95 %CT) of six different FRET-LNCs by [V bolus injection route in the rat model (DO) and after 2 second injection
separate by one week (D7)
PK parameters (NCA) 1st  LNCs 50 nm LNCs 85 nm
injection (DD)/2nd -
e (D7) LNCS0 (a) (0 =~ 3)/ INC-50-PEG (b) (n = LNC-50-8SA (¢) (n = INC85(d) (n =3y LNC-B5PEG(e)(n =~ LNC-85.5A (f) (n =
) (n = 3) 3)/(n - 3) 3)M(n - 3) (n = 3) 3Vin - 3) 3HAn - 1)
AUG_ (T, e Do 2016 9432* 17,733 15984° 27672 17,091
min/mlL) 118,172, 25,860) [4524, 14,340) (10,282, 25,184) (8767, 23,200 (21,890, 33.454) (9360, 24813]
07 14376 7906 13,569 18,318 26,858 14217
(0, 30,261] [0, 16,814) (4125, 23,012) (9688, 26,948) (18,578, 35,138]
AUCy -yt (Tp @ Do 12768° 6871 11,441 13505° 18744 15,198
min/ml) (7622, 17,914) (6034, 7708] (9182, 13,699) (9664, 17,346) (17,982, 19,506) (8996, 21.400]
07 8423 5010 7968 15,563 19,927 12,201
(4220, 13,027} (3493, 6528] (4357, 11,580) (9565, 21,560) (16,419, 23.425)
Half-life (min) oo 312* 102> 252 240 358" 202
(25, 599 (5, 199) (53, 451) (86, 394) (243, 474) (41, 362)
w257 m 268 =1 294 215
(0, 610) [0, 239) (21, 514) (129, 313] (212, 375]
MRT (min) Do 441 143% 353 23 522" 72
(28, 854] (3, 283) 84, 623) 128, 519] (347, 697] (72, 471}
7 345 164 369 312 429 300.0
(0, 871} [0, 378) (51, 636) (196, 428] (308, 551]
g, (1077 mLy o 55 120* 63 56 3.0 58
min) 145, 62) (5.5, 18.7] (31,94 [2.8,8.3) [22,3.8] (3.6,7.9)
7 74 140 73 55 33 7.1
10, 16.8) 11.4, 26.6] 124,123 125, 8.5 11.9,4.7]
Vo (mL) D0 248 16.8 221 186 15.4 16.4
(0.7, 48.8) 9.6, 23.9] (11.8,32.3) [14.8,22.5] [11.7, 19.2) (5.1, 27.7)
w25 20.1 266 17.2 13.9 22
[18.4, 26.5) [18.8 21.4) (16.4, 36.8) [12.4,21.9) [11.6, 16.1)

T, « 10'* particles (Teraparticie). Statistical analysis wus conducted by two-way ANOVA and is expressed if the level of significance < p 0.05 as: (a) vs LNC-50, (b) vs LNC-50-
PEG, (c) vs LNC-50.SA, (d) vs LNC-85, (e) vs LNC-B5-PEG, (f) vs LNC-85.SA. A statistical analysis was conducted by paired t-test to compare the first injection and second

injection.

3.4. Popularion pharmacokinetics analysis (popPK) of intact FRET-LNCs

All 375 measured concentrations from 43 kinetics and 28 rats were
included in the analysis. BLOQ concentrations were interval-censored,
between 0 and the LLOQ for each subtype of LNC (Table 3). The data
were best described by a 1 compartment model with a Michaelis-Menten
elimination and a proportional residual error. A strong correlation be-
tween Vm (maximum elimination rate) and Km (Michaelis-Menten
constant) was observed, suggesting an over-parameterization of the
model, which was corrected by fixing Km. After a parameter sensitivity
analysis between 25 and 35 Tp/mL, the value of 27 Tp/mL, resulting in
the lowest BICc, was retained for Km. Importantly, other estimated pa-
rameters were stable for the varilous tested values of Km. Base model
parameters were estimated with a good precision, with relative standard

errors (RSE) below 20% (1able 5). Inter-occasion varlability did not
Improve the model.

Effect of size, coating and type of LNCs on Vp and Vm were assessed.
Inclusion of the type of LNC as a covariate on Vm resulted in the highest
decrease of the BICc value (Table 6). Addition of a second covariate on
this new reference model with type of LNC on Vm allowed to Include
effect of size on Vp as the most significant covarlate. Addition of any
other covariate did not further reduce the BICc value. Since the est-
mated value of the effect of LNC-SA-50 on Vm was low (—0.08) and
poorly estimated (RSE = 107%), It was fixed to zero, resulting in a lower
BICc value. In the final model, reference Vm value consequently corre-
sponded to the value of Vm for LNC-50 and LNC-50-SA. Other types of
LNCs significantly influenced Vm when compared to the reference value
(Table 6). The type of LNCs explained 35% of the variability of Vm,
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Table 5

Population PK model pammeters: one compartment model with nonslinear
elimination and proportional error model. Typécal value (TV) was obtained
from reference vialue (BV = 21,49 mL for Vi, 3.89 Tp/min for Vm) and # using
the formula: ogTV = logRV+ f

BASE MODEL FIMAL MODEL
Parameiers Estimate REE (%) Estimar= REE (%) 'I.'jrpd-n]
value
Flxed Effecrs
Yo {mL) 20,29 330 21.49 3468 21.49
PES Yy MA A ~0.1& 36.00 1831
Vim [Tpsmin) 393 aS.89 3.5% 419 359
B LNC-E5 Vm MA A -0.30 25.60 1EE
B LNC-50- MNA A [ 1) 2.11 H.24
PEG ¥m
B LNC-B5- MA A -0.74 1210 1.8
PEG ¥m
B LNC-E5-5A Vim MA A —0.20 41.00 11E
K (Tp/ml.y 27.00 HA I7.00 HA 21700
Seaderd Devianon of the Random Effects
amega vp 015 15, B0 (18 17.50 N
amega vm 046 18.00 k11 1370 N
Ervor Madel Faromeiers
b 020 473 1) 468 N

RSE: relative stendard error. Vo wollume of distribution. Vin: moximum eiminatian
rate. Km: Michaelis-Menten constant. Tj: teraparticles (10" particles). §A_B: effect
af covarinte A on porometer B omegn B imexpioined infer-individinel varabiiity
(sandord deviation) of porameter B br proportional resifun] error (stendand

Table &
Population PE model: impact of covariates on BlCr and random effect
parameters.

BlCe amega Vi omega Vi b
Base I0.45 15 R 0.20
Size oo W L8 13 (e 020
LNC type an Vm (& types) 2041.43 015 o1 i)
LNC type an Vm {5 types) 203911 015 o1 i)
Final H035.8h 13 o1 0.2n

while size of LMCs explained only 2% of the variability of Vp.

All the parameters of the final model were estimated with a good
precision, with RSE below 20% (Table 5) Shrinkage of Vi and Ve, dis-
tribution were below 20% (Table 6). The residual error of 20% was
acceptable. The final model was stable, as assessed by estimating pa-
rameters starting from 5 random combinations of indtal estimates fior WV,
and Vm, varying between 11.89 and 3233 mL and 1.21 and 3.30 Tp/
min respectively (supplementary Fig. S&).

Diagnostic plots showed that the final mode] was able to accurately
predict observations, all over the obgerved concentrations range and all
along the kineties (Flg. 2) Indeed, observatlons versus populatdon and
Individual predictions splines were close to the identty Hne (Fig. 24),
while individual welghted residuals (IWHRES) versus time and indlvidual
predictons showed that percentlles were close to the theoretical per-
centiles from the normal centered reduced law (Fig. 2B). Corrected vi-
sual predictive checks confirmed that the final model accurately
captured the mean PK profile and its assoclated varlability (Flg. 200

The PopPK analysis confirmed the results obtalned with the NCA.
Parameter values were slmilar, and the same impact of size and coating
properties of LNCs was identified. Wp was 21.49 ml for pooled 50 nm
LNCs and 18.31 mL for pooled £5 nm LNCs from PopPK (Table 5), these
values are comparable to the mean values obtained from NCA (222 mL
and 17.2 mL respectively, from Table 4). Comparlson of elimination
parameters 15 less stralghtforward, since a constant CL is estimated using
NCA, while a non-linear CL dependent on plasma concentration could be
characterized with PopPK modeling However, the value of CL at a
plasma concentratlon (Cp) of 35 Tp/mL which 1s roughly half the

Journal of Conmolled Refese 357 (2022) 6816497

maximum Cp measured in the current study, was of 6.3 = 10~* mL/min
for LNC-50 and LNC-50-84 (with Vm and Km from Table &), as caben-
lated from the followlng equation:

— v-
T Km+Cp

This value Is similar to the values of 5.5 and 6.3 » 10~ mL/min
ohtalned from NCA for both types of LNCs, LNC-50 and LNC-50-54
respectively (Table 4). On the same principle, €1 from PopPK when
Cp is 35 Tp/mL was 4.6, 13.3, 3.0 and 5.1 « 10~ mL/min respectively
for LMC-85, LNC-50-PEG, LNC-B5-PEG and LMC-85-84, in line with CL
caleulated from NCA, of 5.6, 12.1, 3.0 and 5.8 = 107> mL/min respec-
dwely (Table 4.

Mo inter-oecasion warlability was observed when the LNCs were
administered twice. The absence of PK parameters modification in our
study might be explained by a limited production of antlbodies, or a lack
of effect of antibody production on the clearance of the LNC.

Altogether, PK analysis showed that, independently from the coating
features, LNCs with smaller size (50 nm versus 85 nm) displayed a
slightly larger Vi, (+14% from PopPK, +23% from NCA respectively). A
wider distdbution of smaller particles has been deseribed [34,25] and
ascribed to a wvascular permeability and a capability to circulate in
capillaries of blood circulation system.

The effect of LNC characteristics on CL was more complex. For all
coating types, elimination was decreased for LNC-85 compared to thelr
LMC-50 nm counterparts, with Vm reduced by 26% and 18% for LNC-85
and LNC-85-5A respectively, and by 77% for LNC-85 and LNC-50 with
PEG coating (Table 5). A faster ellminaton of smaller particles has been
previously described [35,56] and ascribed to a more easily destabdlized
nanostruciure by hepatobiliary excretion because of liver fenestration
size. Interestingly, PopPK allowed to evidence a slgnificantly decreased
Vm for LNC-85 wersus LNC-50, which could not be capiured by NCA. This
might be due to the less complete informatbon usable in NCA, with only
34 PK profiles and 268 observations compared to 43 PE profiles and 375
observations for PopPK, and the lowest concentratons and higher
clearance profiles being excluded from the analysis for methodological
TEASMS.

Conslstently, for LNCs 85 nm, PEGylation redueed CL by 46% and
45% compared to classical and LNCs with SA respectively as shown by
NCA [Table 4). PEGylation also reduced ¥m by 35% and 42% compared
to classical and LNCs with S4 respectively as shown by PopPE (Table 5.
However, surprisingly, LNC-50-PEG was faster eliminated than LMC-50
and LMC-50-8A, with CL and Vm approximately doubled. PEGylation
appears to have a counterproductive effect on LNC-50: another elimi-
nation route might be activated. Interestingly, a recent review from
Adhipandito et al. [37] reported that several authors had observed thar
nanoparticles theoretically too large to be filirated by the kidney were
found intact in the urine after adminlstration in mice. Among various
possible mechanisms, cell-membrane wrapping has been shown to be
possible for 30 to 60 nm diameter spherical nanoparticles [35]. More-
over, caveolae-mediated endocytosis, which ks mose likely for &0 nm
diameter nanoparticles than clathrin-mediated endocytosis [39], might
also be Involved. We could then hypothesize that only LNC-50-PEG,
which are both small enough and certainly less opsondzed, could be
eliminated by this renal route, explaining thelr surprisingly faster
elimination. However, the precise identification of the clearance routes
for LNCs needs to be further studied. In addidon to providing a deeper
understanding of PK varability depending on LMCs characteristics,
PopPK analysls of Intact LMNCs concentrations allowed to characterize a
non-linear elimination of LNCs. Few studies have reported non-linear
elimination of nanomedicines so far. Non-linearity was identifled
hased on administration of varlous doses and it was observed that the
clearance was dose-dependent [40,41]. Further soudies will be needed to
explore the mechanisms inwvolved in the distributon and clearance of
these LMCs in the body [42]. In the future, the FRET method should he
valuable to compare the PE of intact nanocarrier to the PK of

L
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Fig. 2. Diagnostic plots of the final model with covariates. Blue and red dots respectively rep une d and d observations. Concentrations expressed
in Tp/ml, time in hours. A) Observations vs population predictions (left) and vs individual predictions (right). Black solid line: identity line. Dotted line: 90%
prediction interval. Orange line: spline. B) Individual weighted residuals vs time (left) and vs individual predictions (right). Solid lines: empirical mean and per-
centiles. Dotted lines: predicted mean, 10th and 90th percentiles. C) Prediction corrected visual predictive check obtained from 500 simulations. Solid lines:
empirical mean, 10th and 90th percentiles. Shaded areas: 90% prediction intervals of empirical mean (red) and 10th and 90th percentiles (blue). (For interpretation
of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this anticle.)

encapsulated and free drug, providing lacking Information on the method specific of Intact LNCs and of advanced PK modeling allowed to

release kinetics. Such data will be able to feed more advanced predictive characterize for the first time a non-linear elimination of intact LNCs,

PBPK models for nanomedicines [43,44]. and to evidence that PEGylation unexpectedly increased clearance of
The combination of an Innovative FRET-based quantification LNCs 50 nm, while decreasing the clearance of LNCs 85 nm.
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Fig. 2. (continued).

3.5. FRET-LNCs in virro stability in blood

In regards of number studies among literature [18.41 46], the results
of our in vivo fate nanoparticle after administration to rats were not as
expected for LNC-50-PEG. To deeper understand this phenomenon, the
in vitro stability of FRET-LNCs in the blood of rat was performed. A final
concentration of 28.5 Tp/mL has been chosen in accordance with in vivo
results. This particle concentration was equivalent to the peak time zero
concentration of the in vivo study when it Is considered that a rat has a
theoretical total blood volume of 7.0 mL/100 g rat [47]. Fig. 3B shows a
stable PR for all formulations for 10 h. Nevertheless, a significant
decrease of normalized particle concentration was observed after 3 h of
incubation in blood for LNC-50-PEG when no significant decline after
10 h was observed for all other formulations. (Fig. 3A). This result was
correlated to the in vivo experiment showing a decrease in the blood
concentration of LNC-50-PEG formulation after 4 h. This phenomenon
was not observed in PBS, meaning that a degradation process only oc-
curs in the blood for this type of LNCs. Consequently, the observed in
vive results could be, at least, partly explained by a faster degradation of
LNC-50-PEG particles in blood. However, future in depth studies will be
needed to confirm whether this phenomenon is the only one which can
explain the faster clearance of the LNC-50-PEG.

In comparison to the literature, this result could be explained by the
detection technique. The frequently used technique for quantifying the
Integrity of nanocarriers In the biological medium is the semi-
quantitative FRET techniques [45 50]. In these studies, the PR has
been Interpreted like a percentage of degradation and converted to a
quantity of intact nanoparticles. Thus, this method seems not adapted to
measure the concentration of Intact nanoparticles, but only to approxi-
mately evaluate the value of FRET ratio (DII/DID). This would probably
explain the differences of the results from the present study using a
quantitative method and the results described in the lterature.

This instability of LNC-50-PEG during in vive and in virro experiments
was surprising because the PEGylated LNCs had been reported to be
more stable in human plasma (in virro) than conventional LNCs due to
the so-called stealth effect [20]. The PEGylation concept, which was
born with Professor Davis in 1970s, gives the maln advantages to
enhance the residence time In the bloodstream [51]. This prolonged

circulation time has been assoclated with both a reduced uptake and a
reduced Immune response, and can Induce an enhanced therapeutic
efficacy [52]). However, the particles stabllity should be considered as
another particle characteristic. The physicochemical instability can
probably be explained by the PEG surface density on the LNCs. Adding
PEG on the LNC-50 which already contains PEG could Induce this
chemical frailty [55]. Recently, Professor Kinam Park gave some issues
about PEGylated nanomedicines because if many studies confirmed the
advantages of circulation time, this mechanism always seems totally
unknown [54]. However, adding PEG could also enhance the Instability
of nanostructures. As it Is exposed by Battler et al., a high surface density
of PEG coating induces an entropic penalty of confining and stretching
PEG chains which can be compensated by electrostatic binding gain. It
has been shown that this equilibrium may occur in high lonic strength
solutions [55]). Consequently, plasma, which is a high salt medium,
would Increase the instability of PEGylated LNCs. In addition, bio-
distribution and accumulation in certain organs could also be another
factor contributing to the blood elimination of LNCs [#4]. Future ex-
periments should investigate these hypotheses to elaborate on the true
cause behind the decreased particle stability of LNC-50-PEG in blood.

4. Conclusion

To conclude, a new quantitative FRET method was developed to
describe for the first time the specific pharmacokinetic properties of
intact LNCs after IV injection in rats. As shown both by NCA and PopPK
results, 85 nm LNCs were less intensively distributed than their 50 nm
counterparts. As expected, PEGylation reduced elimination of 85 nm
INCs, compared to other types of coating. Surprisingly, PEGylation had
an opposite effect on 50 nm LNCs, with an increased elimination
compared to all other LNCs. This effect can be explained by a decreased
in vitro stability of LNC-50-PEG in blood compared to the other formu-
lations. Finally, population analysis of the PK profiles showed that PK of
intact LNCs was non-linear, which has been seldom reported so far. The
present in vitro and in vivo study of six different types of LNCs with
various coatings and sizes, combining an innovative FRET-based quan-
tification method of intact LNCs with an advanced population modeling
approach, allowed a major breakthrough in the understanding of the PK
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Fig. 3. Stability of FRET-LNCs in rat blood over 10 h. (A) The graph represents
% normalized particle concentration (%Cx) (B) The graph represents the
proximity ratio. The experiment was conducted in triplicate and reported as the
arithmetic mean and 95% CI (whisker) with the significance level indicated as
*p < 0.05 compared to the initial %Cy at 5 min.

behavior of LNCs. This work will be helpful to predict the fate of various
types of INCs in vivo and will consequently facilitate thelr clinical
translation. The specificity of the FRET-based quantification technique
for intact nanoparticles is the corner stone of an accurate understanding
of the PX of nanoparticles and will create new opportunities in the field
of nanomedicines.
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Chapitre 4. Etude de I'élimination rénale des NCLs-FRET

Avant-propos

A la suite de I'étude pharmacocinétique des NCLs- FRET, les résultats obtenus ont conduit ce
travail de these a faire I'étude spécifique de I'élimination rénale chez le rat aprés injection
intraveineuse. La méme méthodologie quantitative FRET a été utilisée. En effet, afin de bien
comprendre la pharmacocinétique de ces NCLs, il semblait indispensable de compléter ce travail

par I'’étude de I"élimination urinaire de ces nanovecteurs.
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Abstract

The current challenge on the development of nanomedicines is to better understand their
pharmacokinetic profiles. Some of our previous pharmacokinetic studies of intact lipid
nanocapsules (LNCs) permit to characterize size dependent distribution and coating dependent
elimination. Surprisingly, a faster elimination of LNCs 50 nm with PEG as compared to other
formulations has been observed. This present study investigated the elimination of four different
Forster resonance energy transfer LNCs (FRET-LNCs) of two sizes (50 and 85 nm) and of 2
coating types (none, DSPE-mPEG 2000). To understand specifically elimination phase, FRET-
LNCs in urine of rats were collected (between 60 to 1440 min) at different time points after
intravenous administration. Quantitative analysis using FRET and NTA was performed to
measure intact FRET-LNCs in urine. Finally, this study confirmed that the elimination of FRET

LNC is probably due to liver tissue interaction and not to renal elimination.

Keywords: Pharmacokinetics, Lipid nanocapsules; Renal elimination; FRET; drug delivery

1. Introduction

Nanomedicine is one of the most promising inventions of the 20st century [1]. These
nanomedicines are nowadays widely developed as new drug delivery system (DDS) in cancer
therapy for the diagnosis, or for the targeted delivery of therapeutics. Nanoformulations permit
to overcome poor solubility or low bioavailability of active pharmaceutical ingredients (API) [2,3].
The development of these new DDS is rapidly growing with an increasing trend of NP-based

therapies being approved by governmental authorities. However, the in vivo experimentation in
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animal models and the first phase of clinical trials [4-6], are rarely confirmed because of
biological, technological and clinical limitations to achieve consistent clinical impact [7]. Indeed,
after intravenous administration, the first interactions start with serum proteins circulating in
blood which become attached onto the surface of the NPs to form a protein corona. This results
in a transformation from a physico-chemical identity to a biological identity of NPs [8,9]. After
this first step, interactions continue with organs and can be categorized such as NP-liver, NP-
kidney or NP-tumor interactions in case of cancer [10-13]. These interactions, particularly with
liver and kidney, are responsible for nanoparticle clearance from the body. Efficiency of NPs
seems to be linked to their clearance rate from the body and most of the published data reported
a rapid liver elimination after injection in the bloodstream [14,15]. As largely described by
numerous publications, the liver represents one of the major barriers for drug delivery of NPs
[14]. Indeed, it has been recently published that NPs were metabolized using specific hepatic
pathways [16], because liver-NP interactions were a consequence of the opsonization
phenomenon [8,9]. The protein corona that covers NPs allows a recognition by the mononuclear
phagocyte system (MPS) that leads to a cellular uptake [9,10]. However, if the majority of NPs
pharmacokinetic studies have demonstrated liver elimination of NPs [16], the kidneys are the
second major organs responsible for their clearance by blood filtration. Compared to the liver
elimination pathway, the renal excretion permits to quickly reduce the potential toxicity of some
NPs such as inorganic NPs composed by heavy and noble metals or quantum dots [17-19]

especially if their size is below 10 nm [20].

Actually, the pore size limit of the glomerular filtration membrane (GFM) in kidneys leads to a
size threshold for NPs renal clearance [13,15]. Despite this threshold, there is growing evidence
that NPs larger than filtration cut-off GFM architecture are excreted in urine [21]. This mainly
concerns the inorganic NPs as described on two recent reviews by Adhipandito et al. and
Naumenko et al. [21,22]. These data seem to indicate that NPs can avoid the degradation and
cross throughout the GFM. In this regards, one of our recent in vivo experimentation has found
a faster clearance of one type NPs, the Lipid Nano Capsules (LNC) 50 nm with PolyEthylenGlycol
(PEG) coating (LNC-50-PEG) compared to other LNCs after IV injection on rats [23].

In line with these data, the aim of this study was to investigate the elimination pathway of intact
LNCs after IV administration in rats using fluorescence resonance and energy transfer (FRET)
method of quantification already developed in our lab for previous PK studies [23-25]. In this
context, the in vivo fate of four different LNC formulations containing specific dyes for FRET, has
been studied. Those formulations will be called FRET-LNCs along this paper. Firstly, a stability
study in rat urine has been performed after adaptation of our blood extraction and quantification
method to achieve an efficient FRET signal [23]. Then, elimination of intact LNCs was studied to

better understand the pharmacokinetic properties of LNCs depending on their size and coating.

111



2. Materials and methods

2.1. Materials

Lipoid®S75-3 (phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine mixture) was purchased from
Lipoid GmbH (Steinhausen, Switzerland). Kolliphor®HS-15 (PEG 660 and polyethylene glycol
660hydroxystearate mixture) and DSPE-mPEG(2000)(1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-N-[methoxy(polyethylene glycol)-2000](ammonium salt)) were
respectively purchased from BASF (Ludwigshafen, Germany) and Avanti Polar Lipids (Alabaster,
AL, USA). Captex® 8000 (glyceryl tricaprylate) was a gift from Abitec Corporation (Columbus,
OH, USA). DiI (1,10-dioctadecyl-3,3,30,30-tetramethyl-indocarbocyanine perchlorate) and DiD
(1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindo-dicarbocyanine perchlorate) and Histopaque-1083
were purchased from Thermofisher (Villebon-sur-Yvette, France). Phosphate-buffered saline
(PBS) was purchased from PAA Laboratories (Toronto, ON, Canada) and sodium chloride was
purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Ultrapure water was obtained
from a Milli-Q® Advantage A10 System (Merck Millipore, Darmstadt, Germany). Polycarbonate
centrifuge tube size 7 x 20 mm (reference 343775) was purchased from Beckman Coulter
(Villepinte, France). Heparin sodium 5000 UI/mL was purchased from Panpharma (Luitré,

France).

2.2. Methods

2.2.1. Preparation and characterization of LNCs co-loaded with DiI- and DiD-TPB
(FRET-LNCs)

Firstly, the fluorophore probes (Dil and DiD-tetraphenylborate (TPB)) were synthesized using
the method previously described [26,27]. Four formulations of FRET-LNCs, which are LNCs with
two co-loaded fluorophores DiD-TPB and DiD-TPB with different sizes: 50 nm (LNC-50) and 85
nm (LNC-85) and surface modifications DSPE-mPEG-2000 (PEG) (LNC-50-PEG; LNC-85-PEG).
Then, FRET-LNCs were prepared according to the original phase inversion process described by
Heurtault et al.[28]. Briefly, premixed Captex®8000 with Dil and DiD, and Lipoid®S75-3 were
mixed and heated at 85°C. Kolliphor®HS-15, NaCl and water were then added and homogenized
under magnetic stirring. Three cycles of progressive heating and cooling between 70 and 90°C
were then carried out and followed by an irreversible shock induced by dilution with 2°C purified
water added to the mixture at 78°C. Slow magnetic stirring was then applied to the suspension

of LNCs for 5 min at room temperature. Formulations are shown on Table 1.
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Table 1. Composition of FRET-LNCs

Compositions LNC- LNC-50- LNC- LNC-85-
50 PEG 85 PEG
Captex® 8000 (2%w/w 5.5 5.5 8.5 8.5
DiI-TPB)
Captex® 8000 (2%w/w 5.5 5.5 8.5 8.5
DiD-TPB)
Lipoid® S75-3 0.7 0.7 0.7 0.7
Kolliphor® HS-15 11.5 11.5 9.3 9.3
Purified water 21.3 21.3 17.5 17.5
DSPE-mPEG-2000 - 0.6 - 0.6
NaCl 0.8 0.8 0.8 0.8
Purified water (2° C) 54.7 54.7 54.7 54.7

LNC-50: LNC with a target size of 50 nm; LNC-50-PEG: LNC with DSPE-mPEG and a target size
of 50 nm; LNC-85: LNC with a target size of 85 nm; LNC-85-PEG: LNC with DSPE-mPEG and a
target size of 85 nm;.

Then, FRET-LNCs were characterized for size, zeta potential (ZP) proximity ratio (PR) and
concentration determination. First, the mean size (nm) and particle concentration (particle/mL)
measurement were performed with nanoparticle tracking analysis (NTA) using a NanoSight®
NS300 (Malvern Instrument, Worcestershire, UK). After dilution in ultrapure water (5 x 10° to
1 x 10°factor), FRET-LNCS were injected into the sample chamber using a 1 mL syringe pump
with a flow rate of 3-4 L per second. The final measure was given after video sequences capture
over 60 seconds (5 replicates) and analyzed by NTA analytical software version 3.2. Then, ZP of
the FRET-LNCs was determined by laser Doppler electrophoresis using Zetasizer® Nano series
DTS 1060 (Malvern Instruments SA, Worcestershire, the UK) diluted by factor 1 x 102, Finally,
the PR of each formulation was determined using fluorescence analysis, it permitted to
demonstrate integrity of NPs. With the FluoroMax® 4 spectrophotometer (Horiba Jobin Yvon
Inc., Piscataway, NJ, USA), the fluorescence emission spectra of FRET-LNCs were recorded. The
FRET-LNCs nanoformulations were diluted by a factor 3x103. The emission spectra were
collected after excitation (548 nm) from 530 to 720 nm, with an incrementation of 1 nm. The
data were recorded for the maximum intensity of FRET donor an acceptor at 569 £ 5 nm and
675 £ 5 nm, respectively. To calculate the PR the following equation has been applied
PR = A/(A+D), where A and D are the maximum fluorescence intensity of the aforementioned

FRET acceptor and donor signals, respectively.
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2.2.2. Quantification FRET-LNCs in urine
Extraction from rat urine

As previously published by our team, the intact FRET-LNCs were firstly extracted from the
biological media with the same sucrose density gradient centrifugation technique [23]. For this
in vivo experimentation, 100 pL of urine sample were collected and immediately mixed with 100
ML of Histopaque®-1083 in the polycarbonate centrifuge tube and kept in ice. Then, the tube
was put in Optima MAX-UP Ultracentrifuge (Beckman Coulter, Villepinte, France) with the fixed-
angle rotor TLA-100 (Beckmann Coulter, Villepinte, France) during 2 hours with a relative
centrifugal force of 4x10° G at 25 °C. Finally, a fixed volume of supernatant (75 uL) was collected
and mixed with ultrapure water (225 pL). The FRET signal of each sample was measured and
the PR was calculated. Finally, using the equation derived from the calibration curve the particle

concentration was calculated.
Particle Integrity Analysis

For each kind of FRET-LNCs at each time point, the mean PR was calculated. In a previous study,
the PR where the FRET-LNCs displayed full integrity has been statistically determined using
equivalent test [23]. If the mean PR at a time point was = 0.80, the FRET-LNCs were considered
intact [23]. In this case, they can be quantified as urine particle concentration by the calibration

curve.
Quantitative Calibration Curve

For the standard solutions, seven dilutions of FRET-LNCs were prepared with the dilution factors
ranging from 1 x103 to 5 x10% and then spiked into urine or PBS. The initial particle
concentration of the formulation had been measured in the characterization step by NTA.
Maximum FRET acceptor emission intensities of the spiked standard were measured (675 £ 5
nm) and plotted as a function of particle concentration. The linearity of the fitting curve was
estimated by the coefficient of determination (R?) with acceptance criteria of R? > 0.980. Due to
the interference from background fluorescent noise at low concentration, the standard

concentration with PR < 0.80 was excluded from the calibration curve.

All calibration curves were prepared in urine (or PBS for the in vitro experiment). It has been
decided to use the same biological matrix to exclude matrix effect in accordance with the ICH
and FDA guidelines [29,30].

2.2.3. In vitro stability study of FRET-LNCs

FRET-LNCs were diluted at a fixed final concentration of 28.5 Teraparticles/mL (Teraparticles or
Tp = 102 particles) in fresh rat urine which was obtained after putting naive rat in metabolic
cage (Techniplast S.p.A, Buguggiate, Italia). The mixture was incubated at 37°C with gentle
stirring. Samples of 100 uL were collected at times 5,30,60,90,120, 180, 240, 360, 1440 min
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and added to 100 pL of Histopaque®-1083 in centrifuge polycarbonate tubes (Beckman-coulter,
Brea, California, USA). Then, samples have been centrifuged for 2 hours at 400 000 g at 25°C.
At the end, 75 pL of the supernatant were immediately collected and mixed with 225 pL of
ultrapure water. Particle concentration of intact FRET-LNCs was quantified as explained below

(2.2.5). A control group in PBS was performed with the same experimental conditions.

The concentrations were normalized with the first time point and reported as following calculation
%Cn = (C/Cs) x 100% where %Cnis the percentage normalized particle concentration, Ctis the
particle concentration at each time point, and Cs is the initial particle concentration at the time
5 minutes. The integrity of extracted LNCs has been monitored for each sample. Finally, the

mean PR of the sample from each time point (n = 3) has been statistically compared.

2.2.4. Animal studies

Sprague-Dawley male rats (n = 16) were purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle,
France). The rats were aged 9 + 0.5 weeks, weighted 467 + 57 g and received a standard
laboratory diet and water ad /ibitum. Protocol on animals was designed according to the EU
Directive 2010/63/EU and was approved by the Committee on the Ethics of Animal Experiment
of the Pays de la Loire, France (APAFIS #2020092411444021). All rats were housed with
controlled room temperature (22°C) and dark-light cycle (12h). The rat urine was collected at
times 60, 120, 240, 360, 480, 600 and 1440 min using metabolic cage (Techniplast S.p.A,
Buguggiate, Italia). The urine samples were kept in ice prior to FRET analysis. Urine volume was

measured for time point collection.

2.2.5. IV administration of FRET-LNCs

Four FRET-LNCs formulations were injected intravenously way via dorsal penile vein with a fixed
dose of 2 x10%* particles/100 g rat. Four samples of 150 uL of blood were collected in tail vein
at 5, 30, 120 and 1440 min after administration. Thirty minutes after IV injection of FRET-LNCs
and just after the 30 min blood time collection point, rats have been put on metabolic cage for
urine collection from 60 to 1440 min. Particle concentration of intact FRET-LNCs was quantified

in blood and urine sampling as explained previously.

2.3. Statistical analyses

All statistical analyses were performed using the software Prism GraphPad (version 9.3.1,
GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The statistical significance was assessed for a p-value
under 0.05.
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In vitro Particle Stability

The particle concentration as %Cn from each time point was statistically compared to the initial
%C Cn at 5 minutes (time factor) and between blood vs PBS (media factor) by repeated-measures
using two-way ANOVA.

3. Results and discussion

3.1 Characterization of LNCs formulations

Four formulations were prepared following our previous study [31]. The FRET method has been
chosen to follow biodistribution of intact LNCs [28]. As shown on Table 2, the obtained
formulations were close to the hydrodynamic diameter target size. Zeta potential of PEG
formulations was found negative in contrast to non-modified LNCs. For of all formulations, the
PR was close to 0.9 demonstrating the full integrity of FRET-LNCs [32].

Finally, the particle concentration ranged around 3 x 102 Tp/mL, except for LNC-50-PEG. Indeed,
LNC-50-PEG had higher particle concentration (10.1 x 102 Tp/mL), than all the other
formulations. For the following in vitro stability study and in vivo experiment, this difference has

been taken into account.

Table 2. FRET-LNCs formulations characteristics

Formulations Particle Zeta FRET Particle
Size Potential Proximity Concentratio

(nm) (mV) Ratio (PR) n (102

Tp/mL)
LNC-50 49.3 4.2 0.90 3.2
LNC-50-PEG 47.5 -7.1 0.89 10.1
LNC-85 84.8 16.9 0.90 2.5
LNC-85-PEG 78.6 -1.3 0.89 3.3

Tp = 10*2 particles (Teraparticle).

3.2 In vitro stability study of LNCs in urine of rats

To make sure that FRET-LNCs were stable in urine during in vivo elimination study in the bladder
and in backer with metabolic cage collection, it has been decided to perform an in vitro stability
study for 24 hours. The final particle concentration in urine has been adjusted to 28.5 Tp/mL
supposing that all LNCs were eliminated by kidney filtration. This particle concentration was
equivalent to the peak time zero concentration of the in vivo study when it is considered that a
rat has a theoretical total blood volume of 7.0 mL/100 g rat [33].
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Results are shown on Figure 1. All formulations were stable during 24 hours in urine at 25°C,
no statistical difference has been observed between normalized particle concentration and initial
particle concentration. The normalized particle concentration was not statistically different to
particle concentration PBS media. In contrast to our previous in vitro experiment in blood, the
LNC-50 PEG remains stable in urine while that was not the case in blood. Indeed, as it has been
recently described, all formulations were stable in blood during 10 hours of incubation excepted
for LNC-50-PEG, for which a significant decrease of particle concentration has been observed
after 3 hours [23].
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Figure 1. Stability of FRET-LNCs in rat urine over 24 hours. The diagram represents % normalized
particle concentration (%Cn) in urine and PBS for each FRET-LNCs subtype. The experiment was

conducted in triplicate and reported as the arithmetic mean and standard deviation (whisker).
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3.3 Blood concentrations and renal elimination of LNCs

After the preliminary in vitro study to ensure that FRET-LNCs were stable in urine, an in vivo
experiment of renal elimination was performed. After intravenous administration of a weight

adjusted dose (20 Tp/100 g of rat), the particle concentration of FRET-LNCs was quantified if PR
was higher than 0.80[23].

Results of blood sampling were presented on Figure 2. The particle concentration vs time
profiles were close to what we found in a previous study [23]. Like this first previous work, the
faster elimination of blood LNC-50-PEG and the longer blood circulation time of LNC-85-PEG
were also observed. Because it was decided to study renal elimination, the blood sampling has
been limited. In consequence, the pharmacokinetic comparison should be limited to the

observational curves and particles concentrations.
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Figure 2. Plasma particle concentration vs. time profile of 50-nm and 85-nm FRET-LNCs
following IV bolus. Data is reported as the arithmetic mean and standard deviation
(whisker).

In contrast to renal elimination, particle concentrations in rat urine on sampling 30 to 1440 min
after intravenous administration were null for each tested formulation. It has not been possible
to fully quantify intact FRET-LNCs because each calculated PR were under the limit of 0.67. These
results mean that FRET-LNCs were not intact and thus no quantifiable by our calibration curves,
which were performed with standard PR > 0.67. Our hypothesis of faster blood elimination of
intact LNC-PEG-50 nm is thus not explained by renal excretion. These results showed that FRET-
LNCs would certainly respect the classical way of liver elimination. Although renal nanomedicine
elimination is less studied than liver elimination, threshold of renal filtration is thought to be
around 10 nm, supposing that larger NPs cannot be cleared by the glomerulus membrane
[17,22]. Nevertheless, it has been demonstrated that NPs could reach urine with bypass of

glomerulus membrane and cross the proximal convoluted tubules by transcytosis mechanism

118



[21,34]. This was however not observed with our FRET-LNCs, confirming that neither renal
filtration nor secretion occurred with LNCs. As it has been reported by Adhipandito et al., the
molecular mechanisms of renal elimination are unknown for larger NPs. Also, as it has been
reported by Du et al. that NPs with hydrodynamic diameter > 6 nm passed through endothelium
and stayed blocked and accumulated in the mesangium where they were degraded into small
fragments, resulting in a renal clearance [13]. Moreover, these large NPs can also be
endocytosed by endothelial cells of the peritubular capillaries, and accumulate in this
compartment to finally be released in urine [13,17]. Regarding these data, even if LNCs where
not eliminated under intact formulation in urine, we cannot exclude that these formulations

might be degraded in kidneys.

To explain the faster blood elimination of LNC-50-PEG, in contrast to others LNCs formulations,
liver elimination pathway should be explored. As it has been described in most previous work,
NPs after administration usually accumulate in the liver tissue [10,14]. Even if the transport
mechanism is not totally understood, the affinity for this organ seems directly linked to physico-
chemical characteristics (size, shape, surface functionalization) [14,20]. The liver endothelium
had fenestration pore size between 50 to 100 nm which allows clearance of NPs within this size
range or lower [35]. In addition, almost all NPs are not directly metabolized by liver tissue but
eliminate by the MPS also known as the reticuloendothelial system (RES) [36]. Indeed, NPs on
the blood compartment immediately cause an opsonization phenomenon by circulating proteins.
These were recognized by specific cells of MPS, representing by the Kiipffer cells in the liver to

eliminate NPs and would explain, in part, the faster blood elimination of LNC-50-PEG [10,16].

Additionally, it has been described that the surface functionalization such as PEG addition can
modify the blood clearance [37,38]. The properties of NPs surface modify the corona protein
formation and thus the elimination of NPs [39,40]. It is clear that NPs bio-interactions and
therefore their biodistribution are affected by their protein corona [41]. In addition, the corona
protein formation may be different for LNC-50-PEG formulations than for others. Pegylation and
surface curvature are known to modify the protein adsorption on NPs surface [39,42]. As we
previously observed in another study, it may be possible that LNC-50-PEG induce a specific
corona protein which increases opsonization (unpublished data). That could be responsible for

uptake and sequestration of NPs by the MPS.

This uptake rate is strongly dependent on NPs properties and particularly in surface
functionalization [14]. Moreover, Wei et al. reported that PEGs or its impurities can induce an
unstable formulation in vivo notably because of enzymatic degradation [43]. In addition to the
likely difference on the protein corona formation, this impurities-induced degradation would also
be responsible for the increased blood clearance of LNC-50-PEG compared to others tested

formulations.
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4. Conclusion

In summary, no FRET-LNCs formulations were cleared as native structure in urine. The faster
blood elimination of LNC 50 nm with PEG addition has not been explained by a renal excretion.
Renal elimination mechanisms need to be thoroughly investigated for all new nanomedicine
formulations to better characterize their fate in vivo. Indeed, fundamental understanding of the
physiological challenges of nanomedicines, and notably on their elimination pathways, will
advance more effective delivery strategies. That will constitute a milestone to the future
pharmacokinetic studies of LNCs in the goal of future success in nanomedicines translation into

the clinic.
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DISCUSSION GENERALE

Bien que mises au point dans les années 2000, les NCLs formulées au laboratoire MINT sont
encore en pleine phase de développement et ce toujours en quéte d’'un passage de la phase
préclinique a la phase clinique. Pour atteindre cet objectif, il apparait inéluctable de mieux
appréhender le devenir de ces NCLs dans |'organisme aprés administration. Cependant, il reste
encore de nombreuses zones d’'ombre et la mise en place d’outils et de techniques pour bien
comprendre la biodistribution des NCLs semble donc nécessaire. C'est autour de cette réflexion
que ce travail de thése a été mené. Le sujet étant complexe, il a été nécessaire de faire des
choix et de découper ce travail en trois phases pour tenter de répondre méthodiquement aux
interrogations de cette vaste remise en question. Pour I'ensemble de ce travail, 'administration
par voie intraveineuse a été préférée afin de s’affranchir de toute étape supplémentaire
d’absorption ou de résorption pour atteindre la circulation sanguine générale. De plus, aprés
absorption, les NCLs passent par la circulation sanguine, ce qui impose une caractérisation

prioritaire des interactions liées a la mise en contact avec ce fluide biologique complexe.

Ainsi, il a semblé naturel de s’interroger dans un premier temps sur le devenir immédiat des
NCLs aprés administration intraveineuse. Comme l'ont montré les résultats du Chapitre 2, il
semble que les premiers instants dans le compartiment sanguin soient cruciaux puisqu’il en
résulte une opsonisation qui entraine la reconnaissance et donc I'élimination des nanovecteurs
par le SRE. Cette premiére phase du travail expérimental a bien mis en évidence les capacités
d’adsorption des protéines plasmatiques sur les NCLs. De plus, il a bien été confirmé que la
structure chimique d’un nanovecteur et donc l'interface proposée aux protéines plasmatiques

influencait la formation de la couronne de protéines.

Ensuite, la seconde phase de ce travail a permis d’évaluer la PK de ces nanovecteurs aprés
administration par voie intraveineuse chez le rat en se focalisant sur les NCLs intactes a l'aide
de la technique FRET. Les résultats du Chapitre 3 ont été trés informatifs puisqu’ils ont permis
de dégager des indications marquantes comme la distribution dépendante de la taille ou encore
la clairance des NCLs influencée par le type de décoration de surface. En effet, plus la taille
augmente et plus la distribution diminue. Par ailleurs, si I'ajout de PEG en surface a bien permis
de diminuer la clairance des NCLs de 85 nm, elle a en revanche significativement augmenté celle
des NCLs de 50 nm.

Enfin, la troisieme et derniére phase de ce travail fait suite aux résultats obtenus lors de la
seconde phase, notamment pour les NCLs 50 nm recouvertes de molécules de PEG. Le but de
cette derniére expérimentation, constituant le Chapitre 4, était de répondre a |'éventuelle
existence d’une élimination urinaire des NCLs-FRET sous forme intacte. La réponse apparait
comme clairement négative. Par voie de conséquence, nous pouvons supposer a partir de

I'ensemble de ces résultats que les NCLs, comme la plupart des nanovecteurs, subissent une
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forte dégradation par capture macrophagique hépatique (cellules de Kupffer) apres avoir été

opsonisées par les facteurs du complément deés leur entrée dans le compartiment sanguin.

Lors de cette discussion, nous allons aborder les différents aspects méthodologiques mis en
ceuvre dans ce travail pour étudier I'impact des milieux biologiques et la pharmacocinétique des
NCLs. Comme évoqué par le Professeur Florence, les choix méthodologiques effectués lors des
études des nanoformulations semblent étre la clé de I’évolution positive, et donc du maintien de

I’'espoir fondé autour des nanomédicaments [1].

1. Méthodes d’étude de l'adsorption protéique autour des
NCLs

1.1. Modeles d’études

Les interactions nanoparticules-protéines sont largement étudiées in vitro, mais ces conditions
ne reproduisent pas exactement les conditions d’exposition dans les organismes vivants. Il est
difficile de reproduire les conditions d’un point de vue dynamique, mais également d’un point de

vue qualitatif et quantitatif par rapport aux fluides biologiques.

Statique versus dynamique

En I'absence de matériel adéquat pour modéliser des conditions dynamiques, le modele choisi
lors de notre étude est un modéle statique avec agitation. Bien que ce ne soient pas des
conditions optimales, les NCLs ont été mises en contact avec des protéines dans un récipient
clos a 37°C avec une simple agitation par barreau aimanté. L’agitation apparait comme
indispensable lors de I’étude de la formation de la couronne de protéines. En effet, comme I'ont
montré plusieurs études, des conditions statiques d'incubation semblent étre a |'origine de biais
importants dans la formation qualitative et quantitative de la couronne de protéines [2,3]. Cet
élément est d’autant plus important que le sang, en tant que liquide newtonien, présente des
différences de contraintes de cisaillement selon sa vitesse de circulation et sa composition
guantitative (globules et protéines) [4]. Le flux sanguin capillaire est d’environ 0,085 cm/s et le
flux artériel est compris entre 10 cm/s et 60 cm/s, ce qui entraine des variations de viscosité
[2,3]. Ces modifications rhéologiques influencent le coefficient de diffusion des protéines et donc
les potentielles interactions avec les nanoparticules. La loi de Stockes-Einstein relie la viscosité
(1) au coefficient de diffusion (D) selon I’équation suivante :

D= kt
"~ 6nru

Ces contraintes de cisaillement imposées aux nanoparticules peuvent ainsi moduler les capacités

d’adsorption des protéines [5,6]. Ceci explique probablement la composition quantitative et
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qualitative de la couronne de protéines continuellement modifiée au gré des interactions liées
aux modifications du flux sanguin dans l'organisme. Sous |'effet de la vitesse du flux sanguin, il
semblerait, d’'une part, que les interactions entre les protéines et les nanoparticules soient plus
importantes, et, d’autre part, que les contraintes de cisaillement soient a l‘origine de la
séparation des protéines faiblement liées permettant ainsi la fixation de protéines de plus haute
affinité. Au vu des différentes études menées a ce sujet, il apparait que la formation de la
couronne est plus lente dans des conditions dynamiques mais quantitativement plus importante
et ce, quel que soit le type de nanoparticules (organiques ou inorganiques) [2,3,7]. Lors de la
mise en contact avec le milieu sanguin, si la composition qualitative et quantitative de la
couronne semble étre en mouvance perpétuelle, les conséquences physiques sur les
nanoparticules sont, elles, rapidement définies, a savoir I'augmentation de la taille et la

diminution du potentiel zéta [2].

Des études récentes ont souligné I'importance de mener des études in vitro dans lesquelles la
nature dynamique du flux sanguin doit étre prise en compte pour comprendre la corrélation
entre la nanoparticule, le milieu biologique et la formation de la couronne de protéines [2]. Les
conditions dynamiques sont souvent obtenues par des systemes de pompes péristaltiques
équipées de tuyaux de gros diamétre peu représentatifs d'un organisme vivant [8]. Une nouvelle
approche in vitro mieux adaptée pour mimer les diamétres des capillaires sanguins semble étre
la microfluidique. Cette technologie s'intéressant au comportement des fluides dans des micro-
canaux intégrés dans des puces permet de maitriser le débit appliqué, |'orientation du flux et les
dimensions des canaux. De récentes études ont montré les bénéfices de I'utilisation de la
microfluidique pour étudier |'adsorption de protéines sur des nanoparticules dans des conditions
dynamiques. La modélisation des contraintes de cisaillement imposées aux nanoparticules liées
et aux diametres des capillaires et artérioles semble plus juste avec |’élaboration de puces
adaptées [8,9]. Par ailleurs, un autre paramétre physique influence la formation de la couronne.
Il s’agit de la température d’incubation : plus la température augmente, plus la formation de Ia
couronne est importante. A noter que la température est un des paramétres entrant dans le
calcul du coefficient de diffusion (D). Il est donc logique que la mobilité des protéines soit
dépendante de cette derniére. De ce fait, une température d’étude fixée et stable a 37°C apparait

comme indispensable pour mimer les conditions in vivo [10].

Milieux biologiques d’étude

L'étude de la formation de la couronne de protéines ne peut se faire que dans un milieu
biologique soigneusement sélectionné pour étre le plus proche possible des conditions in vivo.
Si notre étude a débuté par une phase de mise au point dans du sérum de veau foetal (SVF), la
suite a été réalisée avec du plasma de rat pour se rapprocher au maximum des conditions
d’études in vivo menées chez le rat, animal choisi pour I'étude pharmacocinétique des NCLs [11].

La composition protéique du plasma est spécifique a chaque espéce animale, ce qui limite les
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extrapolations. Comme |'ont montré Muller et al., la quantité d‘immunoglobulines differe selon
I'origine du plasma. Si elles représentent environ 13 % de la quantité totale des protéines chez
I'Homme et 7 % chez le lapin, ce n‘est que 1 % de la quantité totale des protéines chez la souris
[12]. Ainsi, si l'objectif final est d’étudier l'impact de la couronne de protéines sur les
nanoparticules aprés administration intraveineuse chez I'Homme, il est impératif de choisir le
plasma humain comme milieu d’étude biologique. L'utilisation du sérum doit étre évitée en raison
de l'absence des protéines de la coagulation [11,13]. La différence inter-espéces et I'absence de
protéines de la coagulation conduisent a proscrire |'utilisation du SVF et c’est la raison qui nous

a amené a faire évoluer notre méthodologie d’étude.

Par ailleurs, I'utilisation de plasma impose |I'usage d’un anticoagulant qui devra étre choisi avec
soin car il peut interférer avec |'adsorption protéique autour des nanoparticules [11,14]. Nous
avons privilégié I'EDTA car I'héparine a des effets négatifs sur la constitution qualitative de la
couronne de protéines puisque le mécanisme d’action de I’'héparine est basé sur le retrait de
plusieurs protéines plasmatiques comme le fibrinogéne, I'antithrombine III, des apolipoprotéines

ou encore certaines protéines du complément (C3 et C4b) [13,15].

Les différences de composition de la couronne de protéines liées aux milieux d'incubation sont

exposées dans la Figure 14.

Bovine Serum (FBS) Human Serum Human Heparin Plasma Human Citrate Plasma
Others Others Others
Others Complamant 9 Fibrinogen a | |
ApoAl_ N\ Fibrinogen a ——

™ e = Fibrinogen B —_
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\ Vitronectin_~
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Figure 14. Comparaison de la composition de la couronne de protéines aprés incubation dans
le sérum de veau feetal, sérum humain, plasma humain hépariné, plasma humain citraté,
apres analyse quantitative pas LC-MS.

(Reproduite a partir de Schottler et al. [13])

Usuellement, comme nous avons pu le faire, la quantité de protéines mises en contact avec les
nanoparticules est ajustée par rapport a la surface disponible tout en s’assurant d’étre dans une
situation de large excés afin de mimer les conditions retrouvées in vivo post-administration
intraveineuse. Cela présente I'avantage de pouvoir comparer plusieurs types de nanovecteurs
[16,17]. La durée d’incubation d’une heure dans le milieu biologique, quel que soit le type de
nanoparticules, semble faire consensus pour les études s’intéressant a ce phénoméne
d’adsorption protéique [14,18]. De plus, a la lumiére de I'évaluation PK effectuée sur les NCLs
(Chapitre 3) et du Tmax Observé (30 a 90 min), ce temps d’incubation d’une heure est pertinent
[19].
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1.2. Techniques de séparation apreés contact avec les milieux
biologiques

Si les modeles in vitro sont aisément ajustables pour obtenir des conditions d’exposition
relativement proches de la réalité, |’étape de séparation du complexe [nanoparticule-couronne
de protéines] des protéines libres du milieu d’incubation est certainement I'une des étapes les
plus délicates [11,20]. L’'enjeu majeur réside dans la conservation de la couronne de protéines
formée dans le milieu biologique sans occasionner de dénaturation de celle-ci. Ceci est d’autant
plus difficile qu’il est désormais clairement établi qu’il existe deux couches de couronne. En effet,
cette couronne est composée de protéines liées de fagon covalentes, formant la « hard corona »,
et de protéines qui s’accrochent par des liaisons faibles, de facon temporaire et en mouvement
quasi perpétuel, a l'origine de la « soft corona » [21,22]. La technique idéale doit permettre
d’isoler le complexe [nanoparticules-protéines] des protéines libres, sans décrocher les protéines
de la couronne et sans accrocher de nouvelles protéines libres. Il convient également d’utiliser

une méthode adaptée au type de nanoparticules étudié (taille, densité...).

Size-Exclusion Chromatography (SEC)

Au vu des caractéristiques de nos NCLs et du matériel disponible au laboratoire, le choix de la
technique de séparation s’est orienté vers la chromatographie d’exclusion stérique (en anglais
Size-Exclusion Chromatography : SEC). Pour notre étude, nous avons utilisé une colonne
Séphadex® (gel d’agarose hydraté). Au vu des données de la littérature, cette méthode semble
plus adaptée pour les nanoparticules organiques que la centrifugation ou l'ultracentrifugation.
En revanche, les contraintes physiques imposées par cette méthode (interactions avec la
colonne, diamétre des pores, débit de la phase mobile) peuvent impacter la couronne de
protéines et ceci a tel point que seule la « hard corona » apparait identifiable a la suite de la
séparation. Cette méthode présente toutefois I'avantage de ne pas dénaturer la conformation
des protéines [20,23].

Centrifugation

Si la centrifugation n’a pas été choisie alors qu’elle semble plus simple a mettre en place, c’est
parce qu’il n‘apparaissait pas opportun d’utiliser cette méthode au vu de la faible densité des
NCLs. En effet, la séparation des protéines libres situées dans le surnageant parait compromise
car les NCLs ont tendance a crémer a l'issue de la centrifugation. Par ailleurs, les paramétres
ajustables de cette méthode (temps, vitesse, nombre de centrifugations ou encore lavage)
influencent les résultats avec des risques de désorption des protéines si les conditions de
séparation sont trop strictes, ou de surestimation des protéines liées en cas de mauvaise
séparation. De plus, méme si cela reste a confirmer, plusieurs études montrent que la

centrifugation entraine le décrochage des protéines de la « soft corona » [24,25]. Cette méthode
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est donc particulierement intéressante pour les nanoparticules de haute densité puisque la
centrifugation va entrainer une migration du complexe [nanoparticules-protéines] vers le culot
du tube alors que les protéines libres vont migrer dans le surnageant en raison de leur plus faible
densité. L'ajout d’un gradient de sucrose permet d’améliorer les performances de cette technique
en assurant une séparation plus fine et en évitant les phénoménes de contact des protéines

libres avec les nanoparticules lors de la centrifugation [24].

Asymmetric-flow field fractionation (A4F)

Si nous avions disposé du matériel nécessaire, il aurait été intéressant d’utiliser pour notre étude
la technique du fractionnement en fonction de la taille par couplage flux/force (en anglais
asymmetric-flow field-flow fractionation: A4F). Cette autre méthode chromatographique plus
récente semble offrir de nombreux avantages. Elle permet de séparer des molécules de taille
comprise entre 1 nm et quelques dizaines de um, ce qui correspond a des masses moléculaires
comprises entre 103 et 10° Daltons (Da) [26]. L'absence de phase stationnaire, par opposition a
la SEC, permet une séparation plus douce et rend possible la conservation de la totalité de la
couronne de protéines formée autour des nanoparticules. Cette technique semblerait aussi
capable de séparer les protéines libres tout en conservant la « hard corona » et la « soft corona »
selon Ashby et al. [27]. En effet, la vitesse élevée du processus de séparation permet,
contrairement a des techniques comme la SEC, d’éliminer rapidement toutes les protéines libres
qui pourraient s’adsorber, tout en conservant les protéines appartenant a la « soft corona ».
Seule une analyse qualitative des protéines permet d'émettre cette hypothése en citant
I'exemple de l'albumine qui appartient préférentiellement a la « soft corona », alors que les
lipoprotéines appartiennent a la « hard corona » (Figue 15). L'’A4F permet également de
conserver quantitativement plus de protéines de faible affinité (comme I'albumine) par rapport
a la centrifugation ou les protéines qui restent liées ont majoritairement une forte affinité
(lipoprotéines) avec la nanoparticule. Bien que I'’A4F présente de nombreux avantages, elle
nécessite de s’assurer d’un prérequis essentiel : I'existence d’une différence initiale significative
de taille entre le complexe [nanoparticules-protéines], les protéines libres et le nanovecteur seul.
Pour obtenir des résultats satisfaisants, il est important d’optimiser la méthode dans le but
notamment d’éviter les interactions entre la membrane d’ultrafiltration et les protéines [25].
Ajouté a cela, et comme c’est le cas avec la majorité des techniques, la dilution nécessaire a
I'analyse de I"échantillon peut étre a l'origine d’une déstabilisation du complexe [nanoparticules-
protéines]. Par ailleurs, les capacités résolutives de cette technique restent a ce jour un challenge
puisqu’il semble difficile de séparer les protéines libres des nanovecteurs seuls, notamment

lorsque ces deux éléments sont de petite taille (quelques dizaines de nanomeétres) [25].
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Figure 15. Comparaison de la composition de la couronne de protéines par analyse LC-MS
entre deux techniques d’isolation du complexe [nanoparticules-protéines] aprés
centrifugation ou A4F. (Reproduite a partir de Weber et al. [24])

Au total, aucune méthode ne permet d’explorer finement la couronne de protéines qui se forme
autour des nanoparticules aprés contact avec un milieu biologique. Au vu des capacités
séparatives de la SEC, cette technique parait tout a fait adaptée et a été choisie pour ses qualités
résolutives des éléments de faible poids moléculaire. Toutefois, nous n’avons pas trouvé les
parameétres optimaux de séparation lors de ces travaux [24,25]. L'avantage des méthodes
chromatographiques comme la SEC réside dans le délai de I'analyse post-incubation et le temps
d’analyse lui-méme, qui sont, respectivement, court et rapide. Enfin, le couplage a des
techniques de détection multiples (UV, dRI, FLD, MALS, ICP-MS) permet de caractériser les
différents éléments du mélange (nanovecteurs, protéines et méme substance active

encapsulée).
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2. Méthodes de caractérisation

La caractérisation des nanovecteurs est de loin le plus grand défi a relever lors de ces prochaines
années, que ce soit directement aprés la formulation mais aussi et surtout aprés la mise en
contact avec les milieux biologiques. L'absence de standardisation des protocoles au sein de la
communauté scientifique associée a I'absence de directives des instances réglementaires sont
probablement les principales causes des résultats souvent décevants obtenus lors des passages

des phases précliniques a cliniques des candidats nanomédicaments [28,29].

DLS et mobilité électrophorétique

Les deux caractéristiques systématiquement évaluées lors des études, comme ce fut le cas tout
au long de ce travail avec les NCLs, sont la taille et la charge. Pour ce faire, nous avons utilisé
la DLS (en anglais Dynamic Light Scattering) et la mobilité électrophorétique, méthodes qui sont
largement utilisées (prés de de 50 % des études) en raison de leur facilité d’accés puisque
I’équipement est relativement accessible tant d’'un point de vue technique que financier [30].
Ces deux techniques nécessitent une importante dilution avant la mesure afin d’estimer
correctement les coefficients de diffusion. Cet élément peu génant pour la caractérisation post-
formulation le devient aprés mise en contact avec les protéines. Comme cela a déja été évoqué,
la couronne de protéines est dans un état d’équilibre permanent qui est déstabilisé lors de
modifications du milieu extérieur. C'est pour cette raison que nous avons souhaité nous
affranchir de cette dilution aprés avoir vérifié que nos conditions de mesure permettaient de
différencier les protéines seules du complexe [nanoparticules-protéines]. En effet, |’estimation
du diameétre hydrodynamique des éléments par mesure du coefficient de diffusion est susceptible
d’étre perturbée dans des mélanges complexes dit polydispersés [31]. Nos résultats indiquent
gu'il est possible d’obtenir des mesures distinctes entre les différents éléments du mélange sans
avoir recours a une préparation spécifique de I’échantillon. Cela reste cependant a interpréter
avec prudence car la mesure du coefficient de diffusion des petites particules en DLS peut étre
perturbée voire inexistante en présence de grosses particules. Pour rappel, la DLS permet le

calcul de la taille aprés mesure du coefficient de diffusion (Dz) des particules selon I’équation

suivante :
DkT(l) k : Constante de Bolt
=—X|=T : Constante de Boltzmann
2= en " \Rn), z
T : Température
Avec
3V 3
3 .
Rh = <_ _> V : Volume molaire
4 N

De ce fait, le Dz est tres sensible aux grosses particules méme si elles sont en petites quantités

dans le mélange [31].
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De méme, pour le potentiel zéta, la complexité du mélange perturbe la mobilité des différents
éléments. Il est donc difficile d’interpréter le potentiel zéta post-incubation puisque la
discrimination de la charge des protéines (majoritairement négative) de la charge des complexes
[nanoparticules-protéines] est délicate. C'est pour cette raison qu’il semble opportun, soit de
confirmer les résultats obtenus par DLS avec d’autres techniques de mesure directe comme la
microscopie a transmission électronique (en anglais Transmission Electronic Microscopy : TEM),
la microscopie a force atomique (en anglais Atomic Force Microscopy : AFM) ou l'analyse de suivi
individuel des nanoparticules (en anglais Nanoparticle Tracking Analysis : NTA) [2,17,31], soit

d’utiliser des méthodes pré-analytiques séparatives comme I'’A4F [29].

Comme suggéré par le NCI-NCL et I'EUNCL, les techniques de caractérisation conseillées en
premiéres intention sont la TEM, le NTA et I’A4F. D'autres techniques peuvent étre employées
pour compléter les études de taille et de morphologie comme la diffusion de rayons X aux petits
angles (en anglais, Small Angle X-ray Scattering : SAXS), |'ultracentrifugation analytique (en
anglais Analytical Ultra Centrifugation : AUC), la calorimétrie différentielle a balayage (en anglais
Differential Scanning Calorimetry : DSC), I'AFM ou encore la détection d'impulsions résistives
accordables (en anglais Tunable Resistive Pulse Sensing : TRPS) [29,30]. Ainsi, la suite des
propos est une justification des choix effectués dans ce travail qui sont le fruit d'un compromis

entre la technique optimale et la disponibilité du matériel.

Transmission Electronic Microscopy (TEM)

Les méthodes par comptage direct, comme la TEM, sont trés utiles pour caractériser les systémes
colloidaux que sont les nanoparticules, qu’elles soient organiques ou inorganiques. La grande
capacité de comptage (n > 500) permet d’obtenir une estimation de taille relativement précise.
En revanche, la mesure est effectuée sur un plan en deux dimensions et ce n‘est qu’a la suite
d’'une étape de modélisation tridimensionnelle que le diamétre des nanoparticules est estimé
[32]. Bien que cette technique soit trés résolutive (0,1-2 nm), le principal inconvénient réside
dans la préparation de I’échantillon. Ceci est d’autant plus génant pour étudier la formation de
la couronne de protéines puisque la TEM impose un séchage et une coloration avec fixation de
I’échantillon entrainant de facto une déformation des nanoparticules et des protéines adsorbées.
L'utilisation de la cryo-TEM, autrement dit la TEM sous atmosphére cryogénique, peut diminuer
I'effet de la déformation mais seulement si I’eau présente dans I'échantillon n’est pas sous forme
cristalline (état vitreux). En revanche, cette étape de congélation est peu compatible avec les
molécules biologiques comme les protéines. Cela modifie la conformation des protéines et de ce
fait I'organisation de la couronne de protéines autour des NCLs. A noter qu’avec la cryo-TEM,
I’échantillon devient trés sensible au passage du faisceau électronique a l'origine d’une
désorganisation des structures étudiées [33]. Ainsi, la caractérisation de ces systemes par les
TEM ou cryo-TEM est complexe a mettre en ceuvre et parfois peu représentative si la technique

est mal maitrisée.
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Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

La technique NTA, au-dela de pouvoir mesurer la taille des nanoparticules, présente I'avantage
de pouvoir mesurer la concentration particulaire d’une suspension. Bien que nous ayons le
matériel disponible au laboratoire, l'importante dilution obligatoire pour obtenir un signal
exploitable nous a naturellement détourné de cette technique pour la caractérisation des

nanoparticules avec la couronne de protéines.

Analytical Ultra Centrifugation (AUC), Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Les méthodes de centrifugation comme I’AUC et la DSC permettent d’obtenir la caractérisation
des nanoparticules en fonction de leur taille et de leur densité. Ces méthodes présentent la
possibilité d'étudier des systemes polydispersés contrairement a la DLS. En revanche, au vu des
vitesses de centrifugation possibles (100 000 g), I'étude des NCLs parait difficile a cause de leur
faible densité. En effet, ces techniques ne permettent pas la mesure de particules trop denses
de petite taille (nanoparticules métalliques) et de nanoparticules trop peu denses de taille
supérieure a 20 nm (nanoparticules polymeéres, liposomes, NCLs...). De plus, utilisées seules,
ces méthodes, semblent peu adaptées a la caractérisation post-incubation dans un milieu
biologique car la différence de densité entre le nanovecteur seul ou avec la couronne de protéines

est généralement faible [30].

Asymmetric-flow field-flow fractionation (A4F)

L'A4F permet de caractériser les différentes espéces d’'un mélange avec une bonne résolution, a
la différence de la DLS seule. Le couplage de cette méthode séparative a des techniques
spécifiques de détermination de la taille comme la DLS ou la MALS (de I'anglais Multi-Angle Light
Scattering) permet de proposer une technique de caractérisation relativement robuste et
puissante. Cela rend possible la caractérisation post-incubation dans un milieu biologique
[25,29]. Comme toute méthode, elle présente des inconvénients. Au-dela du prix de
I'appareillage et du niveau de compétence requis pour son utilisation, c’est probablement
I'utilisation de tensioactifs qui apparait comme limitante. En effet, cela peut étre a I'origine d’'une

surestimation de la taille des objets analysés et/ou de la formation de micelles in situ.[25]
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Au final, il n‘existe pas de méthode idéale pour la caractérisation des nanoparticules. Notre choix
s’est porté sur la DLS et la mobilité électrophorétique. La disponibilité du matériel ainsi que la
facilité de mise en place ont orienté ce choix. Comme pour les autres méthodes, les conditions
analytiques, en l'occurrence la dilution, sont souvent déléteres aux nanoparticules et/ou a la
couronne de protéines. Pour cette raison, nous avons tenté de nous en affranchir au risque de

biaiser la mesure.

Pour caractériser au mieux les nanoparticules, qu’elles soient seules ou accompagnées de leur
couronne de protéines, I'EUNCL et le NCI-NCL ont proposé une approche regroupant plusieurs
techniques. C’est une approche en trois étapes, de la plus simple a la plus complexe. (Figure
16) [30].
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Figure 16. Représentation schématique de I'approche technologique souhaitée par le EU-NCL
et le NCI-NCL pour mesurer la taille des nanoparticules (distribution de la taille particulaire, en
anglais Particle Size Distribution : PSD) en fonction du niveau de complexité du mélange.
(Reproduite a partir de Caputo et al. [30])
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3. Stabilité des nanoparticules dans les milieux biologiques

A la suite de I'exploration de I'influence immédiate des milieux biologiques sur les nanoparticules,
une autre problématique survient : la stabilité dans les milieux biologiques. Les études de
stabilité dans les milieux biologiques sont indispensables pour comprendre le devenir des
nanoparticules aprées leur administration. C’est pour cette raison que ce travail de thése
d’évaluation PK des NCLs a fait l'objet de deux études de stabilité : I'une dans le sang pour
évaluer la stabilité des NCLs dans le liquide biologique de transport aprés administration
intraveineuse, et l'autre dans les urines afin d’évaluer l'effet de ce milieu lors de la phase
d’élimination des NCLs. Pour chacune d’entre elles, nous avons utilisé le systéme FRET pour nous
intéresser uniquement a la stabilité des nanoparticules sous forme intacte. Ces études de
stabilité permettent d’évaluer le caractére biodégradable immédiat des nanoparticules sans
I'intervention du foie, de la rate et des reins, organes principalement responsables de la
dégradation des nanoparticules [34,35]. Ajouté a cela, I’étude de stabilité dans le sang permet
d'évaluer le risque de libération immédiate de la substance active liée a la dégradation du

nanovecteur [36].

La meilleure méthode pour évaluer cette stabilité, et donc l'intégrité du nanovecteur dans un
milieu biologique, semble étre celle que nous avons utilisée lors de nos études, a savoir la
méthode FRET. Puisque le signal FRET ne persiste que si les 2 fluorophores (donneur et
accepteur) sont séparés par une distance inférieure @ 10 nm, il est possible de conclure a

I'intégrité des nanoparticules en cas d’obtention de celui-ci (Figure 17) [37].

FRET

a  db

| Domor | =——— | Acceptor :|

\ / <10 nm \»ﬁ/ b

‘r Donor Acceptor

Ex. Em. Ex. Em.

Spectral
overlap

Intensity

Wavelength (nm)

Figure 17. Pré-requis nécessaire pour la détection du signal FRET (Forster Resonance Energy
Transfert) : superposition entre le spectre d’émission du donneur et le spectre d’excitation de
I'accepteur avec les deux fluorophores séparés de moins de 10 nm.

(Reproduite a partir de Bonnet et al.[37])

Ex : Excitation ; Em : Emission ; FRET : Forster Resonance Energy Transfert
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Les autres méthodes de marquage (TEP, TEMP, IRM, fluorescence...) ne renseignent pas sur
I'intégrité structurelle des nanoparticules [37,38]. La littérature présente a ce jour peu de
données de stabilité ex vivo dans les liquides biologiques animaux ou humains. La majorité de
ces études sont plutdot a classer dans les études in vitro car elles font appel a des milieux
biologiques simplifiéss comme le SVF, le plasma de souris ou encore des globules rouges de
souris, et non du sang total de rat comme nous avons pu le faire. Bouchaala et al., et Gravier et
al., par exemple, ont réalisé des études de stabilité de NCLs respectivement dans du SVF et dans
de l'albumine de sérum bovin (BSA) pendant 24 heures [39,40]. Chen et al. ont eux évalué
I'intégrité de micelles durant 2 heures dans des globules rouges et de I'albumine alors que Zhang
et al. ont étudié la stabilité de micelles polyméres dans du plasma de souris pendant 72 heures
[41,42]. Toutes ces études utilisant le systeme FRET aboutissent a des conclusions identiques
qui sont que les nanoparticules organiques sont stables ou trés peu dégradées lors d’une
incubation dans ces milieux biologiques. Ces études, bien qu’éloignées d’un milieu biologique
comme le sang total, ont tout de méme été menées a 37°C afin de mimer les conditions in vivo.
En revanche, a ce jour, il semblerait qu’aucune étude d’évaluation de l'intégrité de nanoparticules

organiques n’ait été menée dans les urines ce qui renforce |'originalité de ce travail de thése.
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4. Evaluation de la pharmacocinétique des NCLs

L'une des principales difficultés en pharmacocinétique est souvent liée a la quantification de la
molécule d'intérét en différenciant la forme active des autres formes (forme liée, métabolites...).
L'encapsulation dans un nanovecteur ajoute une difficulté supplémentaire car, en plus de repérer
I'actif sous sa forme libre, il faut repérer l'actif sous sa forme encapsulée afin d’évaluer la
biodistribution des nanoparticules avant la libération du principe actif. Par conséquent, pour une
évaluation PK, en plus de mettre au point un dosage spécifique de la substance active et de ses

métabolites, il faut mettre au point une méthode de détection quantitative du nanovecteur.

4.1. Méthodes de détection quantitative des NCLs dans les milieux
biologiques

Ce travail a permis d‘évaluer la PK des NCLs seules, c’est-a-dire sans encapsulation d‘une
substance active. C’est avec la méthode FRET, expliquée précédemment, que le nanovecteur a
pu étre suivi afin d’évaluer la biodistribution des NCLs sous leur forme intacte uniquement. Cette
méthode qualitative permettant de suivre l'intégrité des nanoparticules a déja été utilisée au
sein du laboratoire MINT dés 2014 par Gravier et al. ou encore Bouchaala et al. en 2016.
Cependant, ces travaux se sont limités a une approche semi-quantitative par calcul d’un ratio
de signal FRET (%) apres déduction du bruit de fond [39,40]. C’est pour améliorer |'évaluation
PK gque nous avons développé une approche quantitative associant la concentration particulaire,
a l'aide du NTA, a la méthode FRET pour déterminer l'intégrité des particules. Ainsi, les
échantillons dont le signal FRET présente un indice de proximité supérieur a 0.73 (Proximity
Ratio : PR) sont synonymes de nanoparticules intactes. De ce fait, nous avons pu évaluer la
concentration de nanoparticules intactes dans les échantillons sanguins en fonction de l'intensité

du signal FRET apreés avoir élaboré une gamme d’étalonnage dans le milieu biologique d’étude.

Cette approche innovante présente de réels espoirs dans I’étude de la PK des nanoparticules
[43,44]. C'est I'une des seules méthodes, mises a part quelques études utilisant I'IRM avec
I'encapsulation de deux agents de contraste, permettant de fournir des données aussi spécifiques
sur l'intégrité de nanovecteurs [45,46]. L'un des principaux inconvénients de cette méthode est
la présence d'interférences avec la matrice. En effet, si certains composés des milieux
biologiques ou organes étudiés présentent des groupements émettant un signal proche du
donneur ou de l'accepteur, le signal FRET sera alors biaisé. Ce phénomene d’autofluorescence
peut étre évité en choisissant une paire FRET avec des sondes dont le spectre d’émission se situe
dans le proche infra-rouge (650-900 nm)[47]. D’ailleurs, au décours de notre étude de
I’élimination rénale des NCLs-FRET, nous avons pu constater un important bruit de fond
probablement lié a I'autofluorescence de la bilirubine. Tout au long de ce travail, nous avons
utilisé une paire FRET associant deux sondes fluorescentes de la famille des dialkylcarbocyanines

(Di) avec pour donneur le Dil (1,10-dioctadecyl-3,3,30,30-tetramethyl-indocarbocyanine
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perchlorate) et pour accepteur le DiD (1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindo-
dicarbocyanine perchlorate) ayant des longueurs d’onde d’émission respectivement de 569 + 5
nm et 675 = 5 nm. La bilirubine, issue de la dégradation du noyau héminique des globules
rouges et naturellement plus présente dans les urines que dans le sang, possede un maximum
d’émission fluorescente d’environ 550 nm [48]. Par voie de conséquence, une interférence non
négligeable avec le spectre du donneur peut biaiser le signal FRET et peut entrainer une
excitation fortuite de I’'accepteur alors méme que les NCLs ne sont plus intactes. Au vu de nos
résultats, nous pouvons dire que la bilirubine est responsable du fort bruit de fond sans toutefois
biaiser le signal FRET dans les urines car ce dernier s’est avéré inexistant. Afin d’améliorer le
protocole d’étude de I'élimination rénale, deux pistes semblent se dégager : (i) changer de paire
de sondes FRET pour éviter ces interférences ou bien (ii) optimiser I’'extraction de la matrice
urinaire afin de mieux séparer les NCLs de la bilirubine contenue dans la matrice biologique. La
seconde solution apparait plus accessible dans un premier temps car elle ne nécessite pas de

revalider I'ensemble des résultats obtenus dans le sang.

Si le FRET présente quelques inconvénients, notamment pour la quantification du signal
permettant d’obtenir des données de concentrations pour les études de biodistribution, les autres
méthodes de marquage, comme le radio-marquage ou la fluorescence, ne sont pas des témoins
de l'intégrité du nanovecteur. En effet, méme si la nanoparticule se retrouve dégradée dans
I'organisme, le marqueur, qu'il soit radiologique ou fluorescent, continuera d’offrir un signal
détectable, a la différence du signal FRET. Cette méthode FRET a également été utilisée pour

I’étude de PK in vivo des NCLs chez le rat.

4.2, Méthodes d’'étude in vivo

Pour étre informatives, les études PK doivent faire preuve d’un certain nombre de prérequis
comme le choix du modeéle animal, de la voie d’administration, du site et du nombre de
prélevements. L'aspect méthodologique de I’'évaluation PK est d’autant plus important pour les
nanomédicaments qui souffrent a ce jour d’'un manque de reproductibilité, probablement a
I'origine des difficultés du passage de la préclinique chez I'animal a la clinique chez 'Homme.
Ainsi, le design des études précliniques apparait comme un élément incontournable dans le

développement des nanomédicaments.
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Modeéle animal

Pour mener nos études d’évaluation PK, nous avons choisi de travailler sur le rat male de type
Sprague-Dawley afin de disposer d‘un volume sanguin suffisant pour pouvoir effectuer les
prélévements nécessaires a la réalisation de cinétiques sur 24 heures. Ces cinétiques, dites
complétes, comptent 10 préléevements au maximum soit un volume maximal de 1 mL et
représentant moins de 4 % du volume sanguin de I'animal. Ceci est donc tout a fait acceptable.
C’est pour cette raison que la souris n‘avait pas été retenue. En effet, le méme nombre de
prélevements aurait représenté prés de 70 % du volume sanguin [49]. Par ailleurs, |'utilisation
de rats males permet d’éviter toute variabilité interindividuelle liée aux cycles hormonaux des
rats femelles [50-53].

Voies d’administration

La voie intraveineuse a été choisie pour administrer les NCLs au niveau de la veine pénienne.
Les prélevements ont été effectués au niveau des veines caudales afin d’éviter tous biais liés a
la proximité des deux sites (administration et prélevements). Comme évoqué en préambule, la
voie orale n'a pas été étudiée pour ce travail bien que ce soit une voie particulierement
intéressante pour améliorer I'adhésion des patients a leur prise en charge médicamenteuse et
faciliter I'observance aux traitements. Les connaissances actuelles sont limitées et doivent étre
approfondies. Si la biodisponibilité d’'un principe actif peut étre améliorée par |I'encapsulation
[54], le passage du vecteur lui-méme semble limité. En effet, d’aprés de récentes études in vitro
émanant du laboratoire, le passage du nanovecteur sous sa forme intégre est estimé a moins
de 0,5 % de la quantité initiale sachant que le passage par les milieux gastriques induit une
libération immédiate dans le tube digestif du principe actif (environ 10 % de la quantité

encapsulée) [55-57].

Schéma thérapeutique

Afin de mimer un protocole thérapeutique usuellement utilisé lors d’une chimiothérapie
anticancéreuse, il semblait indispensable de répéter les injections de NCLs. Il a donc été décidé
d’évaluer l'effet de l'administration répétée des NCLs chez un méme rat a une semaine
d’intervalle. Cela semblait d’autant plus intéressant que I’élimination accélérée lors de la
réinjection de nanoparticules est bien décrite et connue sous le nom de phénomeéne ABC, pour
Accelerated Blood Clearance [58,59]. Les détails de ce mécanisme ont été évoqués dans le

Chapitre 1 [60] et les résultats de notre étude sont présentés dans le Chapitre 3 [19].
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5. Biodistribution-Biotransformation-Elimination

5.1. Etude de la biodistribution en fonction de la taille

Une étude de distribution des nanoparticules doit, dans un premier temps, passer par une étude
pharmacocinétique simple avec évaluation du volume de distribution (Vd). C'est ce que nous
avons fait dans le Chapitre 3. Ainsi, et comme cela est déja mentionné dans la littérature, nous
avons confirmé que la taille des nanoparticules influence leur capacité de distribution. En effet,
plus le diameétre des nanoparticules diminue, plus la distribution dans l'organisme augmente
[19,61,62]. Dans un second temps, il aurait été intéressant de compléter notre étude par
I'exploration de la biodistribution des nanoparticules pour savoir quels étaient les tissus de
destination des NCLs FRET étudiées.

La distribution tissulaire ne peut étre évaluée correctement que si la méthode de détection est
sensible et spécifique. En effet, il est indispensable de pouvoir distinguer la nanoparticule intacte
de la nanoparticule désintégrée. Cette distinction permet d’évaluer le lieu éventuel de stockage
des nanoparticules intactes et/ou de relargage de |'actif lors de la désintégration de celles-ci
[60,63]. Il est évident que la technique FRET que nous avons employée semble tout a fait

adaptée, I"’émission du signal correspondant a la présence de nanoparticules intactes.

5.2. Capture macrophagique et impact de la pégylation

L'administration de nanoparticules dans le compartiment sanguin entraine immédiatement la
migration de protéines autour de celles-ci aboutissant a la formation d’une couronne de protéines
[22,64,65]. Cette étape d'opsonisation permet ensuite au systeme réticulo-endothélial (SRE),
aussi connu sous le nom de systéeme mononucléé phagocytaire (SMP), de prendre en charge les
nanoparticules pour les éliminer [66,67]. De ce fait, cette étape quasi immédiate de phagocytose
apres capture macrophagique des nanoparticules par le SMP doit étre maitrisée afin de formuler
des nanoparticules permettant d’échapper a ce mécanisme pour espérer atteindre la cible
thérapeutique souhaitée [68-70]. Cela passe par des essais in vitro comme nous avons pu le
faire dans le Chapitre 2. A noter que I'ajout de molécules de polyéthylene glycol (PEG) a la
surface des nanoparticules est un élément dit de furtivité permettant d’échapper a cette
séquestration par le SMP [71,72]. Wakley et al. ont démontré I'impact de I'ajout de PEG sur la
capture macrophagique de nanoparticules d’or aprés mise en contact avec une lignée cellulaire
macrophagique murine. Les résultats sont clairs : plus la densité de PEG augmente a la surface
de la nanoparticule et plus la capture macrophagique diminue significativement en raison de la
diminution de la quantité de protéines adsorbée a la surface de la nanoparticule [69]. Toutefois,
les mécanismes de capture macrophagique des nanoparticules restent a élucider comme l'ont
suggéré Walkley et al. Les résultats de leur étude semblent laisser penser qu’il existe un autre

mécanisme de capture indépendant de la quantité de protéines adsorbées, notamment pour les
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nanoparticules de taille supérieure a 50 nm fortement pégylées (densité de PEG >
0,64 PEG/nm?2) [69]. De méme, Saha et al. ont réalisé des expériences similaires en comparant
la capture macrophagique de différentes nanoparticules d’or exposées a des quantités variables
de protéines. Il en résulte une composition qualitative et quantitative de la couronne de protéines
qui differe en fonction du type de nanoparticules, ceci ayant déja été démontré a plusieurs
reprises [10,64,66]. Ce travail est complété par l'identification précise des protéines en les
reliant a leur degré d‘implication dans le phénoméne de capture macrophagique (ex :

lipoprotéines, protéines du complément) [70].

D’un point vue méthodologique, ces études doivent faire figure de guide pour comprendre et
controler la conception de la surface des nanoparticules et ainsi minimiser la capture
macrophagique. En effet, ce type de tests in vitro doit étre effectué pour permettre un screening
préalable a toute étude in vivo afin d’évaluer le niveau de capture macrophagique des

nanoparticules.

5.3. Métabolisme hépatique

A la suite de cette capture macrophagique, et si le principe actif encapsulé est métabolisé par le
foie, les nanoparticules subissent une forte dégradation plutét qu’'une métabolisation. C'est le
SRE, principalement hépatique et représenté par les cellules de Kupffer, qui prend en charge la
dégradation des nanoparticules. Ce mécanisme spécifique de dégradation, défini comme une

guatriéme voie de biotransformation, est présenté et détaillé dans le Chapitre 1 [60].

Les mécanismes d’études approfondies et spécifiques de cette voie de dégradation hépatique
sont encore peu explorés. Jiang et al. ont mené une des rares études sur le sujet en étudiant le
passage des macrophages (RAW264.7) aux cellules hépatiques (Hepal-6) a l'aide d’un test de

migration cellulaire de type Transwell® (Figure 18) [73].
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Figure 18. Méthodologie de traitement des cellules RAW264.7 et des cellules Hepal-6 dans le
modéle Transwell® pour I’étude du métabolisme hépatique des nanoparticules de chitosan
(CsNps). (Reproduite a partir de Jiang et al.[71])

Jiang et al. en ont déduit, en plus de la phagocytose liée aux cellules de Kupffer, une prise en
charge directe par les hépatocytes. Au-dela de la dégradation, cela peut présenter un réel

avantage en cas de thérapie ciblée de pathologies hépatiques (Figure 19) [73,74].
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Figure 19. Schéma de représentation des mécanismes de dégradations des nanoparticules de
chitosan (CsNps) au niveau hépatique chez la souris. (Reproduite a partir de Jiang et al.[73])

Abréviations : EE, endosomes précoces ; LE, endosomes tardifs ; RE, endosomes de
recyclage ; ILV, vésicules intraluminales ; MVB, corps multivésiculaires ; ER, réticulum
endoplasmique.
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Cette étude est intéressante et ce d’autant plus qu’elle comporte une phase d’exploration in vivo
avec l'injection de ces mémes nanoparticules associées a un fluorophore pour confirmer leurs
voies d’élimination. La voie principale est |'élimination par les féces apres excrétion biliaire
(Figure 19) [73]. Il apparait clairement que la taille des nanoparticules influence la prise en
charge par le tissu hépatique. Si elles sont inférieures aux fenestrations des sinus hépatiques,
I’entrée dans les hépatocytes est directe [75]. De méme, Park et al., qui se sont intéressés aux
nanoparticules polyméres de type PLGA de diamétre plus important, ont conclu a une distribution

majoritaire dans les cellules de Kupffer [76].

Bien que ces travaux de thése ne concernaient pas |'étude du métabolisme hépatique des
nanoparticules, il semble évident, a la lumiére de nos résultats, que cette étape soit aussi
complexe que cruciale pour comprendre le devenir des nanoparticules aprés administration.
Cette étape de dégradation, de prise en charge par le tissu hépatiqgue composé de plusieurs
types cellulaires (parenchymateuse (hépatocytes) et non parenchymateuse (cellules de
Kupffer)), est difficile a appréhender car les méthodes d’étude de ces mécanismes de prise en
charge (phagocytose, pinocytose, cavéoline, clathrine,...), bien que déja mises en ceuvre au sein
du laboratoire pour étudier la prise en charge des NCLs par les entérocytes, sont complexes
[55]. De plus, chaque type de nanoparticules, en fonction de ses caractéristiques
physicochimiques (taille, charge, surface, ...), entraine une prise en charge spécifique par les

cellules du foie.

5.4. Elimination rénale

A priori, comme cela vient d’étre évoqué, la voie d’élimination principale voire quasi exclusive
des nanoparticules est hépatique exceptée pour les nanoparticules dont la taille n‘excéde pas
8 nm de diamétre qui se retrouvent directement filtrées par le glomérule [19,77]. Toutefois, de
nouveaux mécanismes ont été élucidés laissant penser que des nanoparticules d’une taille
supérieure a 100 nm peuvent étre éliminées par sécrétion au niveau du tubule rénal [78]. Cette
ultime étape pharmacocinétique est indissociable du succés des nanomédecines en
thérapeutique. En effet, d’'une part I"élimination des nanoparticules permet d’éviter toute toxicité
liée a une accumulation et, d’autre part, une élimination trop rapide et importante est a I'origine
d’une efficacité moindre [77].

Des travaux ont été menés a ce sujet lors de cette thése. Ils sont présentés dans le Chapitre 4
et confirment lI'absence d’élimination rénale de NCLs FRET sous forme intacte dans les urines

gue ce soit par un mécanisme de filtration glomérulaire ou de sécrétion tubulaire.
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Figure 20. Schéma d’élimination des nanoparticules (NPs) par deux voies principales :
hépatique et rénale. (Adaptée a partir de Zhu et al. [77])

Structure glomérulaire a 3 feuillets qui débute par I’'endothélium vasculaire fenestré (70-80
nm), puis la membrane basale glomérulaire (pores de 2-8 nm) et enfin I"épithélium fenestré
(4-11 nm).

Les méthodologies d’études de I’élimination rénale, de la méme maniéere que pour la phase de
dégradation hépatique, passent par des études in vitro sur des modeles cellulaires adaptés
accompagnées d’'études in vivo pour évaluer le passage des nanoparticules dans le compartiment
urinaire. La stratégie de marquage des nanoparticules est essentielle pour aboutir a des résultats
interprétables différenciant les nanoparticules intactes des nanoparticules altérées et du
marqueur seul lui-méme. C’est pour cette raison que nous avons fait le choix de la méthode

FRET pour I"étude in vivo de I"élimination rénale (Chapitre 4).

Naumenko et al. ont réalisé des travaux intéressants sur des nanoparticules inorganiques d’une
taille supérieure a 100 nm (nanoparticules magnétiques d’oxyde de fer). L'évaluation de la
biodistribution et la quantification de I’élimination rénale ont été réalisées par I'ajout d’'une sonde
fluorescente (Cy5) aux nanoparticules. Cette méthode, a priori perfectible en raison de
I'instabilité du marquage, a fait I'objet d’une évaluation pour tester la stabilité du complexe
[nanoparticule-fluorophore]. De plus, Naumenko et al. ont utilisé une méthode innovante
d’imagerie in vivo en temps réel qui a permis de conclure a la séquestration des nanoparticules
dans le tissu rénal suivie d’une élimination par sécrétion tubulaire et non par filtration
glomérulaire, et ce sous leur forme intacte [78]. Cette étude fait écho a une revue récente
d’Adhipandito et al. sur la clairance des nanoparticules. Celle-ci suggére des mécanismes de
clairance des nanoparticules ayant un diamétre bien supérieur aux pores du glomérule rénal, a

savoir 6-8 nm, donc qui s’affranchissent de I’étape de filtration glomérulaire (Figure 20) [79].

Les différentes techniques pour évaluer les interactions entre les nanoparticules inorganiques et
le tissu rénal ont été présentées par Du et al.. Les techniques évoquées sont avant tout des
techniques de détection aprés administration in vivo de ces nanoparticules inorganiques

uniguement (ICP-MS, IRM, Rayon X, fluorescence,...) [35]. Toutefois, il est possible d’en déduire
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gue la maitrise des interactions avec le tissu rénal revient a mieux contréler leur élimination

donc leur efficacité mais aussi et surtout leur toxicité.

Si le nombre de revues sur le sujet augmente, il semblerait qu‘a ce jour il n’y ait pas d’études in
vitro sur des modeéles cellulaires que ce soit en deux ou en trois dimensions ou encore en utilisant
des organoides rénaux. Ces différents modeles d'études présentés par Ebefors et al., qui vont
de la culture cellulaire a la construction d’organoides (organ-on-a-chip) en passant par de la co-
culture en cellule Transwell®, semblent étre aptes a I’évaluation de I'élimination rénale des
nanoparticules [80]. A noter, une fois encore, que la microfluidique a permis de nettement faire
évoluer les modéles afin de mimer le flux de filtration auquel sont soumises les cellules rénales
[81]. L'utilisation de ces modeles devrait permettre de fournir de nouvelles données sur

I’élimination des nanoparticules afin d’enrichir et faciliter la construction de modéles PBPK.
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Figure 21. Schéma montrant les 4 principaux facteurs qui peuvent donner aux nanoparticules
(NPs) la capacité de contourner la filtration glomérulaire.
(Reproduite a partir de Adhipandito et al. [79])

(a) la taille ; (b) la charge ; (c) la composition des nanoparticules (organiques et
inorganiques) ; (d) la modification de surface (PEGylation ou fonctionnalisation)
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Au final, en plus de Il'acquisition de connaissances fines sur chaque étape de la
pharmacocinétique, I'approche de modélisation doit aussi évoluer. En effet, l'utilisation de
modéles classiques semble insuffisante pour décrire la complexité de la pharmacocinétique des
principes actifs encapsulés dans des nanomédicaments. Comme nous avons pu le décrire dans
le Chapitre 1, tous les états et les compartiments de distribution du principe actif doivent étre
pris en compte [60]. Or, la plupart des modéles pharmacocinétiques ne distingue pas la
pharmacocinétique du principe actif libre de celle du principe actif encapsulé dans le
nanomédicament [60]. Cette distinction peut étre modélisée en pharmacocinétique en utilisant
des modéles semi-mécanistiques. Récemment, Carreno et al. ont proposé |'un des tous premiers
modéles semi-mécanistiques pour la quétiapine encapsulée dans des NCLs. Ces travaux de
modélisation sont d’autant plus intéressants que la cible thérapeutique se situe au niveau du

cerveau, nécessitant donc le passage de la barriere hémato-encéphalique [82].
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Figure 22. Représentation schématique du modéle final développé pour de la quétiapine
encapsulée dans des NCLs aprés injection intraveineuse.
(Reproduite a partir de Carrefio et al.[82])
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Ce travail repose sur la mise au point et sur Il'utilisation d’un certain nombre de techniques pour
évaluer les nanoparticules in vitro et in vivo, en particulier les NCLs fabriquées au sein de notre
laboratoire. Ces évaluations devaient permettre de mieux comprendre le comportement des
NCLs apres mise contact avec les milieux biologiques et leur devenir aprés administration dans

un organisme vivant.

Au total six formulations de NCLs ont été étudiées, deux tailles (50 et 85 nm) et trois types de
surfaces (PEG, normal et stéarylamine) procurant des charges de surface différentes (négative,

neutre et positive respectivement).

L'étude in vitro de mise en contact des NCLs avec des protéines plasmatiques a permis de mettre
en lumiéere les conséquences de la formation de la couronne de protéines sur les modifications
des caractéristiques physicochimiques initiales. Tous les types de NCLs ont vu leur diamétre
hydrodynamique significativement augmenté et leur charge de surface modifiée pour devenir

électronégative quelle que soit la charge de départ.

Ce travail s’est poursuivi par une étude in vivo effectuée sur des rats de type Sprague-Dawley.
Cette étude avait pour but d’évaluer la pharmacocinétique des NCLs sous leur forme intacte
uniqguement. Pour ce faire, une technique originale a été utilisée : celle-ci combine le
dénombrement particulaire via le NTA a la détection du signal FRET associant une paire de deux
fluorophores. Ainsi, les concentrations particulaires sanguines de NCLs-FRET intactes ont été
mesurées permettant la construction d’'un modéle pharmacocinétique (PK). Aprés une analyse
non compartimentale, I'ensemble des données obtenues a été analysé par une approche
populationnelle (PKpop) afin de mieux évaluer les covariables influencant la PK des NCLs. Cette
analyse PKpop a révélé des résultats intéressants comme le volume de distribution (Vd) qui est
dépendant de la taille des NCLs ou encore la clairance (Cl) qui dépend du type de surface des
NCLs. En effet, plus la taille des NCLs diminue plus le Vd augmente. De plus, I'ajout de molécules
de PEG augmente la clairance des NCLs de 50 nm, alors qu’elle diminue celle des NCLs de 85
nm. Ce dernier résultat est assez surprenant car la pégylation a, en théorie, pour but de diminuer
I'opsonisation et donc de diminuer la clairance des NCLs. Si cela se vérifie pour les NCLs de 85
nm, c’est I'effet inverse qui est observé pour les NCLs de 50 nm qui disparaissent trés rapidement

de la circulation sanguine.

Bien qu’inattendu, ce résultat semble corroborer les résultats obtenus lors de I'étude in vitro
puisque, pour ces mémes NCLs 50 nm pégylées, il avait été observé, comparativement aux
autres types de NCLs, une augmentation plus importante de leur diamétre hydrodynamique.

Cela signifie que la quantité de protéines adsorbées, donc I'opsonisation, était bien supérieure
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pour ces NCLs PEG de 50 nm par rapport aux autres. Cela peut s’expliquer par la forte densité
de PEG par rapport au rayon de courbure. Il en résulte trés probablement une organisation
interfaciale des molécules PEG particuliere qui pourrait étre a I'origine de cette agrégation des

protéines circulantes plus importante.

Afin d’explorer spécifiquement |'étape d’élimination et d’écarter toute hypothése d’élimination
rénale rapide par filtration directe, ce travail s’est achevé sur I'étude de I’élimination rénale des
NCLs FRET. Cette étude a confirmé I'absence d’élimination rénale des NCLs FRET sous forme
intacte. De ce fait, méme un mécanisme de sécrétion tubulaire semble étre inexistant pour ces
NCLs.

L'ensemble de ces travaux a permis d’établir une certaine approche méthodologique pour
évaluer le comportement des nanoparticules aprés mise en contact avec un milieu biologique et
aprés administration intraveineuse chez le rongeur. Ces études trés précoces semblent étre la
clé pour améliorer le passage de la phase préclinique a la phase clinique. Bien que leur utilisation
pour les nanomédecines soit encore confidentielle, I'apport des modeles PBPK devrait sans nul

doute aussi concourir a cette amélioration [83].

Enfin, a l'issue de ces résultats, il apparait nécessaire de faire évoluer la maniére de concevoir
les nanoparticules. En effet, il semble a ce jour nécessaire de construire et designer les
nanoparticules avec une approche « Quality-by-Design » [29,84,85]. La maitrise des
interactions avec les milieux biologiques apparait comme indispensable pour améliorer le ciblage

tout en optimisant la pharmacocinétique de celles-ci.

D’ailleurs, quelques travaux commencent a émerger pour créer des nanoparticules capables
d’adsorber des protéines bien spécifiques devenant alors elles-mémes responsables du ciblage
thérapeutique recherché. Au final, c’est une étape de post-formulation in situ qui n’est qu’un pas

de plus vers la médecine personnalisée [86,87].
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L'administration de nanoparticules (NPs) dans le compartiment sanguin entraine des modifications
des caractéristiques physico-chimiques a l'origine de variabilités pharmacocinétiques (PK) des
NPs. La maitrise des interactions NPs-protéines conduisant a la formation de la couronne de
protéines apparait comme essentielle pour comprendre le devenir des NPs aprés administration
et ceci pour améliorer le passage de la préclinique a la clinique, un challenge toujours difficile

pour les NPs au regard du nombre de nanomédicaments disponibles sur le marché.

Le présent travail met en avant I'importance de la maitrise de la caractérisation physico-chimique
des nanocapsules lipidiques (NCLs) et ses modifications aprés mise contact avec le plasma. Pour
la premiéere fois, |'effet de la pégylation des NCLs (50 nm) a mis en évidence une importante
adsorption des protéines. Aprés marquage a l'aide de deux fluorophores pour rendre visibles les
structures intactes a l'aide de transfert d’énergie par résonance de fluorescence, les NCLs ont été
injectées par voie intraveineuse chez le rat pour en évaluer leur PK. L'analyse PK par approche
populationnelle a permis d’estimer I'effet d’un certain nombre de covariables. Deux covariables
influencent le modéle final, la taille, qui modifie le volume de distribution, et le type de surface,
qui modifie la clairance. En effet, les NCLs pégylées de 50 nm ont rapidement été éliminées. Enfin,
I’élimination rénale a fait I'objet d’'une étude particuliére qui n‘a pas révélé d’élimination des NCLs

sous leur forme intacte.

Mots-clés : Nanocapsules lipidiques ; couronne de protéines ; FRET ; pharmacocinétique

The administration of nanoparticles in the blood compartment causes modifications of the physico-
chemical characteristics and thus pharmacokinetic (PK) variabilities. The control of these
nanoparticles-protein interactions responsible for the formation of the protein corona appears to
be essential for understanding the in vivo fate of nanoparticles. This aims to improve transition
from preclinical to clinical use, which is always a challenge for nanoparticles given the number of

nanomedicines available on the market.

The present PhD work highlights the importance of controlling the physicochemical
characterisation of lipid nanocapsules (LNCs) and their modifications after contact with proteins.
For the first time, the effect of PEG surface decoration of the NCLs (50 nm) revealed a significant
adsorption of proteins. Then, after labelling using fluorophores and performing fluorescence
resonance energy transfer (FRET), NCLs-FRET were intravenously injected in rats to evaluate
their PK profile. The PK analysis using a population approach allowed to estimate the effect of
some covariates. Two covariates influence the final model, size, which modifies the volume of
distribution, and surface type, which impacts the clearance of NCLs. Indeed, 50 nm pegylated
NCLs were rapidly eliminated. As a result, renal elimination was specifically studied, and the

results did not reveal any urine elimination of NCLs in their intact form.
Finally, this methodological approach could be used to evaluate the protein adsorption capacities
and PK of nanoparticles.

Keywords : Lipid nanocapsules; protein corona ; FRET ; pharmacokinetic
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Résumé : L'administration de nanoparticules
(NPs) dans le compartiment sanguin entraine des
modifications  des  caractéristiques  physico-
chimiques a I'origine de variabilités
pharmacocinétiques (PK) des NPs. La maitrise des
interactions NPs-protéines conduisant a la formation
de la couronne de protéines apparait comme
essentielle pour comprendre le devenir des NPs
aprés administration et ceci pour améliorer le
passage de la préclinique a la clinique, un challenge
toujours difficile pour les NPs au regard du nombre
de nanomédicaments disponibles sur le marché.

Le présent travail met en avant I'importance de la
maitrise de la caractérisation physico-chimique
des nanocapsules lipidiques (NCLs) et ses
modifications aprés mise contact avec le plasma.
Pour la premiére fois, I'effet de la pégylation des
NCLs (50 nm) a mis en évidence une importante
adsorption des protéines.

Aprés marquage a l'aide de deux fluorophores
pour rendre visibles les structures intactes a
l'aide de transfert d’énergie par résonance de
fluorescence, les NCLs ont été injectées par voie
intraveineuse chez le rat pour en évaluer leur
PK. L’analyse PK par approche populationnelle a
permis d’estimer l'effet d’'un certain nombre de
covariables. Deux covariables influencent le
modéle final : la taille, qui modifie le volume de
distribution, et le type de surface, qui modifie la
clairance. En effet, les NCLs pégylées de 50 nm
ont rapidement été éliminées. Enfin, I'élimination
rénale a fait I'objet d’'une étude particuliere qui
n'a pas révélé d’élimination des NCLs sous leur
forme intacte.

Au final, cette approche méthodologique pourra
étre utilisée pour évaluer les capacités
d’adsorption des protéines et la PK des NPs.

Impact of biological media on lipid nanocapsules and pharmacokinetic evaluation

Keywords : Lipid nanocapsules; protein corona ; FRET ; pharmacokinetic

Abstract : The administration of nanoparticles
in the blood compartment causes modifications of
the physico-chemical characteristics and thus
pharmacokinetic (PK) variabilities. The control of
these nanoparticles-protein interactions
responsible for the formation of the protein corona
appears to be essential for understanding the in
vivo fate of nanoparticles. This aims to improve
transition from preclinical to clinical use, which is
always a challenge for nanoparticles given the
number of nanomedicines available on the market.
The present PhD work highlights the importance
of controlling the physicochemical characterisation
of lipid nanocapsules (LNCs) and their
modifications after contact with proteins. For the
first time, the effect of PEG surface decoration of
the NCLs (50 nm) revealed a significant
adsorption of proteins.

Then, after labelling using fluorophores and
performing fluorescence resonance energy
transfer (FRET), NCLs-FRET were intravenously
injected in rats to evaluate their PK profile. The
PK analysis using a population approach allowed
to estimate the effect of some covariates. Two
covariates influence the final model, size, which
modifies the volume of distribution, and surface
type, which impacts the clearance of NCLs.
Indeed, 50 nm pegylated NCLs were rapidly
eliminated. As a result, renal elimination was
specifically studied, and the results did not reveal
any urine elimination of NCLs in their intact form.
Finally, this methodological approach could be
used to evaluate the protein adsorption capacities
and pharmacokinetics of nanoparticles..



