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Introduction 

1.  Les nanomédecines : histoire et législation  

« There’s plenty of room at the bottom », annonçait le physicien Richard Feynman lors de son discours en 

1959 : il y a plein de place en bas, dans l’infiniment petit, à l’échelle nanométrique. La nanomédecine, rendue 

possible par les progrès technologiques, promet des traitements ciblés et personnalisés, notamment en 

cancérologie. Elle consiste à développer des nano-objets afin de pallier les nombreuses difficultés 

rencontrées lors de l’administration de molécules actives. En effet, lors de l’introduction d’un médicament 

dans l’organisme, la molécule active rencontre un certain nombre de barrières biologiques naturelles qui 

peuvent limiter son efficacité, selon la voie d’administration utilisée : élimination hépatique prématurée, 

distribution non maitrisée dans les tissus et cellules ou encore instabilité des molécules dans les milieux 

biologiques, le tout diminuant l’efficacité du médicament et entraînant une potentielle toxicité. Le manque 

de sélectivité des molécules actives conventionnelles peut affecter les tissus/cellules à division rapide tels 

que ceux de la moelle osseuse ou de la muqueuse gastro-intestinale provoquant ainsi de nombreux effets 

secondaires (nausées et vomissement, myélodépression et alopécie)1. D’autres organes peuvent également 

être touchés provoquant de la néphrotoxicité ou encore de la neurotoxicité. La dose administrable est ainsi 

limitée et ajustée en fonction de la sévérité des toxicités.  

La notion de nanomédicament existe depuis de nombreuses années et a été notamment initiée par Ehrlich 

P. en 1908 en émettant l’idée d’une « magic bullet » : une « balle magique » permettant de cibler les cellules 

à traiter2.  Le Doxil® est le premier nanomédicament à apparaître sur le marché en 1995 contre le cancer de 

l’ovaire, le cancer du sein métastatique et les myélomes multiples3. Depuis 20 ans, ces nanomédicaments 

font l’objet d’études toujours plus nombreuses : 25000 publications comportant le mot « nanomedicine » 

ont été répertoriées en juillet 20194. Les traitements en cours de développement doivent répondre à des 

normes et exigences mises en place par l’ANSM (Agence nationale de sécurité du médicament et des produits 

de santé) ou l’EMEA (European Medicines Evaluation Agency), ce qui est le cas également des 

nanomédicaments. La Commission Européenne a ainsi proposé en 2011 une définition pour le terme de 

« nanomatériau » : un nanomatériau est composé de matière synthétique ou naturelle contenant des 

particules libres dont au moins 50 % présentent une ou plusieurs de leurs dimensions externes se situant 

entre 1 et 100 nm5. Cela définit ainsi un nanomatériau d’un point de vue purement législatif au sein de la 

Communauté Européenne. Cependant la communauté scientifique considère cette limite de taille comme 

assez arbitraire et certains s’accordent à dire que peut être considéré comme nanomatériau toute particule 

ayant une ou plusieurs dimensions inférieures au micron6,7.  

Les nanoparticules organiques, telles que les micelles, liposomes ou nanoparticules de polymères ont été 

très étudiées comme vecteur de molécules actives. Les nanoparticules inorganiques, telles que les 



  

nanoparticules métalliques, les quantum dots ou encore les nanoparticules magnétiques offrent également 

des résultats prometteurs dans le domaine de l’oncologie (Figure 1)8–10.  

 

Figure 1 : Exemples de nanoparticules utilisées en nanomédecine : Les nanoparticules organiques (liposome, 
nanocapsule lipidique, micelle, dendrimère, nanoparticule de polymères) et les nanoparticules inorganiques 
(nanoparticule magnétique, quantum dots, nanopaticule métallique et nanotube de carbone). 

1.1. Plusieurs générations de nanomédicaments 

Les nanomédicaments de première génération sont les premiers vecteurs biodégradables développés dans 

la littérature : ils permettent de protéger le principe actif d’une dégradation biologique potentielle tout en 

prolongeant sa libération. Cependant, après administration par voie intraveineuse, ces vecteurs sont 

identifiés comme des corps étrangers par l’organisme : de nombreuses protéines plasmatiques (comme les 

opsonines) reconnues sélectivement par les macrophages du foie s’adsorbent alors à la surface des 

nanoparticules, entraînant ainsi une accumulation au niveau hépatique. Les nanomédicaments de deuxième 

génération ont la caractéristique d’être décorés en surface par des polymères hydrophiles. Ils permettent 

ainsi d’empêcher l’adsorption des protéines plasmatiques, permettant ainsi de prolonger le temps de demi-

vie dans la circulation sanguine jusqu’à 45 h après administration11. Dans le contexte du cancer et grâce à la 

nature de l’environnement tumoral, ces vecteurs sont alors capables de s’accumuler au sein de tumeurs 

solides et ainsi donner lieu à ce qu’on appelle un ciblage passif via l’effet EPR « Enhanced Permeability and 

Retention ». Cet effet a été décrit pour la première fois en 1986 par Maeda et al.12. Il repose sur deux 

phénomènes qui piègent les nanovecteurs dans les tissus tumoraux. Tout d’abord le développement anormal 

et accéléré des vaisseaux sanguins qui engendre une augmentation des défauts dans l’organisation des 

cellules endothéliales. Des fenestrations entre ces cellules apparaissent alors, ce qui permet le passage des 

petites particules. De plus, l’inefficacité du drainage lymphatique dans les tissus cancéreux permet 

d’empêcher l’évasion des particules de la tumeur13. Cependant, l’effet EPR est particulièrement questionné 



  

ces dernières années. En effet, plusieurs études ont démontré que cet effet était hétérogène voire inexistant 

chez les humains, en soulignant les écarts observés entre les modèles utilisés en précliniques et les 

patients14,15. Un troisième type de nanovecteurs est ainsi particulièrement étudié afin de pouvoir cibler 

spécifiquement la cible tissulaire ou cellulaire désirée : les nanomédicaments de troisième génération. Ces 

nanoparticules sont recouvertes en surface de molécules/ligands spécifiques permettant d’effectuer un 

ciblage actif et de délivrer la molécule active spécifiquement. Ces nanovecteurs doivent ainsi permettre de 

limiter la toxicité au niveau des tissus sains. 

1.2. Législation 

Les nanomédicaments sont considérés comme des médicaments « classiques » et doivent donc suivre les 

recommandations faites par les différentes agences nationales et internationales du médicament (ANSM, 

EMEA…) et répondre aux cahiers des charges mis en place par la FDA (Food and Drug Administration) et la 

MHLW (Ministery of Health, Labour and Welfare). L’étude de la pharmacocinétique des nanoparticules est 

une étape importante dans le processus de législation. Elle consiste à étudier plusieurs aspects concernant 

la nanoparticule et sa molécule active : l’absorption/l’exposition, la biodistribution (transport du sang vers 

les tissus), la métabolisation et l’élimination des produits de dégradation. Les études de biodégradabilité et 

d’accumulation dans les organes de chacun des constituants du nanomédicament doivent ainsi être menées. 

En effet, les risques provenant d’une toxicité à long terme liée à une accumulation des particules ou de ses 

constituants dans l’organisme doivent être pris en compte. En parallèle, une loi entrée en vigueur en 2013 

impose de déclarer auprès de l’Agence nationale de sécurité sanitaire (Anses) l’utilisation, la formulation ou 

la diffusion en France des substances sous forme nanoparticulaire (à partir d’une masse de 100 g) afin de 

protéger en amont les personnes manipulant les nanovecteurs16. Le projet de recherche européen 

Nanogénotox pour le développement d’une méthode de détection d’un potentiel génotoxique des 

nanomatériaux est également mené et coordonné par l’Anses. Ce projet est divisé en trois étapes : la 

caractérisation physico-chimique de 14 nanomatériaux, la distribution des nanomatériaux dans l’organisme 

vivant ainsi que la réalisation de tests de génotoxicité in vivo et la comparaison avec les résultats in vitro17.  

1.3. Nanomédicaments sur le marché 

L’oncologie est le premier domaine bénéficiant de nanomédicaments sur le marché. Les liposomes ont été la 

première classe de nanomédicaments à recevoir une autorisation de mise sur le marché par la FDA, pour le 

traitement du cancer du sein. En effet, le Doxil® ou Caelyx® est un nanomédicament anticancéreux qui a été 

mis sur le marché en 1995. Ce médicament, constitué de doxorubicine cristallisée et encapsulée dans des 

liposomes pégylés, est indiqué notamment chez les patients ayant un cancer du sein métastatique avec un 

risque cardiaque important3. Un avantage notable de ce nanovecteur est sa capacité à augmenter le temps 

de circulation de la doxorubicine dans le sang, permettant ainsi d’améliorer la pharmacocinétique du principe 

actif via l’effet EPR. Depuis 2005, l’Abraxane® qui est formé de nanoparticules d’albumine complexée au 



  

paclitaxel est également utilisée contre le cancer du sein métastatique, en cas d’échec du traitement de 

première ligne. Grâce à ce nanovecteur, le paclitaxel parvient plus efficacement au niveau des cellules 

cancéreuses, permettant une augmentation de la spécificité et une diminution de la toxicité au niveau des 

cellules saines. Chaque nanomédicament est jugé par la commission de transparence afin d’évaluer le service 

médical rendu (SMR) et l’amélioration du service médical rendu (ASMR) des nouveaux vecteurs. Ainsi, 

l’Abraxane® a démontré pouvoir apporter un SMR important mais une ASMR faible comparé au paclitaxel 

injectable dans le traitement de première ligne de l’adénocarcinome du pancréas métastatique (gain absolu 

de 1,8 mois en termes de survie globale mais augmentation des effets secondaires)18,19. Aujourd’hui, environ 

10 nanomédicaments contre le cancer sont sur le marché mais de nombreux autres sont en développement 

clinique20–22.  

1.4. Ce qu’il faut dépasser 

Les nanomédicaments représentent un réel espoir notamment en oncologie. Leur essor a mis en avant 

l’importance d’une recherche pluridisciplinaire associant chimie, physique, galénique, biologie, génomique 

et pharmacologie afin de pouvoir anticiper les problèmes futurs potentiellement observés lors des 

différentes phases cliniques. L’une des principales difficultés dans le développement des nanomédicaments 

réside dans la variabilité des modèles utilisés lors des études précliniques. Les tumeurs humaines diffèrent 

des modèles tumoraux utilisés (souris/humains). En effet, l’hétérogénéité de la vascularisation tumorale et 

la différence de densité vasculaire engendrent une modification de l’intensité de l’effet EPR, modifiant ainsi 

la réponse aux nanovecteurs de deuxième génération utilisés23. Le plus souvent, les modèles utilisés dans les 

études précliniques s’éloignent de la réalité et le transfert vers un traitement clinique est alors un échec. 

Plusieurs défis liés à la formulation, la complexité chimique des vecteurs mais également au choix et à la 

spécificité du ligand, sont actuellement à relever. En effet, plus le système contient d’excipients plus l’étude 

de la toxicité des produits s’avère complexe24. Le développement de ces nanovecteurs a permis d’obtenir 

une meilleure spécificité, mais beaucoup d’études ont montré une grande variabilité pharmacocinétique des 

formes vectorisées25. 

2. Stratégies pour le développement de nanoparticules 
innovantes  

2.1. Les peptides pénétrants 

Un des obstacles rencontrés pour l’administration de molécules actives est le passage de la membrane 

plasmique pour entrer dans les cellules d’intérêt. Une stratégie permettant de pallier à ce problème est 

l’utilisation de peptides pénétrants, appelés également peptides pénétrateurs de cellules (CPP : Cell 

Penetrating Peptides). Ces peptides, composés de 5 à 30 acides aminés, sont capables de pénétrer à 

l’intérieur des cellules et de faciliter l’internalisation cellulaire de molécules cargos qui leur seraient 



  

conjuguées. Ils peuvent être internalisés dans les cellules par un ou plusieurs mécanismes, dont certains ne 

nécessitent pas d’apport d’énergie.  

La découverte de protéines pouvant pénétrer dans les cellules a été initiée pour la première fois en 1988 

avec l’identification de la protéine TAT présente dans le virus de l’immunodéficience humaine (VIH). Cette 

protéine pouvant pénétrer efficacement dans les cellules, cette observation a remis en cause le fait que la 

membrane plasmique était imperméable aux molécules hydrophiles26,27. Par la suite, Joliot et al. ont montré 

que la protéine Drosophilia antennapedia homeodomain pénètre efficacement dans les cellules neuronales 

avec la capacité de s’accumuler dans les noyaux cellulaires28. Ces découvertes ont conduit à l’identification 

des premiers CPP : le peptide TAT29 et la pénétratine30. Depuis, de nombreux CPP ont été découverts et 

peuvent être classés selon leur origine en trois différentes classes : les peptides dérivés de protéines, les 

peptides chimères formés par la fusion de deux séquences naturelles et les CPP synthétiques. D’autres 

classifications ont été mises en place, basées sur les caractéristiques physico-chimiques des CPP31 : caractère 

amphiphile, hydrophile, cationique ou encore en fonction de la structure secondaire32. Un exemple de CPP 

synthétique souvent utilisé comme peptide modèle est les polyarginines ou les MAP (model amphiphatic 

peptide). La conception de ces peptides a été inspirée des CPP naturels avec l’observation de propriétés 

physico-chimiques communes de certains acides aminés (basicité et hydrophobicité) nécessaires à la 

pénétration cellulaire. Aujourd’hui plus de 25 médicaments constitués de CPP conjugués à une molécule 

active sont en cours de développement clinique dans de nombreuses applications : traitement de 

l’inflammation33, de la douleur34, des maladies cardiaques35, du vieillissement36, du cancer37… (Tableau 1).  

 

Tableau 1 : Exemples d'applications de CPP conjugués à des molécules actives en cours de développement clinique. 
NR : Non renseigné. (Adapté de Habault & Poyet, 201938). 

CPP Molécule active Application 
Phase des essais 

cliniques 

Nom du 

composé 

ClinicalTrial.gov 

ID 

Arg7 Cyclosporine A Psoriasis 
Phase II terminée en 

2003 
PsorBan ® NR 

TAT 
Inhibiteur 𝛿PKC 

(protéine kinase C) 
Infarctus 

Phase II terminée en 

2011 
KAI-9803 NCT00785954 

PTD4 

Phosphopeptide 

HSP20 (protéines 

de choc 

thermique) 

Cicatrisation 
Phase II terminée en 

2012 
AZX-100 NCT00825916 

P28 P28 
Tumeurs du système 

nerveux central 

Phase I terminée en 

2013 
P28 NCT01975116 

P28 P28 Tumeurs solides 
Phase I terminée en 

2014 
P28 NCT00914914 

NR NR 
Maladie musculaire de 

Duchenne 

Phase II terminée en 

2015 

AVI-4658 

Eteplirsen 
NCT00844597 



  

TAT JNK-1 

Inflammation intra-

oculaire 

Douleur 

Phase III terminée 

en 2016 
XG-102 NCT02235272 

TAT JNK-1 
Baisse et troubles de 

l’audition 

Phase III terminée 

en 2017 
AM-111 NCT02561091 

MTS JNK-1 Dystonie cervicale 
Phase II terminée en  

2018 
R-002 NCT02706795 

 

Pour pouvoir utiliser les CPP comme vecteur d’internalisation d’une molécule active il est important de 

comprendre les mécanismes qui leur permettent de traverser les membranes cellulaires. Pour cela, plusieurs 

facteurs doivent être pris en compte comme la structure du peptide ou l’interaction entre les acides aminés 

et les composants cellulaires. A ce jour, malgré quelques contradictions rencontrées dans la littérature, 

plusieurs mécanismes d’internalisation ont été identifiés. Il semble acquis que deux grands types 

d’internalisation cellulaire coexistent : i) la translocation directe au travers de la bicouche lipidique, qui 

présente l’avantage d’un accès direct et rapide des CPP au cytoplasme des cellules et ii) l’endocytose, qui 

présente l’inconvénient d’une accumulation cytoplasmique lente et limitée des CPP, avec potentiellement 

une dégradation lysosomale si c’est un mécanisme d’endocytose dépendant des clathrines. Ces mécanismes 

sont détaillés dans la partie 2.1.2. 

2.1.1. Propriétés structurales des CPP 

Les interactions électrostatiques entre les CPP, les protéoglycanes et les phospholipides (chargés 

négativement)  de la membrane cellulaire sont connues pour avoir un rôle clé dans le processus 

d’internalisation39–43. En effet, les interactions (électrostatiques et hydrophobes) entre la séquence 

peptidique et la membrane dépendent de plusieurs critères44,45 : 

- Les charges positives  

La membrane cellulaire est globalement chargée négativement et peut interagir avec les CPP chargés 

positivement. Le rôle des charges positives a été démontré par Ryser et Hancock lors de l’étude de 

l’absorption de l’albumine par les cellules cancéreuses. En effet, cette absorption est améliorée lorsque 

la protéine est mélangée à des polylysines46. Des différences entre les acides aminés chargés 

positivement ont également été démontrées : l’arginine s’est avérée plus efficace que la lysine. En effet 

l’efficacité serait liée au guanidinium qui peut former des liaisons hydrogène bidentées avec des groupes 

phosphate, sulfate et carboxylate situés à la surface des membranes47–49.  Il a également été montré que 

le nombre de résidus arginine était important, avec une absorption optimale lorsque les polyarginines 

sont constitués de 7 à 15 acides aminés47.  

- Le caractère hydrophobe  

Les résidus hydrophobes jouent également un rôle majeur dans l’interaction avec la bicouche 

membranaire plasmique, ce qui améliore le mécanisme de translocation50–52. Il a été montré que l’ajout 

d’un résidu tryptophane à des séquences peptidiques telles que l’Arg6 ou le TAT entraînait une 



  

modification du mécanisme de translocation53. Cependant, il est important de noter que ce caractère 

hydrophobe peut entraîner une diminution de l’internalisation si les peptides demeurent à l’intérieur de 

la bicouche membranaire54. Parmi les résidus hydrophobes, le tryptophane a démontré avoir des 

propriétés d’internalisation particulièrement intéressantes du fait de la présence d’un cycle 

aromatique55.  

- La structure secondaire  

Les CPP adoptent diverses structures lorsqu’ils entrent en contact avec les lipides de la membrane 

cellulaire56–59. Pour une même séquence peptidique, de nombreuses structures ont pu être observées 

selon les conditions expérimentales : concentrations, ratio peptide/lipide, pH, température, etc. Ainsi, il 

a été démontré qu’au contact des membranes, la pénétratine peut adopter deux structures différentes 

: formation d’hélices α60,61 ou de feuillets β62. Le lien entre la structure secondaire du peptide et le 

mécanisme d’internalisation n’a pas été clairement démontré, cependant il semble y avoir un lien entre 

la conformation du peptide et le mécanisme d’entrée cellulaire45. En effet, il a été montré que les 

interactions entre le peptide Pep-1 (peptide amphiphile de 21 résidus) et les composants de la 

membrane, comme les phospholipides, entraînaient un repliement partiel du peptide et la formation 

d’hélices qui initie le processus de translocation63. Brasseur et al. ont d’ailleurs émis l’hypothèse que les 

peptides adaptent leur conformation en fonction de leurs interactions avec les différents 

environnements lipidiques entraînant ainsi des différences de structures64.  

2.1.2. Mécanismes d’internalisation des CPP 

Les premières études, menées sur la pénétratine, le peptide TAT et l’Arg9 ont montré que ces peptides 

pénètrent dans les cellules via un processus passif d’entrée par translocation directe au travers de la 

membrane plasmique29,65,66. Par la suite, le rôle important de l’endocytose a également été mis en avant : 

l’endocytose et la translocation directe peuvent se produire simultanément67–69. Il est important de noter 

que les mécanismes d’internalisation impliqués sont impactés par différents paramètres : la nature du 

CPP, le couplage du CPP avec une molécule cargo, le poids moléculaire de la molécule étudiée, le type 

de liaison entre le CPP et la molécule mais également la lignée cellulaire étudiée, la concentration en 

CPP, le temps d’incubation etc70... L’internalisation du CPP se fait donc via différents mécanismes qui 

sont interconnectés et qui peuvent avoir lieu de façon simultanée. 

- La translocation 

La translocation peut se faire selon différentes approches (Figure 2)31. (A) Ce mécanisme implique la 

formation de micelles inverses, suite à la courbure membranaire imposée par le peptide ; la micelle 

s’ouvre ensuite dans le cytoplasme. Ce mécanisme semble être produit par l’existence d’un mouvement 

de flip-flop du peptide71. (B) Le modèle de pore transitoire peut également être lié au mouvement de 

flip-flop, au cours duquel les CPP s’associent à la membrane afin de former des pores transitoires72. (C) 



  

Le modèle de fusion membranaire est un modèle dans lequel le peptide s’insère et diffuse à travers la 

membrane73.  

 

Figure 2 : Mécanismes suggérés d'entrées des CPP par translocation. (A) Modèle de micelle inverse, (B) Modèle de pore 
transitoire et (C) Modèle de fusion membranaire (Bechara & Sagan, 201331). 
 

- L’endocytose 

L’endocytose des CPP se fait en deux étapes : une entrée endocytique suivie d’un échappement 

endosomal. La dernière étape est cruciale car elle permet d’éviter la dégradation de la molécule cargo 

qui peut ainsi exercer son activité biologique. Le terme endocytose englobe la phagocytose pour les 

grosses particules et la pinocytose pour les solutés. Quatre types de pinocytose existent : la 

macropinocytose, l’endocytose dépendante de la cavéoline ou de la clathrine et l’endocytose 

indépendante de la clathrine et de la cavéoline74. La macropinocytose est notamment impliquée dans le 

mécanisme d’internalisation des polyarginines75. 

 

L’un des obstacles à l’utilisation des CPP comme stratégie de vectorisation est le manque de spécificité. En 

effet, la plupart des CPP sont internalisés dans tous types de cellules (saines et cancéreuses). Plusieurs 

stratégies ont été développées afin d’augmenter cette spécificité : conjugaison du CPP avec des ligands tels 

que le peptide RGD, l’acide folique ou l’acide hyaluronique76. Cependant, dans la littérature, certains peptides 

ont démontrés être spécifiques de certaines lignées cancéreuses comme le peptide RLW dans le cas des 

cellules cancéreuses du poumon (lignée humaine A549)77 ou encore le peptide TLS concernant les cellules du 

cancer de l’ovaire (lignée humaine SKOV3)78. 

2.2. Les prodrogues 

Le terme prodrogue, introduit en 1958 par Adrien Albert79, désigne tout composé destiné à un usage 

thérapeutique et nécessitant une modification métabolique avant de pouvoir exercer un effet 

pharmacologique80. Cette approche consiste ainsi à coupler de façon covalente une molécule active à un 

groupement chimique via un lien clivable à l’endroit de la cible d’intérêt pour pouvoir libérer cette molécule 



  

active. Elle permet de contourner certaines limitations et ainsi d’améliorer la solubilité de la molécule active, 

sa stabilité mais également sa spécificité, via un ciblage actif ou passif. Ces deux types de ciblages sont 

présentés ci-dessous, en détaillant les molécules couramment utilisées pour chaque ciblage.  

- Ciblage passif.  

Différents polymères ont démontré cliniquement leur efficacité afin d’améliorer la rétention tumorale, 

la demi-vie plasmatique et diminuer la toxicité systémique. Parmi eux : le polyéthylène glycol (PEG) qui 

est le plus utilisé notamment pour ses propriétés de furtivité et les poly(acrylamides) tel que le poly(N-

(2-hydroxypropyl-méthacrylamide) (HMPA), dont la fonction hydroxyle rend possible la 

fonctionnalisation avec des molécules actives comme la doxorubicine81 ou encore le cis-platine82.  

- Ciblage actif.  

Les cellules cancéreuses surexpriment un certain nombre de récepteurs spécifiques à leur surface. L’une 

des stratégies consiste à utiliser des anticorps ciblant par exemple, les récepteurs CD20 (lymphome de 

Hodgkin), CD25 (lymphome à cellules T) ou CD33 (leucémie myéloïde aigüe), permettant ainsi de délivrer 

des  radionucléides  (Zevalin®),  des  immunotoxines  (Ontak®)  ou  des anticorps (Mylotarg®) de manière 

sélective dans les cellules tumorales83.  

Afin de construire une prodrogue, il est important que le principe actif possède une fonction pouvant former 

une liaison bioclivable. Cela permet un relargage contrôlé de la drogue, dépendant de la liaison utilisée. 

Certaines liaisons peuvent être dégradées dans des conditions biologiques particulières qui permettent la 

libération de la molécule active : la présence d’enzymes spécifiques ou un pH acide. Les liaisons bioclivables 

couramment utilisées sont les liens esters clivables par les estérases, les fonctions amides (liaison peptidique) 

clivables par les peptidases, les hydrazones qui sont des liaisons pH-sensibles ou encore les ponts disulfures 

pouvant être dégradés par le glutathion, surexprimé dans les cellules tumorales84. 

2.3. Les auto-assemblages de molécules amphiphiles 

Différentes méthodes de préparation des nanoparticules existent et permettent de formuler des 

nanostructures ayant des propriétés adéquates pour assurer la délivrance et le ciblage d’une molécule active 

(l’émulsification-évaporation, le « salting-out » ou relargage, l’émulsification-diffusion ou la 

nanoprécipitation). Selon la méthode et les conditions utilisées il est possible d’obtenir des nanoparticules 

ayant des propriétés spécifiques85–87. Dans ce manuscrit, les composés étudiés seront des molécules 

amphiphiles, qui possèdent donc deux polarités différentes, une partie hydrophobe et une partie hydrophile. 

Ces molécules amphiphiles présentent des propriétés spécifiques dans l’eau : elles peuvent s’associer via des 

liaisons hydrogènes, forces de Van der Waals, interactions électrostatiques ou encore interaction 

hydrophobe88. Ces associations peuvent conduire à des structures diverses (micelles sphériques, micelles 

cylindriques linéaires, vésicules ou encore bicouches) suivant l’air de la tête polaire, le volume de la partie 

hydrophobe et sa longueur : le paramètre d’empilement permet ainsi de prédire les auto-assemblages 

obtenus89.  



  

La nanoprécipitation est une méthode simple et rapide qui ne nécessite pas l’utilisation de surfactant ni 

d’apport d’énergie extérieure. En pratique, cette méthode consiste à solubiliser le composé amphiphile dans 

un solvant organique polaire (généralement de l’éthanol, de l’acétone ou du THF). Cette solution est ensuite 

ajoutée à un grand volume de non-solvant pour le soluté (généralement de l’eau). Il y a alors une séparation 

de phase avec la formation de nanoparticules. Le solvant organique est ensuite éliminé par évaporation. Ce 

procédé d’auto-association spontanée a été nommé « effet Ouzo » par Vitale et Katz90. 

Le mécanisme de formation des nanoparticules est lié à plusieurs paramètres qui auront un impact sur la 

concentration particulaire, la taille des objets et la polydispersité : la sursaturation, la tension interfaciale, le 

coefficient de diffusion et le murissement d’Ostwald91–94.  Ce mécanisme de formation est basé sur les 

théories classiques de nucléation (CNT) : il y a formation de germes thermodynamiquement instables qui 

apparaissent et disparaissent tant que la limite critique de sursaturation n’est pas atteinte. Une fois atteinte, 

une phase de nucléation rapide se produit pendant laquelle des germes stables et homogènes sont formés. 

Lorsque la limite minimale de nucléation est atteinte la croissance peut alors commencer via notamment de 

la coalescence ou du murissement d’Ostwald95.    

Il est ainsi possible d’obtenir des nanoparticules ayant une distribution en taille unimodale allant de 50 à 300 

nm dans des conditions appropriées définit par le « domaine Ouzo »96. Aujourd’hui, de nombreuses études 

cherchent à identifier les conditions expérimentales permettant de contrôler au mieux la taille et la 

polydispersité des auto-assemblages obtenus91,97. 

Ces études portent notamment sur la réalisation de diagrammes de phases de systèmes ternaires 

(soluté/solvant/eau) et binaires. Il a ainsi été démontré qu’il est possible d’obtenir des nanostructures 

homogènes en taille dans deux différentes régions du diagramme de phase : le domaine Ouzo et le domaine 

SFME (Surfactant-Free MicroEmulsion) (Figure 3).  

 

Figure 3 : Différents domaines du diagramme de phase : domaine SFME et domaine Ouzo. Représentation de la fraction 
massique en acétone en fonction de la fraction massique en huile. Le diamètre des auto-assemblages évolue en fonction 
de la composition du système (concentration en acétone et en soluté) et du domaine (Ouzo ou SFME) (Yan et al.,201798). 
 



  

Les microémulsions sont des dispersions thermodynamiquement stables de deux liquides immiscibles qui 

peuvent être stabilisées par un ou plusieurs tensioactifs. Dans les années 70, Barden et al. ont montré grâce 

à des mesures de conductivité et des tests de centrifugation qu’il était possible de former des microémulsions 

stables, sans utilisation de tensioactifs, au-dessus de la bionodale (SFME)99–101 : ces microémulsions se 

retrouvent dans une large région du domaine monophasique du diagramme de phase (Figure 3). 

Contrairement aux émulsions métastables préparées dans le domaine Ouzo, les agrégats observés dans le 

domaine SFME sont thermodynamiquement stables. De plus, il est possible de distinguer visuellement les 

suspensions formées dans ces différents domaines : le domaine Ouzo est caractérisé par des suspensions 

opalescentes contrairement au domaine SFME dans lequel les formulations sont macroscopiquement 

transparentes. Il a été observé que la taille des objets formés dans la zone SFME dépend de la fraction 

massique en solvant mais ne change pas avec la concentration en soluté. Cette zone permet ainsi la formation 

de nano-objets de différentes tailles (allant de 20 à 150 nm) dans une large fenêtre du diagramme de phase 

98. Les principales caractéristiques et différences entre le domaine SFME et le domaine Ouzo sont présentées 

dans le Tableau 2. Cependant l’utilisation et la préparation des SFME n’ont été que récemment étudiées102. 

 

Tableau 2 : Principales caractéristiques des suspensions obtenues dans le domaine SFME ou dans le domaine Ouzo : 
stabilité, aspect visuel, évolution de la taille des particules en fonction de la concentration en soluté et de la 
concentration en solvant. 

Principales caractéristiques Domaine SFME Domaine Ouzo 

Stabilité Thermodynamiquement stable Métastable 

Aspect visuel de la suspension Transparente Opalescente 

Evolution de la taille des 

particules en fonction de la 

concentration en soluté 

Pas de modification de la taille des 

particules en fonction de la 

concentration en soluté 

Augmentation de la taille des 

particules avec une augmentation de 

la concentration en soluté 

Evolution de la taille des 

particules en fonction de la 

concentration en solvant 

Augmentation de la taille des 

particules avec une augmentation 

de la concentration en solvant 

Pas de modification de la taille des 

particules en fonction de la 

concentration en solvant 

Pourcentage de principe actif 

précipité 

Partiel Total 

 

 

 

  



  

3. Auto-assemblages constitués de peptides : synthèse et 
activité biologique 

 

Revue publiée dans Nano Research en 2017. 
 
Lien : https://link.springer.com/article/10.1007/s12274-017-1892-9 

 
Les peptides sont de plus en plus utilisés pour la formation d’auto-assemblages en raison de leurs propriétés 

intéressantes (biocompatibilité, diversité chimique et structurelle). Les peptides pénétrants ont notamment 

démontré leur capacité à surmonter les barrières membranaires et transporter des molécules actives à 

l’intérieur des cellules. Les peptides sont souvent liés de manière covalente à ces molécules, formant des 

conjugués amphiphiles pouvant éventuellement s’auto-assembler. Ces nanostructures supramoléculaires 

formées à partir de peptides sont utilisées dans le domaine des nanomédecines afin de protéger le principe 

actif mais également d’améliorer sa stabilité, son ciblage et son internalisation cellulaire.  

Cette revue bibliographique décrit les auto-assemblages constitués de peptides conjugués à des chaines 

aliphatiques ou à des molécules actives. Les différents procédés de synthèse, de formulation et l’activité 

biologique des nanostructures obtenues sont développés dans cet article.  

https://link.springer.com/article/10.1007/s12274-017-1892-9


  
  



  
  



  
 



  
 



  
 



  
 



  
 



  
 



  
 



  
 



  
 



  
 



  
 



  
 



  
 



  
 



  
 



  
 



  
 



  
 



  
 



  

Pour conclure, les auto-assemblages à base de peptides conduisent à une variété de structures dont une 

majorité de micelles et de nanofibres. Ces nanostructures sont principalement obtenues par modification du 

pH, utilisation d’ions divalents ou d’un procédé d’ultrasonication permettant d’obtenir des nanoparticules 

chargées en principe actif. Concernant l’étude des activités biologiques, celle-ci est beaucoup plus menée sur 

les auto-assemblages formés de peptide-chaine aliphatique que sur les auto-assemblages formés de peptide-

principe actif. Il est intéressant de noter que les études portant sur la conjugaison d’un peptide avec une 

molécule active pour former un conjugué amphiphile pouvant s’auto-assembler ne sont pas nombreuses. De 

plus, certaines études sur l’activité biologique des conjugués peptide-principe actif amphiphiles ne font pas 

l’analyse d’une potentielle auto-association : aucun lien n’est fait entre les résultats biologiques obtenus et 

la formation potentielle de nanostructures.     



  

4. Application thérapeutique envisagée 

4.1. Les ferrocifènes 

Depuis le succès du cis-platine, utilisé dans le traitement du cancer depuis une quarantaine d’années, les 

recherches sur les dérivées organométalliques n’ont cessé de se développer. Les molécules dérivées du 

platine interagissent avec les guadinines de l’ADN, provoquant une modification structurelle de l’ADN et une 

mort cellulaire par apoptose103. Ce mécanisme d’action peut engendrer des effets secondaires, une toxicité 

élevée et des phénomènes de résistance104. Afin de pallier ces difficultés, les chercheurs s’intéressent à 

d’autres complexes métalliques, dans le but de modifier et varier le mécanisme d’action du médicament105–

108. Parmi ces composés organométalliques, l’entreprise Feroscan a développé une nouvelle catégorie de 

molécules, les ferrocifènes, combinaison entre l’hydroxytamoxifène et le ferrocène (Figure 4).  Ces molécules 

ont démontré pouvoir agir préférentiellement sur des protéines cibles et non uniquement sur l’ADN109. 

 

Figure 4 : Structure chimique des ferrocifènes résultant de la substitution d'un groupement phényle de 
l'hdroxytamoxifène par le ferrocène.  
 

Il est intéressant de noter que le mode d’action supposé de ces nouvelles molécules dépend de leur 

concentration : à de faibles concentrations, les ferrocifènes agissent par sénescence et évoluent vers un 

mécanisme d’apoptose ou réaction de Fenton lorsque cette concentration augmente110. Le mécanisme 

d’action supposé de ces molécules est basé sur les propriétés redox du fer et sur l’oxydation réversible 

FeII/FeIII 111–113. Deux oxydations intramoléculaires successives engendrent ensuite la formation d’espèces 

réactives de l’oxygène (ROS)110 et la génération d’une quinone méthide114. Cette dernière pourrait à son tour 

interagir avec des macromolécules telles que le glutathion, la thiorédoxine réductase115 surexprimée dans 

les cellules cancéreuses116 ou encore l’ADN117 (Figure 5). Ces différents processus font des ferrocifènes des 

molécules prometteuses pour le traitement des cellules cancéreuses résistantes à la voie apoptotique. 



  

 

Figure 5 : Mécanisme d'action supposé des ferrocifènes. 

 

Le premier ferrocifène à avoir été étudié est le FcOHTam. Ce composé a démontré avoir des IC50 

(concentration inhibant la croissance cellulaire à 50 %) de l’ordre du micromolaire sur différentes lignées de 

cancers du sein et notamment avoir un effet cytotoxique important sur des cellules de cancer du sein triple 

négatif118,119. De plus, il est intéressant de noter que la molécule FcOHTam possède une IC50 inférieure à celles 

du ferrocène ou de l’hydroxytamoxifène prises séparément119. Depuis ces découvertes, l’entreprise a 

développé de nombreuses molécules ferrocéniques en déclinant différents groupements chimiques greffés 

sur l’hydroxitamoxifène (groupements R et R’, figure 5). Ainsi, le ferrociphénol (FcDiOH) a été développé et 

a déjà fait ses preuves en termes d’activité thérapeutique sur un modèle de gliome expérimental. En effet, 

l’administration de ces molécules encapsulées dans le cœur des nanocapsules lipidiques (LNC) a permis 

d’augmenter considérablement les courbes de survie in vivo116,120,121. Il a aussi été montré que des contraintes 

structurelles pouvaient engendrer une modification du mode d’action et ainsi une augmentation de la 

cytotoxicité. En effet, le complexe ansa-FcdiOH diffère du FcdiOH par une liaison entre les deux 

cyclopentadiènes. Une comparaison de la cytotoxicité des deux complexes sur 60 lignées cancéreuses a été 

menée et a mis en évidence une augmentation de l’effet cytotoxique de l’ansa-FcdiOH : quand une IC50 de 

0,64 µM est obtenue pour le FcdiOH, une IC50 de 0,09 µM est obtenue pour l’ansa-FcdiOH sur la lignée 

cellulaire de cancer du sein hormono-indépendante MDA-MB-231122. Ce résultat montre l’importance des 

études de relation structure-activité afin d’évaluer au mieux les effets cytotoxiques et le mode d’action. 



  

Cependant, un inconvénient majeur à l’utilisation de ces complexes organométalliques est leur caractère 

lipophile, ce qui nécessite une stratégie de vectorisation adéquate pour une possible administration in vivo. 

Parmi les systèmes nanoparticulaires permettant la vectorisation des ferrocifènes, les nanocapsules 

lipidiques appelées LNC ont fait l’objet de plusieurs travaux de thèse au sein du laboratoire MINT121,123–126. 

L’encapsulation des ferrocifènes au sein des LNC a montré des résultats satisfaisants dans plusieurs modèles 

tumoraux, laissant présager une activité prometteuse une fois que le complexe organométallique est 

vectorisé. Cependant, la faible charge en drogue par rapport aux autres excipients, ainsi que la toxicité 

potentielle de ces derniers restent des freins majeurs quant à l’application biologique de ces vecteurs.   

4.2. Le cancer du poumon 

4.2.1. Epidémiologie du cancer du poumon et facteurs de risque 

Le cancer du poumon est le 4ème cancer le plus répandu en France avec environ 49 000 nouveaux cas estimés 

en 2017127 : environ 32 000 nouveaux cas chez l’homme (2ème rang) et 16 800 chez la femme (3ème rang). Chez 

l’homme, le taux d’incidence est quasiment stable depuis 1990 alors que, chez la femme, ce taux est en forte 

augmentation (+ 5,3 % par an en moyenne). Avec environ 31 000 décès en 2017, le cancer du poumon se 

situe au 1er rang des décès par cancer chez l’homme et au 2ème rang chez la femme en France (augmentation 

du taux de mortalité entre 2005 et 2012)128. Selon le rapport de l’Institut de Veille Sanitaire de 2016, la survie 

à 5 ans du cancer du poumon en France est estimée à 1 patient sur 7 diagnostiqué entre 2005 et 2010 (17 

%). La survie après 10 ans est estimée à 1 patient sur 10 diagnostiqué entre 1999 et 2004 (10 %).    

Ces différences d’incidence observées entre l’homme et la femme sont directement liées au principal facteur 

de risque du cancer du poumon : le tabagisme. La consommation de tabac a baissé chez les hommes alors 

qu’elle augmente chez les femmes. Le tabac étant responsable de huit cancers du poumon sur dix, il est ainsi 

le premier facteur de risque129. D’autres facteurs environnementaux et/ou professionnels sont reconnus 

comme cancérogène pour les poumons : l’amiante (multiplication par cinq du risque de développer un cancer 

de poumon), les gaz d’échappement des moteurs, le radon, les hydrocarbures polycycliques aromatiques…  

Le diagnostic est souvent long et contraignant puisque de nos jours aucun programme de dépistage n’est 

organisé. Plusieurs examens peuvent ainsi être menés afin de confirmer le diagnostic de cancer du poumon 

et d’en évaluer le stade (radiographie du thorax, scanner thoracique et/ou biopsie). 

4.2.2. Les différents types de cancers du poumon 

Le cancer du poumon se développe à partir de cellules des bronches. Il existe deux principaux types de 

cancers du poumon en fonction de l’origine de ces cellules et de leurs morphologies : 

- Le cancer du poumon non à petites cellules (CPNPC) qui représente près de 85 % des cancers du 

poumon. Les formes les plus fréquentes sont : l’adénocarcinome bronchique qui prend 

généralement naissance au niveau du tissu externe du poumon, le carcinome épidermoïde qui se 

développe dans les grosses bronches situées au centre du poumon et le carcinome à grande cellules 

(forme la moins fréquente) qui peut se développer dans toutes les parties du poumon.  



  

 

- Le cancer du poumon à petites cellules (CPC) qui représente environ 15 % des cancers du poumon. 

Ce type de cancer, même si moins fréquent, est le plus agressif à cause d’une prolifération rapide 

des cellules cancéreuses qui augmente le risque de métastases130.  

4.2.3. Les traitements 

Trois types de traitements sont utilisés en première intention pour traiter les cancers du poumon : la 

chirurgie, la radiothérapie et les traitements médicamenteux (chimiothérapie, thérapies ciblées, 

immunothérapie). Le plus souvent, le cancer du poumon est traité via une combinaison de ces différents 

traitements qui peuvent avoir différents objectifs : la suppression de la tumeur ou des métastases, la 

réduction du risque de récidive, le ralentissement du développement ou encore la prévention et le traitement 

des symptômes et complications (effets secondaires). Les traitements à utiliser sont évalués en fonction du 

type de cancer dont le patient est atteint et de l’étendue du cancer au moment du diagnostic (atteinte ou 

non des structures voisines). Pour déterminer le stade, les médecins s’appuient sur un système international 

appelé TNM (Tumor, Nodes, Metastasis). Il existe ainsi quatre stades différents, numérotés de I à IV (figure 

6) : 

- Les stades I et II pour les cas de cancers localisés dans le thorax ; 

- Les stades III pour les cancers localement avancés avec propagation au niveau des ganglions 

lymphatiques de voisinage ; 

- Les  stades IV si le cancer s’est propagé à d’autres parties du corps (métastases à distance). 

 

Figure 6 : Les différents stades du cancer du poumon. 

 

Chacun des stades, excepté le IV, est subdivisé en deux catégories A et B. Plusieurs possibilités thérapeutiques 

sont alors envisageables en fonction de l’étendue de la maladie au moment du diagnostic (Tableau 3)131.  

 



  

Tableau 3 : Traitements possibles en fonction de l'étendue du cancer du poumon. 

Stade Caractéristiques Traitements 

I A Tumeur < à 3 cm localisée aux 

poumons. 

Pas d’atteinte des ganglions 

lymphatiques. 

Stade opérable : 

Chirurgie (retrait d’une partie du poumon et des 

ganglions lymphatiques environnants). 

Chimiothérapie avant et/ou après la chirurgie. 

 

Stade non opérable : Radiothérapie 

stéréotaxique ou radiothérapie 

conformationnelle associée à une 

chimiothérapie ou thermo-ablation. 

 

 

 

  

B Tumeur > à 3 cm 

Propagation au niveau des régions 

locales avoisinantes. 

II A Tumeur < à 3 cm 

Invasion des ganglions lymphatiques 

du même côté de la poitrine. 

B Tumeur > à 3 cm 

Propagation dans les bronches et les 

ganglions lymphatiques du même côté 

de la poitrine et les tissus d’autres 

organes locaux. 

III A Propagation de la tumeur aux 

structures voisines (paroi thoracique, 

plèvre et péricarde). 

Stade opérable : 

Chirurgie suivie d’une chimiothérapie et d’une 

radiothérapie (si la résection n’est pas 

complète).  

 

Stade non opérable : Chimiothérapie 

conventionnelle associée à une radiothérapie. 

Thérapie ciblée administrée aux patients dont 

la tumeur présente une altération moléculaire.  

B Tumeur étendue touchant le cœur, la 

trachée, l’œsophage et le médiastin. 

Epanchement pleural malin. 

Stade non opérable : Chimiothérapie 

conventionnelle associée à une radiothérapie. 

Thérapie ciblée administrée aux patients dont 

la tumeur présente une altération moléculaire. 

IV  Présence de métastases distantes  Chimiothérapie conventionnelle et 

radiothérapie de tout le cerveau (prévention du 

développement de micrométastases).   

 

a) La chirurgie 

La chirurgie ne concerne que des formes localisées de cancer du poumon et a pour objectif d’enlever la 

tumeur dans son intégralité. L’intervention est associée à un curage ganglionnaire qui permet de retirer les 

ganglions lymphatiques qui se sont développés afin de limiter le risque de récidive locale132. Trois grands 



  

types d’interventions peuvent alors être réalisés en fonction de la taille de la tumeur, de sa localisation et de 

la potentielle propagation aux ganglions lymphatiques et structures avoisinantes : 

- La segmentectomie. Cette intervention s’applique à des tumeurs de petite taille (< à 2 cm) sans 

atteinte des ganglions lymphatiques. Elle consiste à enlever un ou plusieurs segments du poumon.  

- La lobectomie qui est l’intervention la plus réalisée. Elle consiste à enlever le lobe du poumon où 

siège la tumeur.  

- La pneumonectomie. Cette intervention, peu fréquente, consiste à enlever la totalité du poumon 

où siège la tumeur (résection totale d’un des deux poumons). 

b) Les traitements médicamenteux 

La chimiothérapie est le traitement de base des patients atteints d’un cancer du poumon à un stade avancé. 

Trois types de traitements médicamenteux existent en fonction du mode d’action : la chimiothérapie 

conventionnelle qui agit sur les mécanismes de division cellulaire, les thérapies ciblées qui bloquent les 

mécanismes spécifiques de croissance/propagation des cellules cancéreuses, ainsi que les molécules 

d’immunothérapie spécifiques qui sont utilisées pour stimuler les défenses immunitaires. 

La chimiothérapie conventionnelle est généralement réalisée après la chirurgie dans le cadre d’un cancer du 

poumon de stade II et III. Elle est constituée de quatre cycles qui doivent être amorcées dans les quatre à 

huit semaines suivant l’acte chirurgical. 

La thérapie ciblée ainsi que la chimiothérapie conventionnelle sont les traitements de référence dans le cas 

d’un cancer du poumon de stade IV (métastatique). 

- Les médicaments de chimiothérapie conventionnelle 

La chimiothérapie conventionnelle consiste en une association de plusieurs médicaments. Le plus souvent, 

les dérivés du platine (cisplatine ou carboplatine) sont administrés par perfusion intraveineuse et sont 

associés à d’autres médicaments afin de mettre en place une bithérapie. Les médicaments actuellement 

utilisés en addition aux dérivés du platine sont : le paclitaxel, le docétaxel, la gemcitabine, la vironelbine ou 

le pémétrexed133–135. 

- Les médicaments de thérapie ciblée 

Les médicaments de thérapie ciblée actuellement utilisés sont les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK), par 

exemple : l’erlotinib, le gefitinib, l’afatinib ou encore le crizotinib136,137. 

Un anticorps monoclonal anti-angiogénique peut également être utilisé comme par exemple le bevacizumab. 

Cet anticorps agit contre l’angiogenèse en empêchant ainsi la formation de nouveaux vaisseaux sanguins. Par 

son action, le bevacizumab prive la tumeur des éléments dont elle a besoin pour se développer (oxygène et 

nutriments)138,139.  

- Les immunothérapies spécifiques140–142 

L’immunothérapie, qui consiste à utiliser les défenses immunitaires du patient lui-même pour lutter contre 

la tumeur, est en plein développement. Le premier médicament ayant reçu une autorisation de mise sur le 



  

marché pour le cancer du poumon en 2015 est le nivolumab. Le pembrolizumab a ensuite été développé peu 

de temps après pour le traitement du cancer du poumon métastatique étendu.  

c) La radiothérapie  

La radiothérapie consiste à utiliser des rayonnements ionisants pour détruire les cellules cancéreuses. Elle 

permet ainsi un traitement localisé en visant la zone à traiter (tumeur et ganglions lymphatiques ou 

métastases)143. Cette technique est souvent utilisée lorsque l’état général du patient ne permet pas une 

opération chirurgicale dans le cas de cancer du poumon de stade I et II. Elle est également utilisée dans 

certains cas afin de compléter l’intervention chirurgicale et la chimiothérapie (notamment dans le cas d’un 

stade III).  

 

Malgré le développement perpétuel de nouveaux traitements et agents thérapeutiques, tels que le 

pémétrexed et la combinaison du bevacizumab avec les dérivés du cisplatine, le taux de survie reste 

relativement faible avec un plateau thérapeutique allant de 12 à 14 mois144.  

Kim et al. ont montré un lien entre la concentration tumorale de platine et la réponse thérapeutique de 

patients ayant un CPNPC traités par du cisplatine ou du carboplatine145. En effet le médicament doit être à 

une concentration suffisante pour exercer son activité thérapeutique146. Cependant, les tumeurs solides 

possèdent une vascularisation anormale et anarchique qui empêche la distribution de l’agent thérapeutique 

à l’ensemble des cellules cancéreuses147. Cette distribution au sein du tissu tumoral est également limitée 

par un système lymphatique immature et une matrice extracellulaire complexe148,149. 

De plus, les effets secondaires restent importants notamment dans le cas des chimiothérapies administrées 

par voie systémique (nausées, lésions de la bouche, chute de cheveux, fatigue…). Ce mode invasif 

d’administration provoque également des traumas aux veines pouvant mener à des thrombophlébites, de la 

nécrose tissulaire, des infections au niveau de la zone d’introduction du cathéter ou encore des 

embolies150,151. Dans ce cadre, la chimiothérapie par aérosol est une stratégie prometteuse qui pourrait 

permettre de réduire ces effets secondaires, tout en augmentant l’activité des médicaments152.   

4.3. L’aérosolthérapie  

Un aérosol est un ensemble de particules solides ou liquides en suspension dans l’air. L’administration de 

médicaments par aérosol est habituelle dans le cas des maladies broncho-pulmonaires chroniques comme 

l’asthme, la bronchopneumonie chronique obstructive, la mucoviscidose et l’hypertension artérielle 

pulmonaire. Dans le cas de l’asthme, l’inhalation a démontré pouvoir réduire d’un facteur 10 les doses 

d’agents thérapeutiques à administrer comparée à la voie orale150. Le passage systémique du principe actif 

est relativement faible, avec une administration directe au niveau des bronches, bronchioles et du poumon 

profond permettant ainsi une diminution des effets secondaires153. Cependant, l’application de 

l’aérosolthérapie dans le domaine de l’oncologie doit faire face à de nombreux critères pour être non 



  

dangereuse et efficace154. L’un des points importants à considérer est la toxicité liée aux anticancéreux 

utilisés. En effet, l’aérosol généré lors d’une séance doit être contrôlé : l’endroit doit être confiné afin d’éviter 

toute contamination et protéger les personnes extérieures155. De plus, une libération à des concentrations 

élevées en anticancéreux ainsi qu’à des temps très courts peut générer des effets secondaires locaux 

importants : toux d’irritation, bronchite, dyspnée, etc156–158. La toxicité engendrée par l’aérosol doit donc être 

évaluée et considérée afin de protéger le personnel médical mais également limiter les effets secondaires 

chez le patient. L’obstruction partielle ou totale des voies respiratoires due à la présence de la tumeur peut 

également être un obstacle à la déposition de l’aérosol, engendrant ainsi une délivrance hétérogène et non 

contrôlée de l’anticancéreux159,160.  

Le développement de générateurs d’aérosols permettant de contrôler et de cibler la déposition des 

médicaments au niveau des tissus cancéreux est donc une étape cruciale pour le développement de 

l’aérosolthérapie en oncologie. Il existe trois types de générateurs d’aérosols pour nébulisation (Figure 7) :  

- Les nébuliseurs pneumatiques qui fonctionnent selon le principe de l’effet Venturi. La solution 

thérapeutique est nébulisée sous l’effet d’un gaz comprimé (qui doit être compatible avec la 

solution) : le gaz projette une petite quantité de la solution sur un impacteur, ce qui engendre la 

formation de gouttelettes en suspension dans l’air. 

- Les nébuliseurs ultrasoniques qui utilisent les ultrasons pour diviser la solution thérapeutique par 

vibration d’un quartz piézo-électrique.  

- Les nébuliseurs électroniques à tamis vibrant. Ces générateurs fonctionnent par vibrations d’un tamis 

en contact avec la solution à nébuliser. Ce tamis bombé est perforé de trous d’un diamètre de 

quelques microns. Les mouvements alternatifs du tamis créent un effet d‘extrusion qui projette la 

solution thérapeutique au travers des trous, produisant ainsi un aérosol calibré. 

 

 

Figure 7 : Exemples de générateurs d’aérosols : le nébuliseur pneumatique, le nébuliseur ultrasonique et le nébuliseur 
électronique à tamis vibrant.  
 

Le tableau 4 répertorie les principales études cliniques menées sur les chimiothérapies inhalées en fonction 

du principe actif utilisé.   

 



  

Tableau 4 : Etudes cliniques menées sur les chimiothérapies administrées par aérosol. NR : Non renseigné.  (Adapté de 
Rosière et al.161) 

Principe actif 

Phase 

des 

essais 

cliniques 

Dispositif 

d’aérosol 

Formulation / 

Concentration 

du principe 

actif 

Déposition et/ou 

concentration 
Référence 

5-fluoro-uracile NR Nébuliseur 

ultrasonique 

Solution  

50 mg/mL 

Concentration dans les 

tissus pulmonaires, les 

bronches, les ganglions 

lymphatiques 

162 

9-nitro-20(S)-

campothecin 

I Nébuliseur 

pneumatique 

Dispersion 

liposomale 

0,4 mg/mL (+20 

mg/mL 

excipients)  

Concentration broncho-

alévolaire > concentration 

sérique 

163 

Cisplatine I Nébuliseur 

pneumatique 

Dispersion 

liposomale 

1 mg/mL (+23,5 

mg/mL 

excipients)  

Déposition pulmonaire : 

10-15 % 

164 

Ib/IIa 165 

Doxorubicine I Nébuliseur 

pneumatique 

Solution pH 3, 20 

% éthanol : 16 

et 24 mg/mL 

Déposition pulmonaire  166 

Doxorubicine 

(inhalation) + 

cisplatine et 

docetaxel 

(intraveineux) 

I/II 167 

Gemcitabine I Nébuliseur à 

tamis vibrant 

Solution 40 

mg/mL 

Déposition pulmonaire (42 

± 16 %) 

168 

Carboplatine I/II Nébuliseur 

pneumatique 

Solution 10 

mg/mL 

Déposition de l’aérosol 

marqué dans le 

parenchyme pulmonaire  

169 

 

L’administration d’anticancéreux par aérosol permet d’améliorer la pharmacocinétique. En effet, de 

nombreuses études précliniques (notamment chez la souris, le rat et le chien) ont comparé l’administration 

par inhalation et l’administration par voie intraveineuse (IV). Il a été démontré que l’aérosol permettait 

d’augmenter la concentration en anticancéreux au niveau des poumons par rapport à une même dose 

administrée par la voie IV153,158,170,171. Une diminution de la taille des tumeurs ainsi qu’une augmentation des 

taux de survie ont pu être observées, montrant ainsi une amélioration de l’efficacité du traitement grâce à 



  

l’inhalation172–174. Cette amélioration est également liée à une diminution des effets secondaires 

systémiques. En effet, l’administration par aérosol d’une dispersion colloïdale de liposomes contenant du 

cisplatine chez 17 patients atteints d’un cancer du poumon n’a pas engendré de toxicité hématologique, de 

néphrotoxicité, d’ototoxicité ou de myéolosupression164. De la même façon, l’absence de toxicité 

hématologique a été constatée lors de l’administration par aérosolthérapie de liposomes contenant de la 9-

nitrocamptothécine163. Cependant, d’autres effets indésirables locaux sont à considérer provoquant des 

toux, une irritation bronchique, une irritation pharyngée ou encore des douleurs thoraciques163,166. Ces effets 

secondaires sont liés à une déposition de l’anticancéreux dans le tractus respiratoire : la quantité déposée 

au niveau pulmonaire peut être alors relativement faible150,175. Par exemple, dans le cas des études cliniques 

sur la délivrance de liposomes de cisplatine, seulement 10 à 15 % de la dose était retenue au niveau du 

poumon164.  Ce pourcentage de médicament déposé a pu être augmenté dans le cas de la gemcitabine 

nébulisée en solution : 42 % de la dose initiale a pu être administrée dans les poumons avec des 

concentrations plasmatiques en gemcitabine très faibles168.   

Ainsi, l’administration d’anticancéreux par aérosol permet d’améliorer la pharmacocinétique et l’efficacité 

thérapeutique malgré des effets indésirables locaux (toux, dyspnée, etc.) à considérer.  

  



  

5. Objectifs de la thèse 

Les ferrocifènes sont des molécules organométalliques qui ont montré une activité biologique intéressante 

sur de nombreuses lignées cancéreuses (IC50 de l’ordre du nanomolaire sur un panel de 60 lignées cellulaires 

NCI). De plus, ces molécules possèdent un mécanisme d’action original permettant d’agir sur différentes 

cibles intracellulaires. Elles induisent aussi un mécanisme de mort cellulaire par sénescence ou/et apoptose 

selon la concentration utilisée. Malgré leurs caractéristiques in vitro plus que prometteuses, les molécules 

de ferrocifènes sont hydrophobes et ne peuvent être administrées in vivo. L’objectif principal de la thèse est 

donc de mettre au point une plateforme nanoparticulaire permettant l’administration des molécules de 

ferrocifène in vivo. L’idée est ainsi de développer un nouveau type de nanoparticule en combinant trois 

stratégies de vectorisation : l’utilisation de peptides pénétrants, la formation d’une prodrogue amphiphile et 

l’auto-assemblage en nanoparticules (Figure 8).  

 

Figure 8 : Stratégies de vectorisation pour le développement d'une plateforme innovante permettant l’administration 
des ferrocifènes. 
 

Ce manuscrit s’articule en deux parties.  

La première partie porte sur la synthèse, la formulation et la caractérisation des auto-assemblages formés 

de peptides pénétrants et de ferrocifène. L’auto-association des conjugués amphiphiles CPP-ferrocifène a 

été étudiée et optimisée en mettant au point un procédé de nanoprécipitation utilisant un micro-mélangeur. 

Cette partie s’intéresse tout particulièrement à l’étape de caractérisation des objets formés, avec une 

comparaison des différentes méthodes quotidiennement employées dans les laboratoires de recherche 

académique. Ainsi la publication « Importance of combining advanced particle size analysis techniques to 

characterize cell penetrating peptide-ferrocifen self-assemblies » met en évidence l’importance et la 

complémentarité des méthodes de caractérisation pour pouvoir analyser au mieux les nanostructures 

réellement formées.  

La deuxième partie s’intéresse à la formulation d’une deuxième catégorie d’auto-assemblages, co-

nanoprécipités avec du PEG. Les différents auto-assemblages formés ont été analysés sur deux lignées 

cellulaires cancéreuses et une lignée saine (activité biologique et quantification de l’internalisation cellulaire). 

Des études in vivo ont également été menées sur un modèle murin de cancer bronchique par nébulisation 

intra-trachéale des suspensions obtenues.  
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Chapitre 1 : « Importance of combining advanced particle size analysis 

techniques to characterize cell penetrating peptide-ferrocifen self-

assemblies »  

 

L’encapsulation des ferrocifènes au sein de nanocapsules lipidiques (LNC) a fait l’objet de plusieurs travaux 

de thèse dans le laboratoire MINT. Ces études ont montré des résultats satisfaisants, laissant présager une 

activité prometteuse une fois que le complexe organométallique est vectorisé. Cependant, la faible charge 

en drogue ainsi que la toxicité potentielle des excipients restent des freins majeurs quant à l’application 

biologique de ces vecteurs.  

Pour cela, l’objectif de cette partie a été de concevoir un nouveau vecteur nanoparticulaire afin de pouvoir 

administrer les molécules de ferrocifène in vivo. Nous avons tout d’abord décidé d’utiliser des peptides 

pénétrants (CPP) hydrophiles afin de faciliter l’internalisation cellulaire du ferrocifène. Une prodrogue 

amphiphile a ainsi été réalisée en couplant chimiquement un ferrocifène, le p54, au peptide pénétrant : la 

liaison devant être biodégradable, un lien amide a été réalisé. Les polyarginines ayant des propriétés 

d’internalisation intéressantes lorsqu’ils sont constitués de 6 à 9 unités arginines, ont été utilisés comme 

peptides pénétrants modèles. Le peptide RLW ayant démontré in vitro une capacité à pénétrer 

spécifiquement dans les cellules du cancer du poumon, a été sélectionné afin de cibler spécifiquement les 

cellules cancéreuses. Une fois la synthèse et la purification réalisées, nous avons étudié la capacité de ces 5 

différentes molécules amphiphiles à former des nanoparticules par auto-association dans l’eau : nous avons 

ainsi évalué si la balance hydrophile/hydrophobe de notre combinaison CPP-ferrocifène était adéquate. 

L’idée était de ne pas utiliser d’autres excipients, afin d’obtenir une charge en ferrocifènes la plus élevée 

possible. Celle-ci est, dans ce projet, d’environ 30 % suivant le peptide utilisé. 

Dans cette étude, nous nous sommes donc concentrés sur la capacité des molécules amphiphiles CPP-p54 

(structures chimiques figure 9) à s’auto-assembler en déterminant, dans un premier temps, la concentration 

d’agrégation critique. L’organisation supramoléculaire des auto-assemblages a ensuite été analysée par 

différentes techniques. Des méthodes classiques couramment utilisées dans de nombreux laboratoires de 

recherche ont d’abord été utilisées : la diffusion dynamique de la lumière (DLS) et la microscopie électronique 

à transmission (Cryo-TEM). Nous avons ensuite appliqué des méthodes complémentaires plus complexes : la 

diffusion de la lumière sous multiples angles (MALS), l’analyse du suivi individuel des nanoparticules (NTA), 

la diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) ainsi que la diffusométrie RMN. La comparaison des résultats 

obtenus par ces méthodes a ensuite été réalisée afin de mettre en avant la complémentarité et la nécessité 

d’utiliser ces différentes techniques de caractérisation afin d’obtenir les propriétés physico-chimiques des 

auto-assemblages au plus proche de la réalité. 

 



  

 

Figure 9 : Structures chimiques des conjugués : (A) conjugué RLW-p54, (B) conjugué Rn-p54. Le ferrocifène p54 est 
représenté en orange et le peptide en noir. 
 

Ces travaux ont été publiés dans Journal of Physical and Chemistry Letters en 2019. 
Lien : https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jpclett.9b01493 

1. Quelles méthodes utiliser pour caractériser les 
nanoparticules ?  

Aujourd’hui les nanomédicaments ne cessent de se développer, ce qui nécessite la mise en place de 

protocoles précis et robustes pour leur caractérisation physico-chimique, afin de prédire et reproduire au 

mieux leur activité biologique. Cependant, la caractérisation de ces nanovecteurs est souvent incomplète car 

l’analyse précise d’objets nanométriques requiert l’utilisation de plusieurs appareils. Une approche globale 

est souvent nécessaire pour pouvoir caractériser au mieux les auto-assemblages formés : la combinaison de 

plusieurs techniques d’analyse s’avère primordiale de par leur complémentarité. Il est important de 

connaître les forces et les limitations de chaque méthode d’analyse afin de caractériser de manière fiable les 

auto-assemblages formés. Les deux caractéristiques principales étudiées lors de la formulation d’auto-

assemblages sont la taille et la forme/structure supramoléculaire. Il est également possible d’avoir une 

indication sur la distribution en taille de la suspension (homogénéité) grâce à l’indice de polydispersité (PDI) 

et la charge en surface des auto-assemblages grâce au potentiel zêta. De nombreuses techniques permettent 

de caractériser des auto-assemblages en suspension, allant de la diffusion dynamique de la lumière (méthode 

couramment utilisée en laboratoire car simple d’utilisation) pour caractériser la taille des objets, à la diffusion 

des rayons X aux petits angles1 afin d’appréhender la structure supramoléculaire des auto-assemblages 

formés. Les méthodes de caractérisation discutées dans cette partie sont résumées dans le tableau 5. 

https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jpclett.9b01493
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jpclett.9b01493


  

Tableau 5 : Méthodes de caractérisation développées dans cette partie.  
DLS : Diffusion dynamique de la lumière, MALS : diffusion de la lumière sous multiples angles, NTA : analyse du suivi 
individuel de particules, Cryo-TEM : cryo-microscopie électronique à transmission, SAXS : diffusion des rayons X aux 
petits angles. 𝑅ℎ : rayon hydrodynamique, 𝑅𝑔 : rayon de giration, d : diamètre.  

Méthode 
Paramètres pouvant être 

déterminés 
Avantages Limites Références 

DLS Rayon hydrodynamique (5 nm 

< 𝑅ℎ < 10000 nm) 

Indice de polydispersité  

(distribution en intensité) 

Rapidité de l’analyse 

 

Intensité diffusée par 

l’échantillon doit être 

supérieure à celle de 

l’eau 

Dilution nécessaire 

Forte contribution des 

grosses particules 

2,3 

MALS Rayon hydrodynamique,  

Rayon de giration (5 nm < 𝑅𝑔 < 

1000 nm) 

(distribution en intensité) 

Détermination du rayon 

de giration 

Analyse à plusieurs 

angles de diffusion 

4 

NTA Rayon hydrodynamique (30 

nm < 𝑅ℎ < 1000 nm)  

Concentration particulaire 

(distribution en nombre) 

Résolution 

monoparticulaire, 

analyse possible 

d’échantillons 

polydisperses 

Dilution nécessaire 5 

Cryo-

TEM 

Diamètre (1 nm < d < 100 nm) 

Morphologie/structure 

Analyse de l’échantillon 

dans son état natif (pas 

de séchage ou de 

coloration nécessaire) 

Très faible rapport 

signal sur bruit, 

artéfacts liés à la 

vitrification, coûts 

élevés  

6–8 

SAXS Rayon de giration (1 nm < 𝑅𝑔 < 

1000 nm) 

Distribution en taille 

(distribution en intensité) 

Morphologie/structure 

supramoléculaire 

Sensibilité Accès au rayonnement 

synchrotron limité, 

analyse longue, 

coûts élevés 

9,10 

 

1.1. Diffusion de la lumière 

La diffusion de la lumière repose sur le mouvement Brownien des nanoparticules : les particules en solution 

suivent un mouvement désordonné et aléatoire provoqué par l’agitation thermique. Une source laser 

polarisée éclaire alors l’échantillon contenant les nanoparticules en mouvement. La lumière diffusée est 

ensuite collectée à un angle de diffusion 𝜃 grâce à un détecteur de photons de haute sensibilité. Les 

fluctuations d’intensité sont ensuite converties afin de générer une fonction d’autocorrélation permettant 

de relier la diffusion mesurée au temps. Cette fonction s’écrit sous la forme d’une exponentielle décroissante  



  

𝑓(𝑡) = 𝐴 +  𝛽𝑒−2𝑞2𝐷𝜏 

Avec 𝜏 l’intervalle de temps, 𝐷 le coefficient de diffusion, 𝛽 une constante liée à la configuration de 

l’instrument et 𝑞 le vecteur d’onde de diffusion donné par l’expression : 𝑞 =  4𝜋λ sin(𝜃2) où λ représente la 

longueur d’onde. 

Le traitement des données permet ensuite de « fitter » le corrélogramme et d’extraire les distributions de 

taille (diamètre hydrodynamique apparent) ainsi que l’indice de polydispersité grâce à la loi de Stokes-

Einstein, en supposant des particules sphériques : 𝐷ℎ =  𝑘𝐵𝑇3𝜋𝜂D 

Avec 𝑘𝐵 la constante de Boltzmann, 𝑇 la température et 𝜂 la viscosité du milieu. 

Différents algorithmes d’inversion existent afin d’obtenir ces caractéristiques : Cumulants pour des 

échantillons monomodaux (avec une seule population de taille)11, CONTIN pour des échantillons polymodaux 

(présence de plusieurs populations).   

1.1.1. La diffusion dynamique de la lumière (DLS)  

La DLS « traditionnelle » est utilisée dans de nombreux laboratoires de recherche depuis plus de 30 ans grâce 

à un instrument dit de « paillasse » (Figure 10).  

 

Figure 10 : Appareil de DLS utilisé couramment dans les laboratoires pour la caractérisation des nanoparticules. 

 

Cette technique « pousse-bouton » est simple et facile à mettre en œuvre puisqu’une mesure de distribution 

de taille ne prend que quelques minutes. Une fois l’échantillon placé dans une cuve, un faisceau laser de 

lumière visible (généralement 4 mW, 633 nm) irradie la suspension. La détection de la lumière diffusée se 

fait ensuite habituellement à un angle de 173° 2. Une des limitations de cette configuration est le fait de 

devoir fortement diluer son échantillon pour le rendre mesurable. En effet, les phénomènes de diffusion 

multiple liés à la turbidité peuvent biaiser les résultats obtenus. De plus, l’intensité diffusée par l’échantillon 

doit être assez élevée (supérieure à celle de l’eau) afin d’avoir des résultats interprétables. Il est important 

de noter que cette technique permet d’obtenir une distribution en intensité qui donne une forte contribution 

aux grosses nanoparticules. Il est donc nécessaire d’avoir une analyse critique des résultats obtenus par DLS 

car ceux-ci sont affectés par de nombreux facteurs (forme de la particule ici supposée sphérique, composition 

de la surface des nanoparticules, polydispersité de l’échantillon…)1,12,13.  



  

1.1.2. La diffusion de la lumière sous multiples angles (MALS)  

La diffusion statique de la lumière (SLS) est étudiée grâce à la diffusion de la lumière sous multiples angles 

(MALS) et permet d’obtenir des informations complémentaires sur la suspension. Cette méthode est basée 

sur la mesure de l’intensité de diffusion en fonction de l’angle de diffusion 𝜃. Les mesures sont effectuées 

avec un spectromètre LS avec des angles pouvant aller de 20° à 150° et un laser plus puissant que celui utilisé 

pour la DLS « traditionnelle » (500 mW, 660 nm). Cette technique permet de déterminer le rayon de giration 

qui est la racine carré du rayon moyen et d’avoir une indication sur la forme des auto-assemblages 4. En effet, 

le ratio du  rayon de giration (𝑅𝑔) et du rayon hydrodynamique (𝑅ℎ) permet d’obtenir le facteur de forme :  𝜌 =  𝑅𝑔𝑅ℎ . 

De plus, il est également possible d’estimer la valeur de l’indice de polydispersité grâce à la formule suivante : 𝑃𝐷𝐼 =  (𝑆𝐷/𝐷ℎ)2, avec SD l’écart type et 𝐷ℎ le diamètre hydrodynamique. 

Cependant cette méthode d’analyse possède les mêmes limitations que la DLS : les échantillons doivent être 

relativement monodisperses pour obtenir des résultats exploitables et l’intensité diffusée par l’échantillon 

doit être supérieure à celle de l’eau.  

1.1.3. Analyse du suivi individuel de particules (NTA)  

L’analyse du suivi individuel de particules (Nanoparticle Tracking Analysis, NTA) est également basée sur les 

propriétés de la lumière diffusée et du mouvement Brownien pour calculer la distribution en taille et la 

concentration particulaire. L’appareil mesure la diffusion en suivant le mouvement aléatoire de chacune des 

nanoparticules prises individuellement, grâce à un microscope à grossissement 20x, équipé d'une caméra14. 

Cette méthode permet de détecter des particules dont la taille est comprise entre 20 nm et 2000 nm. De plus 

il est important de noter que, contrairement à la DLS et la MALS, cette méthode permet d’obtenir une 

distribution en nombre et non en intensité. Le NTA possède deux avantages majeurs : il est adapté aux 

échantillons polymodaux et il est possible d’obtenir la concentration particulaire (contrairement à la DLS et 

à la MALS). Cependant cette technique demande une dilution importante de l’échantillon pour pouvoir avoir 

une concentration allant de 108 à 109 particules/mL. Cette dilution peut entraîner une modification des auto-

assemblages formés et il est donc nécessaire de s’assurer de la stabilité de la suspension après dilution. De 

plus, il est important que les nanoparticules diffusent suffisamment la lumière pour pouvoir être détectés 

sous le faisceau laser et que la densité de ces nanoparticules ne soit pas trop élevée.   

1.2. Microscopie électronique 

Les nanoparticules en suspension sont difficiles à analyser par les méthodes de microscopie électronique 

traditionnelles (TEM, SEM) car la préparation de l’échantillon doit être prise en compte. En effet, l’échantillon 

est souvent analysé sous forme sèche, ce qui peut entraîner une modification importante de la structure et 

donc impacter la fiabilité des observations. Parmi les techniques existantes, la cryo-microscopie électronique 

à transmission (Cryo-TEM) a été mise au point dans les années 1980 pour permettre de visualiser des 



  

suspensions particulaires (échantillons biologiques) dans leur état natif avec la résolution du microscope 

électronique à transmission (0,1-2 nm)7,15–18. Pour la préparation de l’échantillon, une goutte de suspension 

concentrée est déposée sur une grille à trous (400 mesh) recouverte d’un film de collodion et de carbone. 

L’excès d’échantillon est ensuite absorbé avec un papier filtre puis la grille est plongée très rapidement dans 

l’éthane liquide à l’aide d’un procédé de congélation à haute pression. La grille est ensuite transférée dans le 

porte-objet avant d’être introduite dans le Cryo-microscope, un Tecnai G2 Sphera - FEI haut contraste 

fonctionnant à 200 kV, sous azote liquide. Grâce à ce procédé, l’eau est sous forme vitreuse, donc 

transparente au faisceau d’électrons, afin de n’observer que les auto-assemblages formés. Cependant, ce 

procédé présente plusieurs limitations : coût élevé de l’analyse, accessibilité des appareils et faible nombre 

de particules analysées.  

1.3. Diffusion des rayons X aux petits angles  

1.3.1. Interaction des rayons X avec la matière 

Les rayons X, découverts en 1895 par le physicien allemand Wilhelm Röntgen, sont couramment utilisés pour 

étudier les propriétés structurales de solides, liquides ou de gels. Les rayons X sont une forme de 

rayonnement électromagnétique à haute fréquence dont la longueur d’onde est comprise entre 0,1 Å et 100 

Å. Les rayons X sont diffusés par les électrons de la matière et fournissent des informations sur la fluctuation 

des densités électroniques de cette matière. Tout atome rencontrant une onde X voit ses électrons entrer en 

vibration à la même fréquence que l'onde, c’est-à-dire sans changement d’énergie. Une partie de cette onde 

diffuse alors dans toutes les directions et il y a réémission d’une onde électromagnétique de même longueur 

d'onde. On parle aussi de diffusion cohérente (diffusion de Rayleigh ou de Thomson).  

Soit un faisceau incident monochromatique de vecteur d'onde k, qui traverse l'échantillon. Chaque atome 

devient alors une source secondaire de rayons X et l'intensité diffusée par l’onde sphérique produite est 

collectée en fonction de l'angle de diffusion 2𝜃 (Figure 11). Le paramètre utilisé pour analyser l'interaction 

est le vecteur de transfert ou vecteur de diffusion 𝑞⃗ défini par la formule suivante : 𝑞 =  |𝑘′ − 𝑘| = 4𝜋 sin θλ   avec  𝑞⃗ le vecteur de diffusion, 𝑘⃗⃗ le vecteur d’onde incident,  𝑘’⃗⃗⃗ ⃗ le vecteur d’onde 

diffusé, λ la longueur d’onde du faisceau incident.  

 

Figure 11 : Représentation schématique d’une expérience de diffusion avec 𝑞⃗ le vecteur de diffusion, 𝑘⃗⃗ le vecteur d’onde 
incident et 𝑘’⃗⃗⃗ ⃗ le vecteur d’onde diffusé. 



  

1.3.2. Que mesure-t-on grâce à la diffusion des rayons X aux petits angles ?  

La diffusion aux petits angles permet de décrire les inhomogénéités de la densité électronique dont les tailles 

sont comprises entre environ 10 Å et 1000 Å : les dimensions des objets étudiés doivent être plus grandes 

que la longueur d’onde des rayons X. La figure 12 montre un exemple de profil obtenu grâce au SAXS : 

l’intensité diffusée 𝐼(𝑞) est représentée en fonction du module du vecteur d’onde, dans le domaine qmin-qmax 

(définie par les paramètres expérimentaux). Trois domaines peuvent alors être définis, R étant le rayon de la 

particule19 : 

- Le régime de Guinier à des valeurs de q très faibles (qR < 1). 

- Le régime intermédiaire (R-1 < q) ; le facteur de forme 𝑃(𝑞) peut être mesuré ; ce domaine renseigne 

sur la taille, la forme et la structure interne des objets formés. 

- Le domaine de Porod à des valeurs de q très élevées. Le facteur de structure 𝑆(𝑞) permet d’avoir des 

informations sur la structure à l’interface et les interactions entre les particules.  

 

Figure 12 : Schéma d'un profil obtenu en SAXS. L'intensité diffusée est représentée en fonction du vecteur d'onde q lié 

à l’angle de diffusion 2𝜃 par la relation q = 4𝜋 sin θλ , où λ est la longueur d’onde des rayons X. 

1.3.3. Facteur de forme  

Le facteur de forme 𝑃(𝑞) peut être déterminé en solution diluée, lorsqu’il n’y a pas d’interaction entre les 

particules (particules admises comme identiques). En effet, en régime dilué, les particules peuvent être 

considérées comme des diffuseurs indépendants et l’intensité 𝐼(𝑞) est alors proportionnelle au contraste, à 

la fraction volumique et au volume d’une particule ainsi qu’au facteur de forme d’une particule. Les facteurs 

de formes peuvent être calculés pour des formes géométriques élémentaires (sphères, cylindres, lamelles…). 



  

1.3.4. Régime de Guinier 

Dans le domaine de Guinier, l’expression du facteur de forme 𝑃(𝑞) peut être simplifiée : 𝑃(𝑞) ≈ 𝑒−𝑞2𝑅𝑔2/3 

avec 𝑅𝑔 le rayon de giration. Ce rayon correspond au rayon de la sphère qui aurait le même moment d’inertie 

que l’objet étudié. Par exemple, pour une sphère pleine de rayon R, les diffuseurs élémentaires ne sont pas 

situés uniquement à la périphérie mais également à des distances plus faibles du centre. On obtient alors la 

formule suivante : 𝑅𝑔2 =  35 𝑅2. 

1.3.5. Facteur de structure et interactions entre les particules 

La détermination du facteur de structure 𝑆(𝑞) permet d’évaluer différentes propriétés : type d’interactions 

entre les particules (attractives, répulsives, électrostatiques) mais également effet de la température, de sels 

ou de la pression sur l’auto-assemblage formé. Dans le cas d’une suspension de particules identiques 

centrosymétriques, l’intensité diffusée est alors proportionnelle au produit du facteur de forme 𝑃(𝑞) et du 

facteur de structure 𝑆(𝑞) : 𝐼(𝑞) = 𝑃(𝑞). 𝑆(𝑞). 

Lorsqu’il n’y a pas d’interaction entre les particules, comme par exemple dans le cas d’une suspension de 

particules suffisamment diluée, le facteur de structure est égal à 1. En présence d’interactions, 𝑆(𝑞) tend 

vers 1 aux grands angles. 

Il est ainsi possible d’obtenir différentes caractéristiques : la taille des nanoparticules, la distribution en taille, 

la morphologie ou encore la concentration (l’intensité diffusée est proportionnelle à la quantité de 

nanoparticules présentes). Cette méthode permet d’analyser des échantillons solides ou en suspension. De 

plus, la mesure est généralement non destructive et peut souvent être utilisée in situ9,10,20. Contrairement à 

la microscopie, cette méthode permet d’analyser plusieurs milliards de particules.   
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Abstract 

The design of simple platform able to target the delivery of notably hydrophobic drugs into cancer cells is an 

ultimate goal. Here, three strategies were combined in a same nanovector, in limiting the use of excipients: 

a combination of cell-penetrating peptides (CPPs), amphiphilic prodrug and self-assembly. Light scattering 

and cryogenic transmission electron microscopy revealed one size population of object around 100 nm with 

a narrow size distribution. However, in-depth analysis of the suspension by nanoparticle tracking analysis 

(NTA), small angle X-ray scattering (SAXS) and NMR diffusometry demonstrated the presence of another 

population of small objects (< 2 nm). It has been shown that these small self-assemblies represented more 

than 99% of the matter! According to these results, a minor population of the suspension was revealed by 

light scattering. This study highlights the importance and the complementary contribution of each 

characterization methods in order to reflect the reality of the studied nanoassembly. 
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Introduction  

The use of nanocarrier-based drug delivery system presents several considerable advantages such as the 

specific targeting of a drug, its protection and its controlled release in order to improve the antitumor 

effect21. Moreover, this strategy would allow for an increase in drug loading with the controlled release in 

order to limit the burst phenomena22. The use of natural building blocks such as peptides has caught major 

attention for the fabrication of new materials23–26. In fact, peptides have attractive properties due to their 

simple structure, biocompatibility by nature and chemical diversity. Depending upon the amino acid 

sequence, the peptide can have various physicochemical properties such as the ability to interact with cell 

membranes27. These peptides, called cell-penetrating peptides (CPPs), were first dis-covered in 1988 from 

the HIV and gained much attention because of their ability to facilitate cellular uptake of a conjugated 

cargo28,29. These CPPs can be used to transport various hydrophobic anticancer drugs such as promising 

organometallic molecules: ferrocifen which combine hydroxytamoxifen and ferrocene together30,31. They 

present major properties as stability in non-oxidative environment, reversible oxidation-reduction (redox) 

potential, and impressive antiproliferative effects on various cancer cells32–34. The action mechanism of 

ferrocifens can be related to the oxidation state of iron in the ferrocene moiety. The oxidation of Fe2+ in Fe3+ 

by O2 leads to the generation of reactive radicals that could damage DNA strand. On the other side, the 

formation of reactive oxygen species causes the generation of selective electrophilic metabolites called 

quinone methides, that are responsible for biological alteration in cancer cell35–37.  



  

In the present study, CPP-ferrocifen self-assemblies were designed and prepared for the efficient and 

targeted delivery of the drug into human lung cancer cells. For that purpose, a hydrophilic CPP was covalently 

linked with a hydrophobic ferrocifen (p54, chemical structure and synthesis scheme by saponification of its 

published ester38,39 were described in Figure S1 and section S1) in order to form an amphiphilic conjugate 

that could self-assemble into nanocarriers. RLW (RLWMRWYSPRTRAYG) was used as a specific CPP target 

human lung cancer cells (A549)40–42. Polyarginines containing between 6 and 9 arginine units (Argn, n=6-9), 

were used for comparison as CPP models43. In fact, these polycationic peptides have demonstrated to enter 

cells more effectively than other homopolymers, due to the guanidinium moiety44. The capacity of these 

conjugates to self-assemble was then evaluated by using a solvent displacement technique. The 

supramolecular organization of the nanostructures formed was fully characterized in order to correlate their 

physico-chemical properties with their biological effects and to predict their efficacy45,46. First by classical 

methods commonly used: dynamic light scattering (DLS) and cryogenic transmission electron microscopy 

(Cryo-TEM). Then by complementary and more complex technics: multiangle light scattering (MALS), 

nanoparticle tracking analysis (NTA), small angle X-ray scattering (SAXS) and nuclear magnetic resonance 

(NMR) diffusometry. The comparison of these methods was then achieved reflecting the importance of each 

experiment and underlying an important point: dynamic light scattering cannot be the only method used in 

order to reflect the size of self-assemblies. In fact, as it was mentioned in a previous study: several 

complementary methods should be used to provide reliable information needed for pre-clinical studies47.  

Results and discussion 

Conjugates were successfully synthesized using standard solid phase peptide synthesis protocol (SPPS) with 

a Fmoc strategy on rink amide resin48. An automated microwave peptide synthesizer was used to reduce 

synthesis time and increase the crude peptide purity49. The identification of the products was achieved by 

mass spectrometry (LC-MS/MS) and NMR experiments (sections S1, S2, Figure S2 and Table S1 in Supporting 

Information). CPP-p54 were obtained with a yield of around 22 % and a purity ranging from 88 % to 98 % 

(Table S1 in Supporting Information). The properties of CPP-p54 to self-assemble was investigated by the 

pyrene fluorescence 1:3 ratio method (Supporting Information, Table S1)50. To ensure the assembly, the 

critical aggregation concentration (CAC) of each conjugate was determined. To this end, the ratio of vibronic 

band intensities (I372/I382) was plotted and fitted by a Boltzmann-type sigmoid (for more detailed information, 

see section S3 and Figure S3 in Supporting Information)48–50. The CAC of each system was determined as the 

first sharp decrease point (Figure 1)6. The conjugate concentrations corresponding to the CAC values are 

listed in Table 1. 



  

 

Figure 1. Boltzmann-type sigmoid obtained for Arg6-p54 suspension in water showing the CAC value, corresponding to 
the first sharp decrease point. 
 

Table 1. CAC measurements of the different conjugates used and ferrocifen alone. The concentration was determined 

using pyrene as fluorescent dye. 
 

 

 

 

The fluorescence method showed not solely the influence of the concentration on the self-assembly but also 

the impact of each part (peptide and ferrocifen) on the nanostructure formation. According to results 

obtained in Table 1, the peptide length has an impact on the CAC value:  an increase of the CAC was observed 

when the peptide length increased. Moreover, this experiment was also performed with peptide alone and 

ferrocifen as controls. For peptide alone, the fluorescence intensity was constant, whatever the 

concentration used, indicating by this technique that no assembly structures were observed (Figure S4 in 

Supporting Information). Interestingly, data obtained for ferrocifen alone are well fitted by a Boltzmann-type 

sigmoid showing the onset of self-assembly at 325 µg/mL. However, a precipitate was clearly observed and 

the fluorescence measurement was obviously only performed on the part in suspension. This very low 

stability with ferrocifen alone showed the important role of the peptide moiety. In fact, conjugates 

suspensions have shown to be stable at least one month at 4 °C (Figure S5 in the Supporting Information). 

According to this, peptides would bring stability to self-assemblies thanks to potential hydrogen bonds 

between amino acid sequences51,52. Additionally, the ferrocifen would drive the self-assembly mechanism, 

via notably a - stacking from ferrocene moiety16,53,54. 

Compound CAC (µg/mL) CAC (µM) 

Arg6-p54 52 37 

Arg7-p54 75 48 

Arg8-p54 170 99 

Arg9-p54 210 113 

RLW-p54 771 314 

p54 325 694 



  

Self-assemblies were formulated by nanoprecipitation method. In this microfluidic formulation process, 

conjugates are used alone, without adding any other excipients in order to have a theoretical drug loading of 

around 30 % in mol. This strategy allows to reach a high drug loading compared to conventional nanocarriers 

such as liposomes55. The purified conjugates were solubilized in acetone (3 mg/mL) and this organic solution 

was added to water via a microfluidic mixer. The organic solvent was then removed using a rotary evaporator 

and the final concentrations obtained were of 1 mg/mL for all the different suspensions, above the CAC 

values (see Table 1 and Section S4 in Supporting Information). 

First step of the self-assembly characterization was performed on a classical and daily used DLS Zetasizer® 

Nano ZS (Malvern Instruments S.A., UK) with a 4 mW, 633 nm laser and a scattering angle at 173°. The 

hydrodynamic diameter and the particle size polydispersity index (PDI) of each suspension were determined 

using the cumulant analysis56. Interestingly, CPP-p54 suspensions showed nanostructures in size ranging from 

111 to 128 nm depending on the conjugate used in the formulation process (Table 2). Moreover, PDI obtained 

were smaller than 0.25, indicating a limited polydispersity. The high zeta potential (+ 30 mV) of self-

assemblies was related to positively charged guanidino groups, creating repulsion between particles and 

improvement of the suspension stability. Moreover, this high zeta potential could increase cellular 

internalization by facilitating a charge-based interaction with negatively charged cell membrane surface57. 

Due to the fact that the signal intensity obtained by DLS was very low for each measurement (not enough 

scattered photons), MALS was also used to gain complementary information. This method is based on the 

measurement of the scattering intensity as a function of the scattering angles. Measurements were 

performed on a LS Spectrometer with a 500 mW, 660 nm laser using 20 angles ranging from 20° to 150° (LS 

Instruments AG, Switzerland). Results were analyzed using the Guinier relationship58 (Table 2). The evolution 

of the average relaxation rate () as a function of the square scattering vector (q2) has been provided in 

Supporting Information (Figure S6) for Arg6-p54 after a 200 nm filtration. A linear dependence is clearly 

evidenced demonstrating the Brownian behavior of the scattering. Moreover, MALS was also performed 

after filtration on 0.02 µm pore size membrane but the scattered intensity of our self-assemblies was too 

close to the one of the solvent to measure a correlogram. The intercept of g2(t) falls to 0.4 after a 0.1 µm 

filtration and an inverse Laplace transform (ILT) was performed on correlograms at 150° (Figure 2 and 

Supplementary Section S5). Inverse Laplace Transform (ILT) on DLS signals were performed using a 

constrained regularization calculation algorithm called REPES59. ILT is mathematically ill-conditioned and very 

sensitive to noise in the data especially in the case of multimodal relaxation processes60. A 3 % fast 

contribution in intensity arises but it is not enough to give a reliable size measurement (around 1 nm). We 

have tried to concentrate the 0.02 µm filtered solution (initially 1 mg/mL) to have more scattering, but 

spurious aggregates are reformed preventing any good DLS measurements.   



  

 

Figure 2. MALS analysis of Arg6-p54 suspension after filtration though 0.1 µm. (a) Autocorrelation function of the 
scattering intensity at θ = 150° for a filtered Arg6-p54 solution in water 20 °C. The red line corresponds to the fit of the 
experimental points using the REPES ILT algorithm and (b) corresponding relaxation time distribution obtained from an 
ILT of the autocorrelation function displayed in figure 2 a, using the REPES algorithm. The contribution of the fast mode 
is around 4 % and the hydrodynamic diameter is of the order of 1 nm while the slow mode (96 %) gives an average 
hydrodynamic diameter close to 65 nm. 

Cryo-TEM analysis were performed to observe the objects in their native form (for more detailed information, 

see section S6 in the Supporting Information). Consistent with the results obtained by light scattering, Cryo-

TEM images of the self-assemblies showed the predominance of particles with a size of 79 ± 30 nm and a 

slight polydispersity. Furthermore, spherical morphology of self-assemblies was observed with some dense 

electron objects at the surface of nanostructures for Arg8-p54 and Arg9-p54 (Figure 3). These objects could 

be polyarginine fibrils or aggregates. In fact, it was demonstrated that Arg9 was partly unstructured in pure 

water but could be present in a random coil structure61. Short polyarginines could remain unstructured when 

they have less than 8 arginine units. Interestingly, spherical morphology for all CPP-p54 self-assemblies were 

obtained (Argn-p54 and RLW-p54) despite the difference in primary structure and in peptide length. 

Moreover, no significant modification of size was observed between each conjugate. However, in carefully 

looking Figure 3 A, really small spherical objects were observed: these small particles could be artefacts or 

micelles. 

 

 



  

NTA measurements were also performed (see section S7 and Figure S7 in the Supporting Information). This 

method allows to determine not solely the number size distribution but also the concentration of 

nanoparticle population62. However, it is important to note that this technique does not detect all particles. 

In fact, particles that are not scattering in the laser beam, either because they are too small or because their 

refractive index is very close to water, are not detected. Thanks to these measurements, and assuming 

spherical homogeneous objects with a density close to 1 g/mL, the nanoparticle volume and mass 

concentrations were evaluated in order to estimate the amount of matter involved in the nanoparticles 

observed (Table 2).  

  

Figure 3. Cryo-TEM images of self-assemblies formed with different conjugates: Arg6-p54 (A), Arg7-p54 (B), Arg8-p54 
(C), Arg9-p54 (D) and RLW-p54 (E) at a concentration of 10 mg/mL (post-formulation concentration). 



  

Table 2. Features of CPP-p54 self-assemblies after filtration through 0.20 µm obtained by DLS, MALS and NTA. Dh is the 
hydrodynamic diameter, Dg is the diameter of gyration and PDI the particle size polydispersity index. Volume of particle 
and percentage of matter forming self-assemblies are calculated from the features obtained by NTA, assuming that 
homogeneous spheres with an electron density of 1 were obtained. PDI obtained by NTA were calculated according to 

the following equation: (SD/mean)². Measurements are expressed as the average ± SD.  

 DLS MALS NTA 

Conjugate 
Dh 

(nm) 
PDI 

Zeta 

potential 

(mV) 

 

Dh 

(nm) 

Dg 

(nm) 
PDI 

 Dh 

(nm) 
PDI 

Concentration 

(particles/mL) 

Percentage of 

matter forming 

visible self-

assemblies (%) 

Arg6-p54 
128 ± 

26 

0.16 ± 

0.03 
23 ± 2 

75.9 ± 

0.6 

62.2 ± 

0.6 

0.08 ± 

0.02 

59.2 ± 

1.6 

0.05 ± 

0.01 

5 x 1010 ± 7 x 

109 
0.6 ± 0.1 

Arg7-p54 
114 ± 

15 

0.19 ± 

0.02 
19 ± 6 

79.1 ± 

0.6 

66.0 ± 

0.5 

0.11 ± 

0.1 

91.0± 

7 

0.10 ± 

0.01 

9 x 109 ± 8 x 

108 
0.5 ± 0.1 

Arg8-p54 
117 ± 

24 

0.18 ± 

0.02 
35 ± 2 

59.4 ± 

0.4 

51.2 ± 

0.6 

0.14 ± 

0.1 

78.0 ± 

1 

0.06 ± 

0.01 

3 x 1010 ± 2 x 

109 
1.0 ± 0.1 

Arg9-p54 
111 ± 

17 

0.15 ± 

0.04 
32 ± 3 

78.7 ± 

0.7 

57.6 ± 

0.6 

0.14 ± 

0.2 

71.0 ± 

1 

0.03 ± 

0.00 

6 x 109 ± 8 x 

108 
0.1 ± 0.1 

RLW-p54 
122 ± 

6 

0.19 ± 

0.04 
41 ± 1 

63.9 ± 

0.7 

58.8 ± 

0.4 

0.21 ± 

0.2 

77.0 ± 

2 

0.06 ± 

0.01 

6 x 109 ± 1 x 

109 
0.2 ± 0.1 

 

According to these measurements, the nanoparticle population observed represents only less than 3 % of 

the initial matter in solution. To understand this loss of material, a basic but powerful quantification by 

successive filtrations was performed through 0.2 µm, 0.1 µm and 0.02 µm filter pore sizes (Whatman™ 

Anotop™ syringe filter). Suspension was analyzed more deeply for Arg6-p54 using light scattering (NTA, DLS 

and MALS) after each filtration and freeze-dried. However, after a filtration on 0.02 µm, the scattered 

intensity became very weak and it was impossible to measure a correlation function in DLS. After a filtration 

on 0.1 µm, the size (53 ± 1 nm) decreases, the PDI values (0.40 ± 0.01) increases and the intercept of the 

correlation function drops to 0.37. Size and PDI values were obtained using a cumulant analysis (which 

calculate averages in the frequency domain) and the small fast contribution obtained by ILT can explain the 

increase of the polydispersity. This weak fast contribution makes the determination of the corresponding size 

unreliable. It corresponds to particles around 1 nm diameter. This step proved again the DLS limitations with 

a low scattering material. Results obtained were unmistakable: around 100 % of conjugate was still present 

in the suspension after filtration through 0.02 µm (same amount of conjugate compared to initial suspension 

without filtration). These results were in agreement with NTA measurements: visible self-assemblies 

represent an insignificant fraction of the conjugate mass (Table 3).   



  

Table 3. Features of Arg6-p54 self-assemblies obtained without filtration, after filtration through 0.20 µm, 0.10 µm and 
0.02 µm. Characteristics were obtained by NTA, MALS and after freeze-drying. Dh is the hydrodynamic diameter and PDI 
the particle size polydispersity index. The percentage of matter forming visible self-assemblies are calculated assuming 
that homogeneous spheres with an electron density of 1 were obtained. Measurements are expressed as the average 
± SD. ND: Not Determined. 

Arg6-p54 

MALS NTA Freeze-drying 

Dh (nm)  PDI Dh (nm) 
Concentration 

(particles/mL) 

Percentage of matter 

forming visible self-

assemblies (%) 

Concentration 

(mg/mL) 

Without 

filtration 
ND ND 98 ± 3 6 x 109 ± 3 x 108 0.4 0.65 ± 0.16 

0.2 µm 83 ± 1 0.08 ± 0.01 84 ± 1 5 x 109 ± 8 x 108 0.2 0.64 ± 0.15 

0.1 µm 53 ± 1 0.40 ± 0.01 56 ± 1 2 x 109 ± 1 x 108 0.02 0.63 ± 0.15 

0.02 µm ND ND ND ND ND 0.67 ± 0.16 

 

In addition to these analysis, SAXS experiments were conducted on the SWING beamline at the SOLEIL 

synchrotron (Saint Aubin, France). Data were collected as a function of the scattering vector (see section S8 

and Figure S8 in Supporting Information). Water scattering was subtracted from sample patterns. Curves 

were fitted with log-normal distributions of homogeneous spheres all with the same electron density. A 

bimodal size distribution had to be used for Arg6-p54, Arg7-p54, Arg8-p54, Arg9-p54 to take into account the 

scattering intensity at high q. From figure 4, we clearly see that small objects contribute to the scattered 

intensity only for q above 0.005 Å-1. At low q, the scattered intensity is dominated by aggregates. 

 

Figure 4. Small-angle X-ray scattering pattern recorded at room temperature and fitted curve obtained for Arg6-p54. 
Open circles are experimental data and the full red line represents the fit to the data using two log-normal distributions 
of spheres. Red dotted lines represent individual contributions of both distributions. 

Figure 5 gives an example of distribution curves obtained for Arg6-p54. The intensity distribution gives a 

strong contribution to big self-assemblies, compared to the number distribution that gives a strong 



  

contribution to small objects (see Table S2 in Supporting Information). According to these measurements, 

two populations of spherical objects were observed for Argn-p54: one population with a radius lower than 2 

nm and another population with a radius around 20-25 nm. According to a simple linear model of the Arg9-

p54 molecule, its length was estimated to be of 3 nm, fitting to a potential micelle structure. These results 

are in agreement with NTA analysis and the quantification after filtration: the conjugate self-assembled 

mainly into nanoobjects smaller than 5 nm (mass fraction higher than 0.99).  

 

Figure 5. Distribution curves obtained for Arg6-p54 by SAXS measurements: number distribution (black curve), volume 
distribution (blue curve) and intensity distribution (red curve). The area bellow curves has been normalized to unity. 

 

Finally, Arg6-p54 self-assembly suspension was investigated using NMR diffusometry63 (see section S9 in 

Supplementary Information): smaller self-assemblies should diffuse faster compared to larger 

nanostructures and should give the major contribution in term of protons. Inverse Laplace Transform (ILT) 

on DOSY signals were performed using a constrained regularization calculation algorithm called REPES59. 

DOSY results in D2O (Figure 6) reveal particles with a hydrodynamic diameter close to 2.3 nm while in 

deuterated acetone (where both Arg6 and p54 are soluble) they have only 1.6 nm hydrodynamic diameter 

(see Figure S9 in Supporting Information). Therefore, the self-assembled structures (demonstrated by the 

pyrene fluorescence measurements) should have a low aggregation number. 



  

 

Figure 6. Results obtained by NMR diffusometry in D20: (a) 1H NMR spectra in D2O of Arg6 (blue curve) and Arg6-p54 
(black curve). Dashed lines display integration domains used to characterize proton signals from p54 (SP54: 7.155 - 7.033 
ppm) and Arg6 (SR6: 2.111 - 1.237 ppm) in DOSY experiments. (b) PFG-NMR experiments in D2O at 25°C. Attenuation of 
integrated NMR signals as a function of the diffusion weighted factor, b, for p54 (circles) and Arg6 (triangles). Lines 
correspond to the fit of the experimental points, p54 (red) and Arg6 (blue) using the REPES ILT algorithm. (c) 
Corresponding diffusion coefficient distributions obtained from the ILT of signals displayed in figure 6 b, p54 (red) and 
Arg6-p54 (blue). Average diffusion coefficients are 172 µm2/s (blue) and 176 µm2/s (red). Both correspond to objects 
with a hydrodynamic diameter close to 2.3 nm. 
 

Conclusion 

In summary, an innovative platform was set up to transport a hydrophobic anticancer drug. The synthesis of 

amphiphilic conjugates (CPP-p54) formed by two different types of cell-penetrating peptides Argn-p54 (n = 6 

to 9) and RLW-p54, their self-assembly in water as well as the complete characterization of the objects 

formed were studied. This study highlights the importance of the method used to characterize the 

suspension. Based on recent analysis, dynamic light scattering has been the most common method used to 

characterize the size of nanoparticles enabled medicinal products (NEP) thanks to that its fast and 

inexpensive analysis. In fact, this technique and microscopy were used in respectively 48 % and 14 % of 

reporting applications: only 8 % of NEP were characterized by other complementary methods64.  In this 

project, dynamic light scattering is not adapted to characterize self-assemblies. Indeed, it is important to note 

that this method gives strong contribution to big objects even if these objects represent less than 1 % of the 



  

initial matter used. According to this, DLS, known to be a low-resolution technique, must be used only for an 

initial analysis65–68: it is essential to perform complementary methods such as SAXS, quantification after 

filtration or NMR diffusometry to obtain a reliable characterization, unlike what is traditionally done in the 

nanomedicine field. 

ASSOCIATED CONTENT 
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methods. 
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Supplementary Figure S1: Chemical structure and synthesis of the ferrocifen p54 
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Materials 

 

Rink amid p-methylbenzhydrylamine (MBHA) resin (0.69 mmol/g) were purchased from Multisyntech GmbH 

(Germany). Dimethylformamide (DMF), methyl alcohol (MeOH), trifluoroacetic acid (TFA), thioanisole, 

triisopropyl silane (TIS) and acetonitrile (ACN) were purchased from Thermo Fisher Scientific (USA). All amino 

acids derivatives, piperidine, 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate 

(HBTU) and diisopropylethylamine (DIEA) were purchased from Iris Biotech GmbH (Germany). Phenol was 

collected from Merck KGaA (Germany). Diethyl ether, LC-MS grade water and ULC/MS grade ACN were 

purchased from Biosolve (France). Deionized water was obtained from a Milli-Q plus system (Merck-

Millipore, Germany). Formic acid, potassium carbonate, acetone and pyrene were obtained from Sigma-

Aldrich (France). Ethyl acetate, petroleum ether, ethanol and hydrochloric acid were obtained from VWR 

(France).  

Supplementary Section S1: Synthesis of p54, CPP and CPP-p54 conjugates. 

4-Ene-4-ferrocenyl-5,5-bis-(4-hydroxyphenyl)-pentanoic acid, p54. A mixture of ester p189 (0.464 g, 0.962 

mmol), potassium carbonate (0.532 g, 3.8 mmol), water (10 mL) and ethanol (35 mL) was refluxed for 6 hours. 

After cooling, water and ethyl acetate were added and the mixture was shacked with acidification by slow 

addition of concentrated hydrochloric acid. The mixture was then decanted. The aqueous layer was extracted 

with ethyl acetate and the combination of organic layers was dried on magnesium sulfate, filtered then 

concentrated under reduced pressure. The crude solid was dissolved into ethyl acetate and was cooled to -

30 °C after addition of petroleum ether. The crystallized p54 (0.43 g, yield 96 %) was recovered by filtration 

and dried under reduced pressure. 1H NMR (300 MHz, acetone-d6) :  2.46 (t, J = 8.2 Hz, 2H, CH2), 2.97 (t, J = 

8.2 Hz, 2H, CH2), 3.03 (s broad, 1H, OH), 4.00 (t, J = 1.9 Hz, 2H, C5H4), 4.13 (t, J = 1.9 Hz, 2H, C5H4), 4.18 (s, 5H, 

Cp), 6.74 (d, J = 8.7 Hz, 2H, C6H4), 6.86 (d, J = 8.7 Hz, 2H, C6H4), 6.91 (d, J = 8.7 Hz, 2H, C6H4), 7.12 (d, J = 8.7 

Hz, 2H, C6H4), 8.30 (s, 1H, OH), 8.35 (s, 1H, OH). 13C NMR (75 MHz, acetone-d6) :  31.7 (CH2), 35.8 (CH2), 69.6 

(2CH C5H4), 70.6 (5CH Cp), 70.7 (2CH C5H4), 88.9 (C C5H4), 116.5 (2CH C6H4), 116.8 (2CH C6H4), 131.9 (2CH 



  

C6H4), 132.5 (2CH C6H4), 134.4 (C), 137.4 (C), 137.9 (C), 140.9 (C), 157.6 (2C), 175.1 (CO). MS (CI, NH3) m/z: 

469 [M+H]+, 485 [M+NH4]+. 

CPPs were synthesized on a Rink Amide MBHA resin (0.69 mmol/g) via a standard Fmoc solid phase peptide 

synthesis (SPPS) method, with an automated microwave peptide synthesizer (CEM). First, the resin was 

immersed in DMF and gently stirred to swell the resin beads for 2 h at room temperature. The first step is 

the Fmoc deprotection using 20 % piperidine/DMF (v/v).  Then, the resin was washed several times with 

DMF. Subsequently, the amino acid coupling reaction was done by adding a DMF-mixed solution of Fmoc-

protecting amino acid (5 equiv.), HBTU (4.5 equiv.), and DIEA (10 equiv.). These steps were performed using 

a microwave assisted system and cycles of deprotection-washing-coupling-washing were repeated until the 

desired amino-acid sequence was obtained. After this step, we can either keep the peptide free or conjugate 

the ferrocifen molecule to the N-terminal extremity of the peptide. For that, after the final Fmoc deprotection 

with piperidine/DMF, the ferrocifen (2 equiv.) was solubilized in DMF in presence of HBTU (2 equiv.). In order 

to activate the carboxylic acid function, the solution was stirred for 5 min before adding DIEA (3 equiv.). The 

coupling mixture was immediately added to the resin beads and the coupling reaction was performed for 2 

h at 37°C.  Finally, the resin was washed with DMF and MeOH three times, respectively, and dried under 

vacuum for 48 h. Peptides and conjugates were cleaved from the resin by adding the appropriate cleavage 

cocktail based on the amino acid sequence. For polyarginine, reagent K was used (mixture of TFA, phenol, 

water, thioanisole and TIS in the volume ratio of 82.5:5:5:5:2.5) and reagent B (mixture of TFA, phenol, water 

and TIS in the volume ratio of 88:5:5:2) was used for RLW. After adding the cleavage cocktail (5 mL of solution 

for 0.5 g of resin), the resin was stirred at 37°C during 1-4 h. The crude peptide was precipitated by adding 

the cleavage mixture dropwise to at least a 10-fold excess of cold diethyl ether: the resulting precipitate was 

centrifuged for 30 min at 4°C at 2000 rpm. Afterward, the crude product was dissolved in water/ACN before 

freeze-drying. 

Supplementary Section S2: Purification and characterization of CPP and CPP-p54 conjugates. 

The crude products were purified by semi-preparative reversed phase high-performance liquid 

chromatography (RP-HPLC) using a Waters (France) instrument. Purification was performed at room 

temperature using XBridge BEH C18 Prep column (250 x 30 mm) with 5 µm particle and 130 Å pore size. 

Eluent (A) was 0.1 % TFA in water while eluent (B) contained 0.1% TFA in ACN.  A gradient elution was 

developed for both RLW based products and Argn based products (peptides and conjugates) (Table 1). The 

crude product was dissolved in 95 % (A) and 5 % (B) at a concentration of 4 mg/mL. The sample was vortexed, 

sonicated and filtered with a 0.22 µm Millex-LG filter (Merck, Germany).  Flow rate was 44 mL/min and 

injection volume was 2.5 mL. Peaks were detected at a wavelength of 214 nm for peptides (amide bond) and 

450 nm for conjugates (ferrocifen part).  

 



  

Table 1. Gradient elution of the RP-HPLC method 

Time (minutes) Flow (mL/minute) Phase A (%) Phase B (%) 

0 44 95 5 
12 44 80 20 
45 44 70 30 
47 44 0 100 
57 44 0 100 
59 44 95 5 
75 44 95 5 

Notes: Phase (A) contained 0.1% TFA in water and phase (B) 0.1% TFA in ACN 

 

The LC-MS/MS method was developed on an Alliance® 2695 system (Waters) with a 150 × 2.0 mm, 5 μm 

Uptisphere C18 5ODB column (Interchim, France). The mobile phase consisted of a mixture of (A) 0.1 % formic 

acid in water and (B) 0.1 % formic acid in ACN. The gradient elution used was adapted function of the peptide 

used (Tables 2 and 3). The purified product was dissolved in 95 % (A) and 5 % (B) at a concentration of 1 

mg/mL. The sample was vortexed, sonicated and filtered with a 0.22 µm Millex-LG filter (Merck, Germany). 

Flow rate was 0.2 mL/min and the injection volume was set at 5 μL. The total HPLC effluent was injected into 

a Quattro Micro®triple quadrupole mass spectrometer (Waters, France). Ionization was achieved using 

electrospray in positive ion mode in the m/z 200–1500 range (full scan acquisition). An option of cone ramp 

was used between 20 and 60 V to optimize the acquisition. 

Table 2. Gradient elution of the LC-MS/MS method for RLW based products 

Time (minutes) Flow (mL/minute) Phase A (%) Phase B (%) 

0 0.3 0 100 
5 0.3 0 100 

 
Table 3. Gradient elution of the LC-MS/MS method for Argn based products 

Time (minutes) Flow (mL/minute) Phase A (%) Phase B (%) 

0 0.2 50 50 
8 0.2 50 50 
9 0.2 0 100 
12 0.2 0 100 
13 0.2 50 50 
15 0.2 50 50 

Notes: Phase (A) contained 0.1 % formic acid in water and phase (B) 0.1% formic acid in ACN 

An UPLC-UV method was developed to quantify the purity of peptides and conjugates. An UPLC Acquity H-

Class Bio (Waters, France) composed of a quaternary solvent manager, a sample manager, a photo diode 

array detector and a column manager was used. The system was managed by Empower®3 software (Waters). 

The column used was an Acquity®UPLC BEH C18 100 x 2.1 mm, 1.7 μm (Waters). The mobile phase was 

composed of a mixture of 0.1 % TFA in water (A) and 0.1 % TFA in ACN. The purified product was dissolved in 

95 % (A) and 5 % (B) at a concentration of 1 mg/mL. The sample was vortexed, sonicated and filtered with a 



  

0.22 µm Millex-LG filter (Merck-Millipore, Germany). Flow rate was 0.2 mL/min and injection volume was set 

to 1 μL. The gradient elution changed with the peptide used (Tables 4 and 5). Detection was fixed at 214 nm 

and 450 nm.  

Table 4. Gradient elution of the UPLC-UV method for RLW based products 

Time (minutes) Flow (mL/minute) Phase A (%) Phase B (%) 

0 0.2 80 20 
10 0.2 0 100 
11 0.2 80 20 
18 0.2 80 20 

Notes: Phase (A) contained 0.1% TFA in water and phase (B) 0.1% TFA in ACN 

Table 5. Gradient elution of the UPLC-UV method for Argn based products 

Time (minutes) Flow (mL/minute) Phase A (%) Phase B (%) 

0 0.2 95 5 
5 0.2 78 22 
10 0.2 78 22 
15 0.2 0 100 
20 0.2 0 100 
21 0.2 95 5 
25 0.2 95 5 

Notes: Phase (A) contained 0.1% TFA in water and phase (B) 0.1% TFA in ACN 

 

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy. 

1H NMR spectra were recorded in deuterated dimethyl sulfoxide and deuterated water at 250 MHz or 400 

MHz in the FT mode with a Bruker 500MHz AVANCE III HD spectrometer (Wissembourg, France) equilibrated 

at 25 °C. Spectra were analyzed using the software MestReNova®. 

  



  

Supplementary Figure S2: Chromatograms and spectra obtained for CPP and CPP-p54 by LC-MS/MS. (A) 

Arg6, (B) Arg7, (C) Arg8, (D) Arg9, (E) RLW, (F) Arg6-p54, (G) Arg7-p54, (H) Arg8-p54, (I) Arg9-p54, (J) RLW-p54. 
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Supplementary Table S1: Yield and purity of CPP and CPP-p54 obtained. 

 
Supplementary Section S3:  determination of critical aggregation concentration (CAC). 
 
The critical aggregation concentration (CAC) of CPP-p54 suspensions was determined using pyrene as a 

fluorescent probe. Briefly, 6 µL of pyrene stock solution in acetone (50 µM) was added into tubes. Then, 

acetone in tubes was evaporated in dark condition. Different suspension of CPP-p54 with a concentration 

ranging from 0.5 to 1500 µM were added into tubes and mixed overnight at 37°C. The final concentration of 

 
CPP CPP-p54 conjugates 

Arg6 Arg7 Arg8 Arg9 RLW 
Arg6-
p54 

Arg7-
p54 

Arg8-
p54 

Arg9-
p54 

RLW-
p54 

Yield 55 % 64 % 70 % 78 % 19 % 20 % 21 % 23 % 24 % 23 % 

Purity 97 % 97 % 89 % 85 % 99 % 88 % 89 % 98 % 94 % 88 % 

(I) 

(J) 



  

pyrene was 1 µM. After 30 min of equilibration at room temperature, a fluorescence spectrophotometer 

(Fluoromax-4, Horiba, Japan) was used to measure the fluorescence intensities of pyrene at an excitation 

wavelength of 336 nm. The emission spectra were recorded in the range 350-500 nm. The slit opening for 

the excitation was set at 1 nm and 3 nm for the emission. Intensity ratios of pyrene at I372/I382 (I1/I3) were 

plotted against the log of the concentration. 

Supplementary Figure S3: Quotient of vibrational band intensities (I1/I3) as a function of log [CPP-p54] and 

log[p54]. 

 

Supplementary Figure S4: Quotient of vibrational band intensities (I1/I3) as a function of log[CPP]. 

 
 
 



  

Supplementary Figure S5: Stability study of CPP-p54 self-assemblies. Stability was assessed by measuring 

the hydrodynamic diameter (nm) by DLS (n=3). 

 
 
Supplementary Section S4:  Self-assembly formulations process. 
 
Nanoassemblies were formulated by nanoprecipitation using a solvent displacement technique. For that, 

conjugates (Argn-p54 and RLW-p54) were solubilized in acetone at a concentration of 3 mg/mL. This organic 

solution was added in a microfluidic mixer (IDEX U-466-02, USA) at a flow rate of 300 µL/min with a syringe 

pump (Harvard Apparatus PHD 2000 infusion, USA). In the same time, water was added at a flow rate of 1200 

µL/min with a second syringe pump (Harvard Apparatus PHD Ultra, USA). In fact, the individual flow rates of 

each channel were selected to have an acetone/water volume ratio of 4 for all experiments. The organic 

solvent was then removed using a rotary evaporator. 

 
Supplementary Figure S6: DLS measurement in water at 20 °C of a 200 nm filtered Arg6-p54 suspension. 

Evolution of the average relaxation rate, , as a function of the square scattering vector, q2.   was 

calculated using the cumulant method. The red line corresponds to a linear fit. Its slope gives the z average 

diffusion coefficient D = 5.19 ± 0.03 µm2/s corresponding to a hydrodynamic diameter DH = 86.2 ± 0.5 nm. 

1.002 mPas was used for the water viscosity at 20 °C. 

 



  

 
Supplementary Section S5:  Dynamic light scattering. 
 
The autocorrelation function of the scattering intensity, g2(t) is related to the autocorrelation function of the 

electric field, g1(t), by the Siegert relation: g2(t)=1+g1(t)2 where  is called the intercept. This intercept is 

usually close to unity but can be low for weakly scattering samples. 

g1(t) can be written as the Laplace transform of a relaxation time distribution A(): g1(t) = A()exp(-t/)d 

For suspensions of dilute rigid particles, each relaxation time is related to a diffusion coefficient D = 1/(q2). 

Using the Stokes-Einstein relation, an intensity weighted hydrodynamic size distribution can be obtained. The 

shape of this distribution can be influenced by the form factor when particles are big compared to the q-1.1  

 

Supplementary Section S6: Cryogenic Transmission Electron Microscopy (Cryo-TEM). 
 
Cryogenic Transmission Electron Microscopy (Cryo-TEM) investigations were performed with a Cryo-TEM 

(TecnaiTM G2 Sphera, FEI, USA), at the Microscopy Rennes Imaging Center (Biogenouest, Rennes). A drop (4 

µL) of the (10 mg/mL) sample was deposited on the surface of a carbon-coated copper grid. This gird was 

held under controlled humidity and temperature conditions by tweezers on a guillotine device. A filter paper 

was then pressed against the sample to remove the excess liquid. Afterward, the filter paper is removed, and 

the plunger was allowed to drop into the liquid ethane in order to vitrify the sample. The gird was then 

transferred to a cryo-holder. Observations were made at an accelerating voltage of 200 kV under low electron 

dose. Analysis was performed with the ImageJ software.  

Supplementary Section S7: Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). 
 
The NTA was carried out using the NanoSight NS300 (Malvern Instruments Ltd, UK). The suspensions were 

diluted in ultrapure water in order to have optimum concentration ranging between 1 x 108 and 1 x 109 

particles per mL to allow analysis of the software to track the movement of particle.  Prior to each analysis, 

samples were filtered using a 0.20 µm Whatman™ Anotop™ filter. Ultrapure water and suspensions were 

infused in the sample chamber using a syringe pump at 80 μL/min rate. A 405 nm laser was used to illuminate 

the particles, and their Brownian motion was recorded into 60 s videos (25 fps) using the sCMOS type camera 

of the instrument. Subsequently, the NTA software (NTA 3.2 Dev Build 3.2.16) allowed for processing of the 

data. The nanoparticle concentration was obtained after correction by the dilution factor. The experiment 

was performed in triplicate. 

  



  

Supplementary Figure S7: Concentration (particles/mL) function of the size of self-assemblies obtained by 

NTA. (A) Arg6-p54, (B) Arg7-p54, (C) Arg8-p54, (D) Arg9-p54 and (E) RLW-p54.  

 

 

 
 

Supplementary Section S8: Small-angle X-ray scattering (SAXS). 
 
SAXS experiments were conducted on the SWING beamline at the SOLEIL synchrotron (Saint Aubin, France). 

The Aviex charge-coupled device detector was positioned at a distance of 1.8 m. Data were collected as a 

function of the scattering vector 𝑞 =  4𝜋 sin 𝜃λ , where 2𝜃 is the scattering angle and λ the wavelength of the 

incident beam. Silver behenate standard was used to calibrate the q range. 

Samples were injected via an automated sample changer into a quartz capillary (1.5 mm internal diameter, 



  

10 µm wall thickness). Suspensions were streamed at a constant flow rate through the capillary during beam 

exposure to avoid possible degradation under X-ray irradiation. The SAXS beamline was operated at 11 keV. 

Data were collected by a two-dimensional CCD detector. Intensity values were normalized taking into 

account the beam intensity, acquisition time and sample transmission. The scattered intensity from a 

capillary filled with water was subtracted from the sample scattering curves. The analysis of the SAXS data 

was carried out using the FOXTROT software. 

Supplementary Table S2: Features of CPP-p54 self-assemblies obtained by SAXS experiments: number 

fraction, mass fraction, intensity fraction, gyration radius, hydrodynamic radius obtained by the inverse 

Laplace transformation, hydrodynamic radius obtained by the method of cumulants and polydispersity 

index. These results were determined assuming that homogeneous sphere with the same electron density 

were obtained. 

 Arg6-p54 Arg7-p54 Arg8-p54 Arg9-p54 RLW-p54 

D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D1 

Number 
fraction 

1.000 0.000 1.000 0.000 1.000 0.000 1.000 0.000 1.000 

Mass fraction 0.871 0.129 0.929 0.071 0.939 0.061 0.949 0.051 1.000 
Intensity 
fraction 

0.003 0.997 0.001 0.999 0.002 0.998 0.006 0.994 1.000 √〈𝑹𝒈𝟐 〉𝒛  (nm) 1.1 16.2 1.8 23.0 1.5 25.3 1.5 14.8 4.7 〈𝑹𝒉〉𝒛 (nm) 1.3 18.9 1.9 25.5 1.6 27.6 1.6 17.7 5.4 〈𝑹𝒉−𝟏〉𝒛−𝟏 (nm) 1.1 15.6 1.3 18.7 1.1 19.4 1.2 15.1 4.1 

PdI 0.198 0.217 0.523 0.216 0.472 0.428 0.368 0.173 0.317 
 
  



  

Supplementary Figure S8: Small-angle X-ray scattering patterns recorded at room temperature and fitted 

curves obtained for (A) Arg6-p54, (B) Arg7-p54, (C) Arg8-p54, (D) Arg9-p54 and (E) RLW-p54. Open circles are 

experimental data and the full red line represents the fit to the data using two log-normal distributions of 

spheres. Red dotted lines represents individual contributions of both distritributions. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Supplementary Section S9: NMR diffusometry. 
 
1H NMR pulsed field gradient acquisition (PFG-NMR), also called diffusion ordered spectroscopy (DOSY), was 

performed on Arg6-P54 self-assemblies (9 mg/mL) in deuterated water at 25 °C after a 200 nm filtration. A 

Bruker 500 MHz AVANCE III HD spectrometer (Wissembourg, France) equipped with a 5 mm-BBFO probe at 

the ASTRAL NMR facility from Angers University was used. In DOSY measurements, diffusion coefficients are 

estimated related to chemical shift by the observation of the exponential decay of the NMR signal due to the 

self-diffusion behaviour taking place between the two gradients of magnetic field2. 

In case of a mixture, the signal can be represented by a the Laplace transform of a diffusion coefficient 

distribution, f(D), of species that contribute to the signal: S(b) = S0f(D)exp(-Db)dD, where b is called the 

diffusion weighted factor. b is expressed as:  b=2g22(-/3), with  the gyromagnetic ratio, g the gradient 

intensity,  the gradient duration and  the gradient separation. 

 Diffusion experiments were performed using the stimulated echo sequence with longitudinal Eddy current 

delay (LED), ledgp2s. As the larger objects diffusivity was not possible to estimate due to their small 

contribution, the acquisition parameters were chosen to optimally estimate diffusion coefficients of the 



  

smaller objects3. The diffusion time  was 200 ms, the diffusion gradient duration  was 2.4 ms, the gradient 

shape ramp was linear with 128 steps and the number of averages was 96. The gradient magnitude ranged 

from 5 to 95 % of the maximum gradient intensity (50 G.cm-1). The relevant integrated domain of spectra 

signals were measured using TOPSPIN 3.6.1 (Bruker, Wissembourg) then analysed using the REPES ILT 

algorithm. 

Hydrodynamic diameters were calculated from the estimated diffusion coefficient D according to Stokes-

Einstein relation (using 1.10 mPas for D2O viscosity at 25 °C and 0.31 mPas for deuterated acetone viscosity 

at 25 °C). 

  
 

  

D~1.7.10-4 mm²/s, 

 Rh = 1.1nm 



  

Supplementary Figure S9: Results obtained by NMR diffusometry in deuterated acetone: (a) 1H NMR 

spectra in deuterated acetone of p54 (red curve) and Arg6-p54 (black curve). Dashed lines display 

integration domains used to characterize proton signals from p54 (SP54: 7.149 - 6.580 ppm) and Arg6 (SR6: 

4.514 - 4.198 ppm) in DOSY experiments. (b) DOSY experiments in deuterated acetone 25 °C. Attenuation 

of integrated NMR signals as a function of the diffusion weighted factor, b, for p54 (circles) and Arg6 

(triangles). Lines correspond to the fit of the experimental points, p54 (red) and Arg6 (blue) using the REPES 

ILT algorithm. (c) Corresponding diffusion coefficient distributions obtained from the ILT of signals 

displayed in figure S9 b, p54 (red) and Arg6 (blue). Average diffusion coefficients are 847 µm2/s (blue) and 

890 µm2/s (red). Both correspond to objects with a hydrodynamic diameter close to 1.6 nm. 
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Nous avons ainsi mis en place une plateforme innovante permettant de transporter une molécule 

hydrophobe. Nous avons constaté que la DLS permettait d’observer moins de 1 % de la matière présente qui 

s’auto-assemblait en nanoparticules de 100 nm de diamètre. Une analyse plus approfondie de la suspension 

(analyse NTA, SAXS, quantification après filtration et diffusométrie RMN) a montré la présence de petits 

objets d’un diamètre inférieur à 4 nm.  

Cette étude souligne l’importance de la méthode utilisée pour caractériser la suspension. La diffusion 

dynamique de la lumière, méthode rapide et peu coûteuse, peut ainsi être appliquée comme analyse 

préliminaire, mais il est important d’effectuer des analyses complémentaires afin d’obtenir des résultats 

fiables quant à la taille des auto-assemblages obtenus et l’homogénéité de la suspension.   

  



  

Chapitre 2 : « Self-assemblies of cell-penetrating peptides and 

ferrocifens: design and evaluation of an innovative platform for lung 

cancer treatment » 

 

Pour des raisons de temps et de coût et afin de pouvoir avancer sur la caractérisation biologique des 

différents auto-assemblages, nous avons décidé, pour la suite du projet, de caractériser les auto-assemblages 

par DLS, mais en gardant bien à l’esprit que le diamètre présenté ne représente qu’une fraction négligeable 

de l’échantillon étudié. Pour autant, cette caractéristique nous permettra de comparer nos différentes 

suspensions, afin de valider la formulation.  

Dans ce chapitre, l’activité biologique des suspensions a été évaluée sur deux lignées pulmonaires 

cancéreuses et une lignée pulmonaire saine. La quantification de l’internalisation a été étudiée afin de 

déterminer la spécificité du peptide pénétrant RLW. De plus, un auto-assemblage de deuxième génération a 

été réalisé en incorporant du polyéthylène glycol (PEG) dans la structure des objets. En effet, la voie 

d’administration privilégiée dans cette étude est la voie pulmonaire : le PEG permettrait d’échapper aux 

cellules ciliées, aux macrophages, de diffuser à travers le mucus, tout en protégeant le peptide d’une 

dégradation enzymatique prématurée. La conjugaison du PEG avec le p54 a été effectuée via un lien ester, 

clivable par les estérases. La co-nanoprécipitation CPP-p54/PEG-p54 a été étudiée à différents ratios 

molaires, et les différentes suspensions ont été testées in vitro afin de déterminer la plus efficace. Ces études 

ont permis de sélectionner une suspension pour les études in vivo : la suspension Arg9-p54/PEG-p54 avec 

pour ratio molaire 10/1. Enfin, l’administration de la suspension par nébulisation intratrachéale a été étudiée 

sur un modèle murin orthotopique de cancer bronchique.  
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Abstract 

Chemotherapy currently used for the lung cancer treatment often consists of a combination of drugs, with a 

moderate efficacy and several severe side effects. In fact, a major drawback of the classical inorganic drugs 

used are their hydrophobicity that leads to a very low targeting efficiency. To overcome this constraint, a 

platform was set up in order to vectorize a ferrocifen drug called p54, an organometallic tamoxifen 

derivatives known for its really potent in vitro activity, but known as well for its really poor water solubility. 

The covalent conjugation of a cell-penetrating peptide (CPP) to this ferrocifen was performed, leading to an 

amphiphilic prodrug, potentially able to self-assemble. CPP used in this project are polyarginines (Argn, n=6-

9), used as CPP models, and RLW (RLWMRWYSPRTRAYG), known to specifically target A549 cells. Moreover, 

in order to bring stealth and mucopenetration properties, polyethylene glycol (PEG) was also incorporated 

into the structure by a covalent link between the hydrophilic PEG chain and the hydrophobic ferrocifen. The 

co-nanoprecipitation of CPP-p54 and PEG-p54 was investigated to obtain self-assemblies. A comparison of 

the biological activity of the different suspensions was assessed in vitro on a healthy cell line (BEAS-2B) and 

on two different lung cancer cell lines (A549 and NCI-H460). The biological activity of p54 was increased by a 

factor 9 with the Arg9-p54 suspension, by increasing the cell internalization. Moreover, the preliminary in 

vivo study on mice bearing NCI-H460 tumor showed that the intratracheal nebulization of Arg9-p54/PEG-p54 

suspension (10/1 in moles) led to a decrease in tumor volume by a factor 3, without any sign of toxicity.  
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Introduction 

Lung carcinoma is the major cause of cancer-related death worldwide1, more particularly the non-small cell 

lung cancers (NSCLCs), accounting for about 85 % of all lung cancers diagnosis2. The chemotherapy treatment 

currently used consists of a combination of drugs: usually, cisplatin or carboplatin are used in combination 

with vinorelbine, gemcitabine, paclitaxel, docetaxel or pemetrexed3–5. Despite continuous improvements in 

cancer treatments, the prognosis is poor, the efficacy is moderated and there are a lot of side effects. Thus, 

the development of new approaches is needed. In the last decade, numerous nanocarriers have been 

designed as a transport module for anticancer drugs. Among them, self-assemblies formed by peptides and 

more particularly cell-penetrating peptides (CPP) have recently emerged as promising systems for controlled 

delivery of drug6. In fact, peptides have attractive properties due to their simple structure, biocompatibility 

and chemical diversity. In addition, CPP have the ability to cross cell membranes and enhance the intracellular 

delivery of conjugated cargos7,8. The CPP are usually short peptides, containing a high relative abundance of 

positively charged amino acids such as arginine and/or lysine9. Nowadays, two main strategies for 

formulating drug loaded nanostructures formed by peptides can be used. The first one is to physically 

encapsulate drug into nanostructures formed of peptides. Stupp and al. used this strategy and synthesized 

amphiphilic peptides that can self-assemble into nanofibers. These nanostructures were used as a vector in 

order to carry camptothecin10. The second one is to covalently link the peptide to a drug in order to form 

peptide-drug conjugates. The amphiphilic conjugates could potentially then self-assemble into 

nanostructures11. To this end, Cui’s group has designed and synthesized a taxol-peptide conjugate that self-

assembled into supramolecular filaments with a final drug loading of 41 % 12.  This last strategy allows to have 

an increase of the drug loading, compared to the drug-encapsulated peptide nanoparticles.  

Over the past few years, Pr. Jaouen and his team have developed potent bioorganometalic complexes for 

anticancer application. Their chemistry is based on the coupling between a ferrocene moiety and a 

hydroxytamoxifen molecule in order to form ferrocifen molecules13,14. The mechanism of action is related to 

the redox features of Fe through the reversible FeII/FeIII oxidation, leading to the production of ROS species 



  

and to a quinone methide, known to perform macromolecular interactions with thioredoxin reductase 

system, glutathione or DNA. Interestingly, ferrocifens are able to act by senescence at low concentrations 

and by apoptosis or Fenton reaction at increasing concentrations15. Moreover, ferrocifens have shown 

impressive in vitro biological activity. For instance, FcOHTam, one of the first studied ferrocifens, had IC50 of 

0.5 µM against hormone-dependent breast cancer cells16, highly interesting compared with ferrocene and 

hydroxytamoxifen taken separately (160 µM and 30 µM, respectively). However, ferrocifens are highly 

insoluble in water, requiring a formulation stage before being in vivo administrated.  

Recently, we proposed the design of an innovative platform in order to transport a hydrophobic ferrocifen 

(p54)17. In this previous study, the synthesis of amphiphilic conjugates (CPP-p54) formed by two different 

cell-penetrating peptides Argn-p54 (n = 6 to 9) and RLW-p54, their self-assembly in water as well as the 

complete characterization of the nano-objects formed were performed. RLW (with a primary sequence of 

RLWMRWYSPRTRAYG) was known in literature to specifically target A549 cells18–20. Polyarginines (Argn, n=6-

9), known to possess remarkable internalization properties when they have between 6 and 9 arginine units, 

were used for comparison as CPP models21. In fact, these polycationic peptides have even demonstrated to 

enter cells more effectively than other homopolymers22. 

The biological activity of the nanocarriers was assessed against two non-small cell lung cancer cell lines (A549 

and NCI-H460) and against one human bronchial epithelium cell line (BEAS-2B). Quantification of the 

internalization was evaluated in order to characterize the potential specificity of CPP. Moreover, 

incorporation of polyethylene glycol (PEG) into a selected CPP-p54 nanostructure was investigated in vitro 

and in vivo. Indeed, PEG will bring stealth and mucopenetration23–25 properties to the formulated 

nanosystem26.  To this end, PEG-p54 conjugates was synthesized and the co-nanoprecipitation of CPP-p54 

and PEG-p54 was investigated using a solvent displacement technique at different mole ratios of CPP-p54 

versus PEG-p54. In vitro studies were performed on healthy and NCI-H460 cell lines. Finally, in vivo 

experiments were carried out on an orthotopic NCI-H460 tumor immunodepressed murine model27. The 

intratracheal administration route28–30 allowed the suspension to be sprayed directly into the lung, using a 

MicroSprayer™ aerolizer and resulting in a nanoparticle deposition in the smaller airways (bronchi and 

bronchioles).  

  



  

1. Results and discussion  

1.1. Synthesis and characterization of conjugates 

CPP were covalently linked to p54 moiety through an amide bond during the solid phase peptide synthesis17. 

PEG was linked to p54 via an ester bond, using HBTU as a coupling reagent. After purification by RP-HPLC, 

PEG-p54 was analyzed by 1H NMR spectroscopy and mass spectrometry (Figure 1A and 1B, for more detailed 

information see section S1 in the Supporting Information). The MALDI-TOF spectra of free PEG was compared 

to the PEG-p54 spectra. A shift of the PEG signal peaks confirmed that the coupling reaction was successful 

(Figure 1A).  Moreover, UPLC experiment was performed to quantify the purity of the PEG-p54 (Figure 1B). 

Finally, PEG-p54 was obtained with a yield of around 11 % and a purity of 90 %. The yield obtained was low 

because HO-PEG-COOH could obviously react on itself. 

 

Figure 1. Characterization of purified PEG-p54: (A) MALDI-TOF spectra of free PEG and PEG-p54 in linear mode, (B) 1H 
NMR spectrum in deuterated dimethyl sulfoxide and (C) UPLC chromatogram of PEG-p54 at 450 nm.  
 

PEG-p54 being amphiphilic, its propensity to self-assemble was investigated using the pyrene fluorescence 

1:3 ratio method31. Thus, the critical aggregation concentration (CAC) of PEG-p54 was determined and was 

compared with results previously obtained from CPP-p54 (Figure 2). Data obtained were well fitted by a 

Boltzmann-type sigmoid, showing the onset of self-assembly at 234 µM. CAC value obtained for PEG-p54 was 

between Arg9-p54 (113 µM) and RLW-p54 (314 µM). These results were in agreement with previous 

studies32,33: an increase of the CAC was observed with an increase of the hydrophilic part.  



  

 

Figure 2. CAC determination using the pyrene fluorescence 1:3 ratio method. (A)  Quotient of vibrational band 
intensities (I1/I3) as a function of log [PEG-p54], (B) suspensions used for the CAC determination and (C) comparison of 
the PEG-p54 CAC obtained with CPP-p54 concentrations.   

According to these results, the formulation process was performed at a concentration above all these CAC 

values.  

1.2. Stability study of CPP-p54 and PEG-p54 in biological medium 

To investigate the stability of CPP-p54 in biological medium and to know if the amide bond could be cleaved, 

conjugates in ethanol were diluted in RPMI. After 0, 2, 6 and 24 hours, conjugates in medium were analyzed 

by LC-MS/MS. Chromatograms revealed the disappearance of the CPP-p54 signal after 24 h in negative mode 

and at 450 nm. To go further, the same analysis was performed in positive mode and results were compared 

with p54 alone (Figure 3). Spectra obtained for p54 alone after 24 hours in medium revealed the presence of 

another compound, a p54 metabolite (m/z = 698 and 366). Two different compounds were observed for Arg9-

p54 in medium after 24 hours: one minor, intact Arg9-p54, and one major corresponding to the p54 

metabolite (m/z = 698 and 366). This metabolite, bigger than p54 alone, was observed at two different 

retention times on the chromatogram. According to this result, p54 metabolite could be an amphiphilic 

molecule that self-assemble under the HPLC conditions.  



  

 

Figure 3. Chromatograms and mass spectra obtained by LC-MS/MS after 24 hours in RPMI medium for (A) p54 alone 
and (B) Arg9-p54. 

As a result, the amide bound may be cleaved after 24 hours in biological medium with a production of a p54 

metabolite. It could be interesting to isolate this metabolite and to perform NMR analysis in order to precisely 

identify the molecule.  

The stability of PEG-p54 was also investigated in RPMI medium (Supporting Information, Figure S1). In this 

case, a progressive disappearance of PEG signal was observed with the apparition of a new signal after 24 

hours (m/z = 496). Due to the fact that this signal was not present in the p54 spectra after 24 hours, this 

metabolite could be a result of a new product: p54 and a part of PEG (Figure 4).  

(A) 

(B) 



  

 

Figure 4. Suggested chemical structure of p54 metabolite obtained after 24 h of PEG-p54 in RPMI medium. 

According to these results two different metabolites could be produced either by CPP-p54 or PEG-p54 after 

24 hours in biological medium.  

1.3. Biological activity of CPP-p54 suspensions: viability assay and 
internalization quantification 

Self-assemblies of Argn-p54 (n = 6 to 9) and RLW-p54 were obtained and characterized by dynamic light 

scattering (DLS). CPP-p54 suspensions showed spherical nanostructures with a size range between 111 and 

128 nm and a polydispersity index lower than 0.25. The biological activity of these suspensions was assessed 

against three different cell lines: a healthy human bronchial epithelium cell line (BEAS-2B) and two human 

lung cancer cell lines (A549 and NCI-H460). 

1.3.1. Cytotoxicity and internalization evaluation on healthy cell line 

The influence of the peptide length on the cytotoxic activity was investigated in a human bronchial epithelium 

cell line (BEAS-2B) and the results were compared with the free p54. First of all, a cell viability assay was 

performed using a MTT assay after 24 hours of treatment with various concentrations and showed no 

significant difference between CPP-p54 suspensions and free p54 (Figure 5A). All the IC50 values were in the 

same range and no tendency was observed in function of the peptide length. Moreover, no specificity of RLW 

was observed, even if this peptide was supposed to less enter than Argn-p5420. This could be a result of the 

N-ter modification of the RLW peptide, due to the covalent linkage between RLW and p54: in literature, this 

specificity has only been proven with free RLW or after a C-ter conjugation34. Even if the specificity 

mechanism is not known, this study raised the importance of the terminal amine. 

In order to go deeply, the cell internalization was quantified by ICP-MS, by directly following the iron FeII 

(56Fe) from the ferrocifen moiety. Compared with traditional methods using fluorescent dyes, where we 

never know if a leak of the dye or a destabilization of the nanosystem35,36 could happen, here self-assemblies 

are observed as is. An ICP-MS method has been performed at different time points and showed that the 

higher internalization percentage was obtained after 24 h (Figure 5B). Furthermore, for polyarginine, the 

peptide length had an impact on the internalization: an increase of the internalization was observed when 



  

the peptide length increased, in accordance with literature22,37. Free p54 was not able to enter in cells without 

the presence of CPP, even after 24 h. However, its IC50 was closed to the Arg9-p54 one, suggesting different 

mechanisms of action. In fact, free p54 could disturb the cell membrane while Arg9-p54 suspension could act 

intracellularly through known ferrocifen mechanisms14,15.  

 

Figure 5. Biological activities of CPP-p54 suspensions on BEAS-2B cell line. (A) Cell viability assay with corresponding IC50 
(n=3) and (B) internalization quantification by ICP-MS (n=1). 

1.3.2. Cell viability and internalization quantification on lung cancer cells 

The same experiments were performed on two different non-small-cell lung cancer cells lines:  A549, an 

adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cell line and NCI-H460, a large-cell carcinoma line. 

A comparison of the biological activity of p54 alone and drugs that are usually used in clinic (paclitaxel and 

cisplatin) revealed that p54 was not very active alone in terms of IC50
38–40

. Viability assay performed on A549 

showed that the peptide length had an impact on the toxicity: an increase of the peptide length resulted in 

increased the Argn-p54 suspension toxicities (Figure 6A). In fact, Arg9-p54 was more efficient than the other 

suspensions. However, no statistically significant difference was observed between suspensions and free 

p54. In order to see if the toxicity was linked to the cell internalization, ICP-MS was performed on A549, at 

several treatment times (2 h, 6 h and 24 h). The percentage of internalization observed was lower than 20 % 

for all suspensions, even after 24 h of treatment (Figure 6B). Additionally, these experiments confirmed the 

non-specificity of the RLW peptide, when this CPP is covalently link to the ferrocifen moiety. Moreover, these 

results highlighted again the important role of the CPP for the ferrocifen internalization. Interestingly, the 

lowest IC50 obtained for Arg9-p54 suspension did not show any difference in terms of cell uptake, compared 

with the other Argn-p54 lengths. This result proved again that an improved in vitro biological activity is not 

only due to a better cell internalization and could be explained by the potential different nature of 



  

internalization pathways between the self-assemblies, leading or not to an inactivation of the drug once 

internalized41.  

These results were confirmed on NCI-H460 cells. In fact, the same trend was observed for the peptide length 

and RLW efficacy: Arg9-p54 suspension has shown to be the most efficient (Figure 6C). However, free p54 

had a very high IC50, which was statistically different from conjugates. For this cell line, ICP-MS experiments 

were in accordance with the IC50 obtained, with a higher percentage of internalization for Arg9-p54: with this 

suspension, it was possible to increase the internalization of p54 by a factor 7 after 24 h of treatment (Figure 

6D).  

 

Figure 6. Biological activities of CPP-p54 suspensions on two lung cancer cell lines. (A) Cell viability assay on A549 cell 
line (n=4), (B) internalization quantification results obtained in A549 cell line by ICP-MS (n=1), (C) cell viability assay on 
NCI-H460 (n=4) and (D) internalization quantification results obtained in NCI-H460 cells (n=1). The significance value 



  

was calculated using a Mann-Whitney test *p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.005. n=4. Statistical analysis was performed 
using p54 as reference. 

1.4. Co-nanoprecipitation of CPP-p54/PEG-p54  

Regarding to the in vitro results obtained for CPP-p54, Arg9-p54 was chosen to study the co-nanoprecipitation 

with PEG-p54. In fact, in order to overcome the polycation dilemma42, to protect the peptide, evade detection 

by macrophages43 and to cross the mucus44, the idea was to incorporate PEG in the structure of self-

assemblies. Suspensions with different molar ratios of CPP-p54/PEG-p54 were formulated: 10/1, 2/1, 1/1 and 

1/2. Self-assemblies obtained were characterized by DLS (Figure 7). Self-assemblies of PEG-p54 alone were 

obtained with a size of 146 nm.  A slight increase of the size was observed with the incorporation of PEG-p54 

in the Arg9-p54 nanostructures. In fact, particles with a size of 203 nm were obtained with the larger amount 

of PEG-p54 (Arg9-p54/PEG-p54 : 1/2). However, a decrease in suspension stability was observed with an 

increase of the molar ratio of PEG-p54: a precipitate was clearly observed and the DLS measurement was 

only performed on the part in suspension (Figure S1 in the Supporting Information).  

 

Figure 7. Features of Arg9-p54/PEG-p54 suspensions obtained by DLS. PDI is the particle size polydispersity index. 

1.4.1. Biological activity of Arg9-p54/PEG-p54 suspensions: viability assay and internalization 
quantification 

In this part, all the results were expressed in function of the p54 concentration, knowing that the molar ratio 

between Arg9 and p54 is 1/1, as for PEG-p54 conjugate.  

Viability assays were performed on healthy cell line (BEAS-2B cells) and on lung cancer cells (NCI-H460). A549 

cell line was not used due to the fact that these cells were resistant to p54 (Figure 6). 

Suspension toxicities on BEAS-2B cell line were shown in Figure 8A. Interestingly, PEG-p54 suspension 

(without Arg9) had an effect on cell viability with an IC50 closed to Arg9-p54 (31 µM for PEG-p54 and 26 µM 

for Arg9-p54). Moreover the incorporation of PEG-p54 in the structure of self-assemblies had no impact on 

the cytotoxicity.  



  

On NCI-H460, the presence of PEG had a significant impact on the IC50 values: higher IC50 was obtained with 

a higher amount of PEG, assuming that PEG could hide CPP, causing a decrease of the biological activity45–48 

(Figure 8B). In fact, PEG could shield the cell penetrating peptide feature of Arg9-p54, resulting in a decrease 

of cell internalization. Moreover, it is known that PEG decreases the cell uptake49,50. It is important to note 

that no toxicity was observed for PEG-p54 alone in this range of concentration and the highest IC50 was 

obtained for the suspension containing the highest amount of PEG (Arg9-p54/PEG-p54 : 1/2). Moreover, all 

the results obtained for Arg9-p54/PEG-p54 suspensions were statistically significant compared to free p54. 

The internalization quantification was also investigated with Arg9-p54/PEG-p54 suspensions (10/1 and 1/2) 

and PEG-p54 suspension, on NCI-H460 cells (Figure 8C) after 2, 6, and 24 hours. As it was shown, almost the 

same percentage of internalization (lower than 14 %) was obtained. According to these results, different cell 

internalization pathways could be hypothesized.  



  

 

 

Figure 8. Biological activities of Arg9-p54/PEG-p54 suspensions at different molar ratios. (A) Cell viability assay on BEAS-
2B cell line (n=3), (B) cell viability assay on NCI-H460 (n=3) and (C) internalization quantification results obtained in NCI-
H460 cells (n=1). The significance value was calculated using a Mann-Whitney test *p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.005. 
n=3. Statistical analysis was performed using p54 as reference.  

1.4.2. Internalization pathways  

To define whether a particular pathway (clathrin, caveolin-coated pits and macropinocytosis) could be used 

by the selected conjugate (Arg9-p54 suspension) to penetrate in BEAS-2B or A549 cells, the cellular uptake 

mechanism was investigated after 24 hours. Cells were pre-treated with different uptake inhibitors. Methyl-

β-cyclodextrin (MβCD) was used to perturb the formation of both clathrin-coated pits and caveolin-coated 

endocytic vesicles51–53. Chlorpromazine hydrochloride (Chlorpr.) has been reported to inhibit clathrin-



  

dependent endocytosis52,54 and nystatin (Nys.) was used to inhibt caveolin-dependent endocytosis55. 

Additionnaly, treated cells were incubated at 20 °C to discriminate active from passive pathways. Results are 

reported in Figure 9A for BEAS-2B and Figure 9B for A549. 

 

Figure 9. The Arg9-p54 suspension internalization in (A) BEAS-2B (n=1) and (B) A549 cells (n=1). Cells were pre-treated 
with 10 µM methyl-β-cyclodextrin (MβCD), 50 µM chlorpromazine (chlorpr.) and 27 µM nystatin (nys.) during 30 min. 
Then, they were incubated with 5 µM of Arg9-p54 suspension during 24 h. Control: untreated. 20 °C: untreated with 
inhibitors and incubated with 5 µM of Arg9-p54 suspension during 24 h at 20 °C. Cellular uptake was assessed by ICP-
MS analysis and percentage of internalization was determined comparatively with control.  

ICP-MS analysis revealed that the uptake was strongly reduced in A549 and BEAS-2B cells at 20 °C, meaning 

that the internalization of Arg9-p54 was temperature and energy dependent. This result highlighted that self-

assemblies penetrated in cells mainly through an active internalization pathway, rather than diffusion across 

cell membrane. Moreover, MβCD inhibits the self-assemblies uptake by 85 % in BEAS-2B cells and 68 % in 

A549, showing that the entry was performed through clathrin and caveolin-dependent endocytosis. To 

further confirm these results, chlorpromazine and nystatin were used. When healthy cells (BEAS-2B) and lung 

cancer cells (A549) were treated with these inhibitors, Arg9-p54 self-assembly uptake was affected. Results 

obtained confirmed that the uptake occurs mainly via clathrin and caveolin-dependent endocytosis. In both 

cell lines, clathrin-dependent endocytosis would appear as the preferred pathway for Arg9-p54 self-

assemblies. Usually, direct penetration is suggested for the free peptide Arg9
56

 but it was also demonstrated 

in several other studies that arginine rich CPP could penetrate through endocytic pathways even if this 

peptide was covalently linked to a cargo molecule57–60. It is important to note that the nature of the cells as 

well as the presence and cargo type may impact the uptake mechanism used by the CPP61. 

The difference of biological activities and internalization between CPP-p54 suspensions and CPP-p54/PEG-

p54 suspensions could be explained by the difference of metabolites produced. The p54 could produce 

reactive oxygen species and quinone methide with CPP or PEG covalently linked (Figure 10). However, the 

potential degradation of p54 could change, function of the internalization pathways. 

  



  

 

Figure 10. Chemical structure of the quinone methide obtained with CPP-p54 and PEG-p54. 

1.5. Preliminary in vivo study 

The antitumor activity of Arg9-P54/PEG-P54 : 10/1 suspension was assessed in vivo in a NCI-H460 

subcutaneous xenograft model in nude mice27. First of all, the mice weight curve over the treatment period 

showed that no toxicity of Arg9-P54/PEG-P54 10/1 suspension was observed (Figure S3). Treatment was 

administrated through the intratracheal route at day 9 and day 12. The tumor evolution for each group 

(control and treated mice) was plotted in Figure 11.  

 

Figure 11. Tumor volume evolution on an orthotopic lung cancer murine model. Mice were injected with NCI-H460 in 
Matrigel at day 0. At day 9 and 12, mice were treated through the intratracheal route with physiological water or with 
Arg9-P54/PEG-P54 10/1 suspension (red arrows). The tumor size evolution was analyzed by MRI at day 9, 12, 15, 20 
and 23. The number of animals used for each group was 3. 

Tumor volumes increased dramatically for mice treated with physiological water (control group). 

Interestingly, Arg9-P54/PEG-P54 10/1 suspension treatment markedly delayed the tumor growth compared 

to the control group. As a result, the hampered tumor growth rate led to an impressive low tumor volume at 
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day 23 compared to untreated mice. To conclude on this preliminary in vivo study, the intratracheal 

administration route28–30 allowed the suspension Arg9-p54/PEG-p54 to be sprayed directly into the lung. A 

decrease in tumor volume was observed without any sign of toxicity. In order to complete this study, the 

same in vivo experiments will be performed with p54 alone. However, this molecule being hydrophobic, a 

surfactant will have to be used. Moreover, in order to prove the benefit of the lung delivery, an intravenous 

administration will have to be done.   

Conclusion  

In this work, it has been described for the first time the self-assembly of CPP-ferrocifen co-nanoprecipitated 

with PEG-ferrocifen. Through this study, we have demonstrated that it was possible to improve the action of 

p54 (until 9 times in vitro with Arg9-p54 suspension on NCI-H460 cells) by increasing the percentage of 

internalization thanks to CPP and self-assembly. The incorporation of PEG allowed to shield the cationic 

character of CPP, resulting in a decrease of cell internalization. However, it was possible to play on the molar 

ratio between CPP-p54 and PEG-p54 in order to improve the biological activity. The innovative method used 

to quantify the internalization allowed to follow directly the iron of the ferrocifen moiety without any 

disruption of the self-assembly structure. To go deeper, it could be interesting to investigate the structure of 

p54 metabolites. Moreover, the in vitro results revealed that RLW did not show any specificity to lung cancer 

cells, contrary to what was described in literature. Finally, the in vivo study revealed an impressive delay in 

the tumor growth, after intratracheal administration of the Arg9-P54/PEG-P54 10/1 suspension, proving that 

this nanosystem is really promising. The nanoplatform set up in this project could even be modulated by 

playing on the peptide sequence used in order to have a better specificity, ferrocifen driving the self-assembly 

process17.  

  



  

2. Materials and methods 

2.1. Materials 

Polyethylene glycol (HO-PEG-COOH, MW 2kDa) was purchased from Creative PEGWorks (USA). 

Dimethylformamide (DMF), trifluoroacetic acid (TFA) and acetonitrile (ACN) were obtained from Thermo 

Fisher Scientific (USA). All amino acids derivatives, hexafluorophosphate (HBTU) and diisopropylethylamine 

(DIEA) were purchased from Iris Biotech GmbH (Germany). Phenol was collected from Merck KGaA 

(Germany). Diethyl ether, LC-MS grade water and ULC/MS grade ACN were purchased from Biosolve (France). 

Deionized water was obtained from a Milli-Q plus system (Merck-Millipore, Germany). Ferrocifen was 

provided by PSL Chim ParisTech (France). Formic acid, acetone and pyrene were obtained from Sigma-Aldrich 

(France).  

A549, NCI-H460 and BEAS-2B (ATCC® CRL9609™) cell lines were obtained from the American Type Culture 

Collection (USA). Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) medium was purchased from LGC Standards 

(France). BEGMTM Bronchial Epithelial BulletKitTM containing BEBMTM Bronchial Epithelial Cell Growth 

Basal Medium (CC-3171) and BEGMTM Bronchial Epithelial Cell Growth Medium SingleQuotsTM 

Supplements and Growth Factors (CC-4175) were purchased from Lonza (Switzerland). Fetal bovine serum 

(FBS), penicillin, streptomycin and phosphate-buffered saline (PBS) were obtained from Gibco (Fisher, 

France). Amphotericin B was obtained from PAA Cell Culture Company (Fisher, France). MTT (3-(4, 5-

dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide)), Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) and dimethyl 

sulfoxide (DMSO) were purchased from Sigma-Aldrich (USA). Trypsin-EDTA 10X was obtained from Biowest 

(France).  

2.2. Conjugate synthesis and characterization 

2.2.1. Synthesis and purification 

CPP-p54 were synthesized according to the previous study17. The ferrocifen molecule was conjugated with 

the PEG moiety using the same strategy than for CPP-p54. In order to activate the carboxylic acid function, 

the ferrocifen p54 (5 equiv.), containing a carboxylic acid function, was solubilized with HBTU (5 equiv.) in 

DMF. After 30 min, DIEA (10 equiv.) was added to the coupling mixture and immediately after, PEG in DMF 

(5 µM) was incorporated in the solution. The reaction was stopped after 2 h and DMF was removed by rotary 

evaporator.  

The obtained oil was then purified by semi-preparative reversed phase high-performance liquid 

chromatography (RP-HPLC) using a Waters (France) instrument. Purification was performed at room 

temperature using SymmetryPrep C8 column (250 x 30 mm) with 7 µm particle and 100 Å pore size. Eluent 

(A) was 0.1 % TFA in water while eluent (B) contained 0.1 % TFA in ACN. A gradient elution was used with a 

flow rate of 3 mL/min and an injection volume of 1 mL (Table 1). Peaks were detected at a wavelength of 450 



  

nm (detection of the ferrocene part). The crude oil was solubilized in 90 % (A) and 10 % (B) at a concentration 

of 4 mg/mL. The sample was vortexed and sonicated prior to injection.  

Table 1. Gradient elution of the RP-HPLC method for the purification of PEG-p54. 

Time (minutes) Flow (mL/minutes) Phase A (%) Phase B (%) 

0 3 97 3 
26 3 25 75 
40 3 10 90 
42 3 10 90 
43 3 97 3 
50 3 97 3 

Notes: Phase (A) contained 0.1 % TFA in water and phase (B) 0.1 % TFA in ACN 

2.2.2. Characterization  

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy. 1H NMR spectra were recorded in deuterated dimethyl 

sulfoxide at 400 MHz in the FT mode with a Bruker 500MHz AVANCE III HD spectrometer (Wissembourg, 

France) equilibrated at 25 °C. Spectra were analyzed using the software MestReNova®. 

Mass spectrometry (MS). Matrix-assisted laser-desorption ionization time-of-flight (MALDI-TOF) spectra was 

recorded by using a Bruker Biflex III spectrometer with a wavelength laser of 337 nm. 2-[(2E)-3-(4-tert-

Butylphenyl)-2-methylprop-2-enylidene]malononitrile (DCTB) was used as a matrix. Positive ion spectra was 

acquired in linear mode, PEG-p54 was solubilized in dichloromethane prior to acquisition.  

Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC). An UPLC-UV method was developed to quantify the 

purity of PEG-p54. The apparatus consisted of an UPLC Acquity H-Class Bio (Waters, France) composed of a 

quaternary solvent manager, a sample manager, a photo diode array detector and a column manager. The 

system was managed by Empower®3 software (Waters). The column used was an Acquity®UPLC BEH C18 100 

x 2.1 mm, 1.7 μm (Waters). The mobile phase was composed of a mixture of 0.1 % TFA in water (A) and 0.1 

% TFA in ACN. Flow rate was 0.2 mL/min and injection volume was set to 10 μL. Detection was performed at 

450 nm. The purified product was dissolved in 95 % (A) and 5 % (B) at a concentration of 1 mg/mL.  

Table 2. Gradient elution of the UPLC-UV method. 

Time (minutes) Flow (mL/minute) Phase A (%) Phase B (%) 

0 0.2 95 5 
5 0.2 78 22 
10 0.2 78 22 
15 0.2 0 100 
20 0.2 0 100 
21 0.2 95 5 
25 0.2 95 5 

Notes: Phase (A) contained 0.1 % TFA in water and phase (B) 0.1 % TFA in ACN 

Critical aggregation concentration (CAC). The critical aggregation concentration (CAC) was determined as 

reported previously using pyrene as a fluorescent probe17. To this end, 6 µL of pyrene stock solution in 



  

acetone (50 µM) was added into tubes. Then, acetone was evaporated in dark condition. Different suspension 

of PEG-p54 with a concentration ranging from 0.5 to 2000 µM were added into tubes and mixed overnight 

at 37°C in order to have a final pyrene concentration of 1 µM. After 30 min of equilibration at room 

temperature, a fluorescence spectrophotometer (Fluoromax-4, Horiba, Japan) was used to measure the 

fluorescence intensities of pyrene at an excitation wavelength of 336 nm. The emission spectra were 

recorded in the range 350-500 nm. The slit opening for the excitation was set at 1 nm and 3 nm for the 

emission. Intensity ratios of pyrene at I372/I382 (I1/I3) were plotted against the log of the concentration and 

results were fitted by a Boltzmann-type sigmoid. The CAC value was determined as the first sharp decrease 

point62.  

2.3. Self-assembly formulations and characterization 

2.3.1. Formulation protocol 

Co-nanoprecipitation of CPP-p54 and PEG-p54 was performed using a solvent displacement method17.  To 

achieve this, CPP-p54 and PEG-p54 were solubilized in acetone at different molar ratio of CPP-p54/PEG-p54. 

The CPP-p54 concentration in acetone was kept at 3 mg/mL. For the suspension Arg9-p54/PEG-p54 10/1, 

Arg9-p54 and PEG-p54 were solubilized in acetone at a concentration of 1.6 mM and 0.16 mM respectively. 

This organic mixture was then added in a mixing chamber (IDEX U-466-02, USA) at a flow rate of 300 µL/min 

with a syringe pump (Harvard Apparatus PHD 2000 infusion, USA). At the same time, water was added at a 

flow rate of 1200 µL/min with a second syringe pump (Harvard Apparatus PHD Ultra, USA). In fact, the 

individual flow rates of each channel were selected to have an acetone/water volume ratio of 4 for all 

experiments. The organic solvent was then removed using a rotary evaporator.   

2.3.2. Self-assembly characterization 

Dynamic Light Scattering (DLS). Hydrodynamic diameter (Z-average size) and particle size polydispersity (PDI) 

were determined by dynamic light scattering on a Zetasizer® Nano serie DTS 1060 (Malvern Instruments S.A., 

UK) at a scattering angle of 173°. Three consecutive measurements were performed for each sample. 

Cryogenic Transmission Electron Microscopy (Cryo-TEM). The morphology of self-assemblies was observed 

by Cryo-TEM (Tecnai G2 Sphera - FEI) electron microscope, at the Microscopy Rennes Imaging Center 

(Biogenouest, Rennes). 4 µL of the (10 mg/mL) suspension was deposited on the surface of a carbon-coated 

copper grid. This gird was held under controlled humidity and temperature conditions by tweezers on a 

guillotine device. The excess of solution was then removed using a filter paper. Afterward, the plunger was 

allowed to drop into the liquid ethane in order to vitrify the sample. The gird was then transferred to a 

cryosample holder. Observations were made at an accelerating voltage of 200 kV under low electron dose. 



  

2.4. Stability of conjugates in biological medium 

CPP-p54 were solubilized in ethanol (16 mg/mL) and the organic solution was diluted in RPMI medium to 

have a final concentration corresponding to the highest concentration used in vitro. Then the solution was 

kept in the incubator at 37°C and analyzed after 0, 2, 6 and 24 hours using mass spectrometry. To this end, a 

LC-MS/MS method was developed on an Alliance® 2695 system (Waters) with a 150 × 2.0 mm, 5 μm 

Uptisphere C18 5ODB column (Interchim, France). The mobile phase consisted of a mixture of (A) 0.1 % formic 

acid in water and (B) 0.1 % formic acid in ACN. A gradient elution of 20 min (Table 5), a flow rate of 0.2 mL/min 

and an injection volume of 5 μL were used. The total HPLC effluent was injected into a Quattro Micro®triple 

quadrupole mass spectrometer (Waters, France). Ionization was achieved using electrospray in negative and 

positive ion mode in the m/z 300 – 2048 range (full scan acquisition). Two cone energy values were used: 30 

and 90 V to optimize the acquisition. A photo diode array detector was used to detect the ferrocifen moiety 

at a detection wavelength of 450 nm. 

Table 3. Gradient elution of the LC-MS/MS method for CPP-p54 conjugates. 

Time (minutes) Flow (mL/minute) Phase A (%) Phase B (%) 

0 0.2 95 5 
1 0.2 95 5 
3 0.2 0 100 
10 0.2 0 100 
11 0.2 95 5 
20 0.2 95 5 

Notes: Phase (A) contained 0.1 % TFA in water and phase (B) 0.1 % TFA in ACN 

2.5. In vitro cell viability  

The toxicity of self-assemblies was compared to free ferrocifen p54 on the human lung adenocarcinoma cells 

(A549), human large-cell lung carcinoma (NCI-H460) and human lung epithelial cells (BEAS-2B). A549 and NCI-

H460 cells were maintained in  Roswell  Park  Memorial  Institute  1640  (RPMI) medium  containing  10 %  

fetal  bovine serum  (FBS) and 1 % antibiotics. BEAS-2B cells were maintained in Bronchial Epithelial Cell 

Growth Basal Medium with all the additives as recommended by the supplier. Each cell line was maintained 

in a humidified incubator with an atmosphere containing 5 % CO2 at 37°C. BEAS-2B cells were subcultured 

once a week, while A549 and NCIH460 twice a week, using 0.25 % trypsin in EDTA (dilution 1:6 in HBSS). The 

cell viability was determined with a colorimetric assay using succinate dehydrogenase activity of viable cells 

by the reduction of the yellow colored tetrazolium salt, 3-(4,5-dimethylth-iazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide to a purple colored formazan crystal (MTT assay). Briefly, cells were plated in 96-well plates at 

densities of 10x103 cells/well (A549), 10x103 cells/well (NCI-H460) and 20x103 cells/well (BEAS-2B). After 24 

h, cells were treated for 24 h with different concentrations (Tables 3 and 4) of the self-assemblies. Then cells 

were incubated for 3 h with MTT solution (0.5 mg/mL in RPMI or BEBM medium). The medium was removed 

and DMSO (100 µL/well) was added to solubilize formazan crystals. Samples were finally analyzed with 



  

absorbance detection at 580 nm on a plate reader (SpectraMax® M2 System, Molecular Devices, UK). Th!e 

control was performed with cells cultured with medium, without any treatment. Four independent 

experiments were conducted for CPP-p54 and three independent experiments for CPP-p54 : PEG-p54, each 

with triplicate samples. The half maximal inhibitory concentration (IC50) was determined from the dose-

response curve. No toxic effect was observed for free peptides. 

Table 4. Range of concentrations of CPP-p54 suspensions and ferrocifen used for in vitro viability assay function of the 
cell line. 

Products Arg6-p54 Arg7-p54 Arg8-p54 Arg9-p54 RLWp54 p54 
Range of 

concentrations 
on BEAS-2B  

(µM) 

0.07-356.20 0.06-320.55 0.06-291.39 0.05-267.09 0.04-204.32 0.2-1067.7 

Range of 
concentrations 
on A549 (µM) 

0.07-498.7 0.64-448.8 0.58-396.3 0.05-373.9 0.04-286.1 0.21-1067.7 

Range of 
concentrations 

on NCI-H460 
(µM) 

0.07-213.72 0.064-192.3 0.058-174.8 0.53-160.25 0.41-204.3 
0.21-
1345.29 

 
Table 5. Range of concentrations of CPP-p54/PEG-p54 suspensions and PEG-p54 suspension used for in vitro viability 
assay function of the cell line. Concentrations are expressed in function of p54. 

Products 
Arg9-p54/PEG-

p54 
10/1 

Arg9-p54/PEG-
p54 
2/1 

Arg9-p54/PEG-
p54 
1/1 

Arg9-p54/PEG-
p54 
1/2 

PEG-p54 

Range of 
concentrations 

(µM) 
0.052-260.92 0.052-244.88 0.052-236.08 0.045-227.33 0.042-211.6 

 

2.6. Internalization quantification 

Briefly, cells were incubated in 24-well plates at densities of 40x103 cells/well (A549), 40x103 cells/well (NCI-

H460) and 70x103 cells/well (BEAS-2B) during 24 h. Then, cells were treated with self-assemblies at a 

concentration below the IC50 values. After different exposure times (2 h, 6 h and 24 h), medium was removed 

and cells were washed twice with PBS before being harvested by trypsinization and counted. Cells lysis was 

performed using sonication during 30 min. Finally, cellular uptake of self-assemblies was quantified by 

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS) method (7500A, Agilent and Elan DRC-e, 

PerkinElmer) trough the quantification of iron (56Fe) in cells. Plasma torch argon purity was higher than 

99.999 % (Linde gas). Water was purified using a MilliQ reference A+ system (Millipore). All element standard 

solutions (Certiprep spex) were purchased from Horiba. The results obtained were expressed as a percentage 

of internalization according to the following equation:  



  

% 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 =  𝐶𝐹𝑒,𝑛𝑎𝑛𝑜 − 𝐶𝐹𝑒−𝐶𝐹𝑒+ −  𝐶𝐹𝑒−  𝐶𝐹𝑒,𝑛𝑎𝑛𝑜 (µg/cell): iron concentration in treated cells with self-assemblies. 𝐶𝐹𝑒−  (µg/cell): iron concentration in non-treated cells. 𝐶𝐹𝑒+  (µg/cell): maximal iron concentration (function of the conjugate used). 

2.7. Internalization pathways  

To study the internalization pathways of self-assemblies, different inhibitors were used. Cells were incubated 

in 24-well plates at a densities of 40x103 cells/well (A549) and 70x103 cells/well (BEAS-2B) during 24h. Then, 

cells were treated with inhibitors for 30 min at 37°C. 10 µM of methyl-β-cyclodextrin (MβCD), 50 µM of 

chlorpromazine (chlorpr.) and 27 µM of nystatin (nys.) were used to inhibit clathrin and caveolin-dependent 

endocytosis. Cells were then treated for 24 h at 37°C with suspension at a concentration of 5 µM (same 

concentration than the one used for the internalization quantification). To discriminate active to passive 

uptake, cells were treated with the suspension and incubated 24 h at 20 °C. Cells were then washed twice 

with PBS, collected after trypsinization and counted. Cells lysis was performed using sonication during 30 

min. Finally, cellular uptake of self-assemblies was quantified by ICP-MS and expressed as a percentage of 

internalization (see section 4.c. for more details). 

2.8. In vivo experiments 

2.8.1. Animals 

Female nude mice Rj: NMRI-Foxn1 nu/nu of 7 weeks (JANVIER LABS, Saint Berthevin, France) were housed in 

the Angers University Hospital animal facility. They were provided with food and water and followed a regular 

12-hour day/night cycle. After a week of acclimatization, the animals were used for percutaneous 

intrapulmonary lung cell cancer administration and intratracheal administration. Animal experiments were 

performed while respecting the ethics and regulation of animal experimentation (authorization no. 

201805281630885). 

2.8.2. Preparation of the Matrigel solution 

Matrigel is a basement membrane matrix preparation extracted from Engelbreth-Holm-Swarm mouse 

sarcoma (ECM Gel from Engelbreth-Holm-Swarm murine sarcoma, Sigma, E6909). It was mixed with the cells 

suspension in order to improve their attachment to the lung tissue and favor the formation of a mass. The 

received product was stocked at -80°C, and placed at 4 °C, 24 hours before its use. The received Matrigel 

solution (with an initial concentration of 8-12 mg of protein/mL) was diluted 1/3 v/v in HBSS with calcium 

and magnesium before mixing with cells. 



  

2.8.3. Preparation of cell suspension for its injection 

The human lung cancer cell line NCI-H460 was chosen to induce primary human lung cancer in nude mice. 

The cells received at least two passages between thawing and their injection (same media and multiplication 

time mentioned before were respected). 24 h before the injection of the tumor cells, the Matrigel and the 

HBSS were stored at 4 °C, the Eppendorfs, the tips of pipettes and the syringes were stored at -20 °C in order 

to avoid any Matrigel gelification before the injection. On the day of injection, 35 µL of 106 NCI-H460 cells in 

HBSS with calcium and magnesium was mixed with 35 µL of a solution of Matrigel® diluted as previously 

described in cold HBSS with calcium and magnesium. The mixing was performed in an ice bath at 4°C so to 

keep the Matrigel® in a liquid form. The mice were anesthetized by a continuous air flow (0.5–0.8 L/min) and 

20 % isoflurane, placed on their ventral side on a heating support to preserve their corporal temperature. 

The cells suspension prepared was slowly injected (7-10 seconds to inject 70 µL in order to allow the 

gelification of the Matrigel® inside the lung) percutaneously using a syringe27 into the left lateral thorax, 3 

mm above the line separating the lung from the liver. The needle was inserted 4 mm into the thorax and was 

quickly removed after the injection. Once the injection done, the mouse was waked up from the anesthesia 

and observed until total recovery. The mice weight, their behavior, respiratory rate and the response to 

normal stimulus were regularly checked. 

2.8.4. Intratracheal administration  

9 days after the injection of the tumor cells, an administration, via intratracheal route, has been performed30. 

Two different compounds have been nebulized: the Arg9-p54/PEG-p54 (10/1 molar ration) at a concentration 

of 2 mg/mL for the mice designed as “treated”. And physiological water for mice designed as “control”.  

Mice were anesthetized by a continuous air flow (0.5–0.8 L/min) and 20 % isoflurane. The mice were fixed 

on an inclined support: it allowed visualizing the trachea of the mouse once its moth is opened and the 

tongue is moved away from the field of vision. A laryngoscope was used to open the animal’s mouth and to 

take the tongue out of the way of vision. Once the trachea is clear, the syringe was introduced between the 

two vocal cords, and the injection was performed. 

In order to create an aerosol and mimic the nebulizer, a micro-sprayer system was used (High pressure 

syringe), allowing to create microdrops of the compound, dispersing into the two lungs via an aerosol. The 

volume nebulized was of 50 µL.  

When the nebulization is over, the animal was waked up on a heating support and his behavior was carefully 

controlled until perfect recovery. Two nebulizations has been performed: at day 9 and day 12 after the 

injection of the tumor cells. Finally the tumor size evolution was analyzed by MRI.  

MR imaging was performed using a 7T scanner (Biospec 70/20 Avance III, Bruker Wissembourg, France) 

equipped with BGA12S gradient system (675 mT/m) and a 35 mm diameter resonator. For the duration of all 

MR experiments under isoflurane anaesthesia, animal temperature was regulated by a heated water-



  

circulating system. After a set of scout images, restropectively gated T1-weighted images were acquired to 

follow the volume of tumours using an IntraGate® FLASH 3D sequence (TR = 110 ms; TE = 1.6 ms; α = 50°; 

FOV = 25 x 25 mm; matrix = 192 x 192; nine slices of 0.7 mm). 
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Supplementary Section S1: 1H NMR analysis of PEG-p54. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) :  2.30 (t, 2 H, CH2 of p54), 2.73 (t, 2 H, CH2 of p54), 3.51 (s, 185H, CH2 of 

PEG), 3.83 (t, 2H, C5H4 of p54), 4.09 (t, 2H, C5H4 of p54), 4.12 (s, 5H, Cp of p54), 6.61 (d, 2H, C6H4 of p54), 

6.71 (d, 2H, C6H4 of p54), 6.77 (d, 2H, C6H4 of p54), 6.97 (d, 2H, C6H4 of p54), 9.28 (s, 1H, OH), 9.34 (s, 1H, 

OH), 12.01 (s broad, 1H, OH). 

Supplementary Figure S1: Pictures of (A) PEG-p54, (B) Arg9-p54 : PEGp54 1/2 and (C) Arg9-p54 

suspensions after 6 days at 4 °C. 

 

Supplementary Figure S2: Spectra obtained by LC-MS/MS after different incubation times of PEG-p54 in 

RPMI medium (A) 0 h, (B) 4 h, (C) 7 h, (D) 24 h and (E) 48 h.  
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Supplementary Figure S3: Mice body weight curve obtained during 23 days for the 6 mice. 
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Cette étude s’est intéressée à l’activité biologique des suspensions CPP-p54 et à l’impact de l’incorporation 

du PEG-p54 dans la structure des auto-assemblages. Nous avons démontré que l’activité du ferrocifène 

pouvait être significativement améliorée en augmentant le pourcentage d’internalisation, grâce aux peptides 

pénétrants et à l’auto-assemblage (diminution de l’IC50 d’un facteur 9 grâce à la suspension Arg9-p54). 

L’incorporation de PEG dans la structure a entraîné une diminution de l’internalisation cellulaire. Cette 

diminution peut s’expliquer par le fait que les chaînes de PEG hydrophiles peuvent protéger et cacher les 

charges positives des CPP. Le ratio molaire CPP-p54/PEG-p54 a ainsi été optimisé afin d’améliorer l’activité 

biologique. Les résultats in vitro n’ont pas montré de spécificité du peptide pénétrant RLW contrairement à 

ce qui est décrit dans la littérature. Enfin, l’étude préliminaire in vivo a montré des résultats vraiment 

prometteurs avec une diminution du volume tumoral d’un facteur 3 grâce à la suspension Arg9-p54/PEG-p54 

(10/1).  

La plateforme mise en place dans ce projet pourra ainsi être modulée en jouant sur la séquence peptidique 

utilisée, tout en conservant les propriétés d’auto-assemblage des conjugués. 

Diagramme de phase 

Afin d’identifier les conditions permettant de contrôler au mieux la taille et la polydispersité des auto-

assemblages, le diagramme de phase du conjugué PEG-p54 a été étudié. Nous avons ainsi cherché à identifier 

les deux régions du diagramme de phase : le domaine Ouzo et le domaine SFME (Surfactant-Free 

MicroEmulsion). Pour cela, nous avons tout d’abord identifié la binodale, en déterminant visuellement la 

limite de solubilité du conjugué. La limite Ouzo a ensuite été déterminée en analysant la suspension par 

diffusion dynamique de la lumière (DLS), avant et après filtration (filtre avec pores de 0,45 µm).  L’intensité 

diffusée correspondant au nombre de photons détectés par seconde (DCR : derived count rate) est ensuite 

analysée : si ce nombre diminue après la filtration, cela signifie que nous sommes hors domaine Ouzo 

(agrégats avec un diamètre supérieur à 450 nm). Si le nombre de photons détectés après filtration est 

identique à celui détecté avant filtration, le point se situe alors dans le domaine Ouzo63. La figure 13 montre 

le diagramme de phase obtenu pour le PEG-p54. 

 



  

 

Figure 13 : Diagramme de phase obtenu pour le PEG-p54. La droite bleue représente la binodale. Les domaines Ouzo 
et SFME sont représentés ainsi que l’évolution du diamètre des nanoparticules en fonction de la concentration 
massique finale en PEG-p54 et de la fraction massique en acétone. 
 

Nous avons pu obtenir des auto-assemblages avec un diamètre compris entre 45 nm et 135 nm dans le 

domaine SFME et un diamètre compris entre 75 nm et 90 nm dans le domaine Ouzo. Comme décrit 

précédemment par Yan et al.63, nous avons constaté que le diamètre augmentait avec la fraction massique 

en acétone dans le domaine SFME et que celui-ci ne dépendait pas de la concentration massique en PEG-

P54. Au contraire, dans la zone Ouzo, le diamètre des auto-assemblages augmentait avec la concentration 

massique en PEG-p54. 

Lors des formulations des nanoparticules CPP-p54, les suspensions obtenues ont toujours été visuellement 

transparentes et nous avons donc supposé que nous étions dans le domaine SFME. Afin de conforter ce 

résultat, la détermination du diagramme de phase pour le conjugué Arg9-p54 a été entreprise. Des difficultés 

ont été rencontrées lors de la détermination du diagramme de phase pour le conjugué Arg9-p54 : la limite de 

solubilité du conjugué n’a pu être déterminée visuellement et la binodale n’a donc pu être construite. Il 

pourrait être intéressant d’étudier, par la suite, la formation de la binodale en analysant la turbidité de la 

suspension, grâce au spectrophotomètre à différents ratios acétone/eau. Par la suite, les diagrammes de 

phase obtenus pour le PEG-p54 et l’Arg9-p54 pourraient être superposés afin de prédire les conditions de 

formulation optimales, lors de la co-nanoprécipitation Arg9-p54/PEG-p54, permettant de se situer soit dans 

la zone Ouzo, soit dans la zone SFME. 
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Discussion générale  

1. Résumé des travaux 

Au cours des dernières années, le Pr. Jaouen et son équipe ont développé des molécules organométalliques 

anticancéreuses qui sont des dérivés de l’hydroxytamoxifène, dont un des groupements phényle est 

substitué par un groupement ferrocène [Fe(C5H5)2]1,2. Ces molécules, appelées ferrocifènes, ont démontré 

pouvoir agir par sénescence à de faibles concentrations et par apoptose ou réaction de Fenton à des 

concentrations plus élevées, via la production de ROS et d’un métabolite, la quinone méthide3. De plus, ces 

nouveaux composés présentent des effets antiprolifératifs considérables sur des lignées de cellules 

hormono-dépendantes mais également hormono-indépendantes4. Cependant, un inconvénient majeur à 

l’utilisation de ces molécules est leur caractère lipophile, ce qui nécessite une stratégie de vectorisation 

adéquate pour une possible administration in vivo. 

Dans ces travaux, nous avons proposé la conception d'une plateforme innovante afin de transporter les 

molécules de ferrocifènes. Ainsi, pour un même objet, trois stratégies ont été mises en œuvre, tout en 

limitant l’emploi d’excipients : l’utilisation de peptides pénétrants (CPP), la formation d’une prodrogue 

amphiphile et la potentielle auto-association en nano-objets. Nous avons pour cela synthétisé des conjugués 

amphiphiles (CPP-p54) formés de deux types de peptides pénétrants différents, Argn (n = 6 à 9) et RLW. Leur 

auto-assemblage dans l'eau ainsi que la caractérisation complète des nano-objets formés ont été étudiés. La 

diffusion de la lumière (DLS, NTA) et la microscopie électronique à transmission ont révélé une population 

d'objets d'environ 100 nm de diamètre et relativement monodisperse. Cependant, l'étude approfondie de la 

suspension par diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) et par diffusométrie RMN a démontré la 

présence d'une autre population de petits objets (2 nm de diamètre). Il a été démontré que ces petits auto-

assemblages représentaient in fine plus de 99 % de la matière. Cette première étude souligne l'importance 

et la complémentarité de chaque méthode de caractérisation. 

Dans un deuxième temps, l’objectif a été de tester cette plateforme d’auto-assemblages pour une application 

particulière : le traitement du cancer du poumon non à petites cellules (CPNPC) via la technique de 

nébulisation. L'activité biologique des nanovecteurs a donc été évaluée sur deux lignées de cellules 

pulmonaires cancéreuses (A549 et NCI-H460) et sur une lignée pulmonaire saine (BEAS-2B). La quantification 

de l'internalisation intracellulaire a été réalisée afin de caractériser la spécificité potentielle du peptide RLW. 

De plus, l'incorporation du polyéthylène glycol (PEG) dans la suspension Arg9-p54 a été effectuée à différents 

ratios molaires Arg9-p54/PEG-p54 et des analyses in vitro ont été menées. 

Nous avons démontré que l’activité du ferrocifène pouvait être nettement améliorée grâce à la suspension 

Arg9-p54 et que le ratio molaire optimal en PEG-p54 était le ratio 10/1 (Arg9-p54/PEG-p54). Enfin, les études 

préliminaires in vivo ont montré le potentiel thérapeutique de la suspension Arg9-p54/PEG-p54 (10/1) lors 



  

de son administration par nébulisation. En effet, une diminution du volume tumoral d’un facteur 3 a pu être 

observée. 

2. Caractérisation des auto-assemblages versus législation  

Malgré les recherches toujours plus importantes sur les nanoparticules à des fins thérapeutiques, la part des 

nanomédicaments sur le marché reste minime5. Parmi les études publiées dans la littérature, seulement 50 

candidats ont pu passer la « vallée de la mort », c’est-à-dire évoluer d’un stade de découverte universitaire 

vers un développement industriel pour une éventuelle mise sur le marché. Ce problème du développement 

industriel des nanomédicaments peut en partie s’expliquer par le manque de caractérisation physico-

chimique des objets obtenus. En effet, ces caractérisations sont primordiales pour pouvoir corréler les 

propriétés physico-chimiques aux effets biologiques et ainsi pouvoir prédire l’efficacité thérapeutique des 

nanomédicaments6–8. Il a ainsi été démontré qu’il était important de déterminer les propriétés physico-

chimiques (taille, stabilité, propriétés de surface et libération de la molécule active) post-formulation mais 

également dans les milieux biologiques. De plus, Dormont et al. ont mis en avant les défis rencontrés lors du 

passage au développement industriel9. Ils ont ainsi comparé deux lots de nanoparticules : l’un formulé à 

l’échelle du gramme au laboratoire, l’autre à l’échelle du kilogramme en industrie. Les auteurs ont montré 

qu’une différence de pureté, obtenue lors de la synthèse du conjugué adénosine-squalène à l’échelle 

industrielle, entraînait une modification des propriétés des nanoparticules (modification de la structure 

interne) et ainsi une modification de l’activité biologique.   

Nous avons ainsi pu soulever dans ce projet les difficultés rencontrées lors de la caractérisation d’un 

paramètre aussi essentiel que la taille des auto-assemblages, entraînant de nombreuses interrogations vis-

à-vis de la législation. En effet, la Commission Européenne définit un nanomatériau d’un point de vue 

purement législatif comme un objet dont la taille est inférieure à 100 nm. Mais à partir de quelle méthode 

cette taille doit-elle être déterminée ? Sur quelle(s) technique(s) doit-on baser les études ? La diffusion de la 

lumière est-elle suffisante pour obtenir des résultats fiables ? Dans ce contexte, l’institut américain du cancer 

(NCI) a mis en place un laboratoire national de caractérisation (NCL) qui travaille avec le laboratoire Européen 

de caractérisation des nanomédecines (EUNCL) afin d’élaborer des protocoles de caractérisation physico-

chimiques en accord avec la réglementation10. Tous les protocoles développés sont ainsi disponibles en 

ligne11,12.  

La stratégie élaborée s’articule autour de 3 étapes en fonction de la complexité des systèmes étudiés (figure 

14). Le plus souvent, les méthodes de fractionnement (comme l’ultracentrifugation), qui séparent les 

échantillons en fractions mono-dispersées, sont couplées à un système d’analyse approprié. 



  

 

Figure 14 : Stratégie développée par le NCI-NCL et l’EUNCL afin de mesurer la distribution en taille des auto-
assemblages : approche progressive en trois étapes en fonction de la complexité du système. Le but de chaque étape 
est décrit et des exemples de méthodes utilisées pour la caractérisation sont cités. 
DLS : diffusion dynamique de la lumière, NTA : analyse du suivi individuel des nanoparticules, AF4 : fractionnement 
d’écoulement de champ par écoulement asymétrique, MALS : diffusion de la lumière sous multiples angles, TEM : 
microscopie électronique à transmission, AUC : ultracentrifugation analytique, DCS : centrifugation à sédimentation 
différentielle, SAXS : diffusion des rayons X aux petits angles, RMN : Résonnance magnétique nucléaire. (Adapté de 
Caputo et al.)10.  

Nous avons pu constater, dans une étude récente qui analyse les dossiers présentés à la FDA de 1973 à 2015, 

que la DLS était la méthode la plus utilisée pour déterminer la taille des objets formés (méthode utilisée dans 

48 % des applications) suivie par la diffraction de la lumière (30 %) et la microscopie (14 %)6,10. La DLS, bien 

qu’étant une méthode rapide et peu coûteuse, a cependant été reconnue comme étant une technique à 

faible résolution qui doit donc être utilisée afin d’obtenir des résultats préliminaires. Cette méthode présente 

ainsi des limitations très importantes, notamment pour l’analyse d’échantillons polydisperses : l’intensité 

diffusée dépendant de la taille de l’objet à la puissance 6, un petit nombre de grosses particules (comme des 

poussières) peuvent ainsi masquer des objets majoritaires plus petits. Il est ainsi important, afin d’obtenir 

une caractérisation précise et réaliste des auto-assemblages, de multiplier et de combiner les méthodes de 

caractérisation5,7,13,14.  

Il se pose également la question des interactions des nano-objets avec le milieu biologique : la taille limite de 

100 nm définie par la Commission Européenne prend-elle en compte les interactions entre la surface des 

objets et les protéines présentes dans les milieux biologiques après administration ?  



  

3. Interactions protéines-nanoparticule : la couronne 
protéique 

La compréhension des interactions entre les nanoparticules et les molécules biologiques est une étape 

importante pour le développement des nanomédicaments. Le concept d’interaction de protéines à la surface 

des auto-assemblages, entraînant la formation d’une « hard protein-corona », a été de nombreuse fois 

discuté15–17. En effet, différentes études sur la composition de cette « hard protein-corona » montrent des 

résultats contradictoires. La complexité de la composition des milieux biologiques (avec plus de 3700 

protéines présentes à différentes concentrations) et l’étude des interactions qui se créent entre la surface 

des objets et les protéines sont des paramètres clés qui rendent l’étude d’autant plus complexe18. Cette 

couronne joue pourtant un rôle important sur le devenir biologique de la nanoparticule : elle peut modifier 

notamment l’internalisation des nanoparticules dans les tissus et les cellules16 et peut entraîner l’activation 

du système immunitaire19. La structure et la composition de la couronne varient en fonction de la nature de 

la nanoparticule. En effet, Orts-Gil et al. ont montré que la fonctionnalisation des nanoparticules avec du 

polyéthylène glycol entraînait une diminution de la quantité de protéines adsorbées ainsi qu’une 

modification de la composition protéique 20,21. Il est ainsi admis que les caractéristiques (taille, forme, charge, 

composition de la surface) des nanoparticules étudiées modulent les propriétés de la couronne 

protéique22,23. L’adsorption des protéines sur les nanoparticules est décrite via l’effet Vroman : dans un 

mélange complexe de protéines, une série d’étapes d’adsorption et de désorption sont généralement 

impliquées, au cours desquelles les protéines ayant une mobilité plus élevée (protéines de faible poids 

moléculaire ou à forte concentration) sont tout d’abord adsorbées puis remplacées par les protéines moins 

mobiles ou ayant une grande affinité avec la surface24,25. Cet effet conduit à la formation de « hard corona »26 

ou « soft corona »27, en fonction des interactions entre les protéines et la surface des objets. Milani et al. ont 

ainsi démontré que la couronne pouvait être composée de différentes couches, la première couche étant 

liée de façon irréversible à la surface des nanoparticules (« hard corona ») tandis que les couches externes 

(« soft corona ») sont liées de manière réversible aux nanoparticules28. Dans ces couches externes, les 

protéines peuvent être échangées au cours du temps. Ainsi la couronne protéique est une couche dynamique 

dans laquelle l’arrangement et la quantité de protéines sont modifiables en fonction des conditions physico-

chimiques et biologiques.  

Il est ainsi important de considérer cette couronne protéique lors de l’étude de l’activité biologique des auto-

assemblages. Ainsi, dans ce projet nous avons choisi de travailler in vitro avec des milieux contenant des 

sérums complémentés et donc contenant toutes les protéines présentes dans les milieux biologiques. Lors 

d’études préliminaires, nous avons également pu constater une augmentation de la taille des nanoparticules 

au cours du temps dans le milieu contenant du sérum complémenté (analyse à différents temps : 0 min, 30 

min, 14 h et 24 h). Cette évolution n’a pas été observée lors de l’étude de la stabilité dans un milieu contenant 

du sérum décomplémenté (figure 15). Nous avons ainsi supposé la formation d’une couronne protéique au 



  

contact du complément présent dans le sérum. Des analyses supplémentaires pourraient être envisagées 

afin de confirmer cette hypothèse et ainsi d’approfondir l’étude sur la formation de la couronne protéique 

(épaisseur de la couche, composition et structure) à la surface de nos nano-assemblages. Cette étude peut 

être envisagée en isolant la couronne protéique (par centrifugation) puis grâce à différentes méthodes 

analytiques comme la microscopie électronique ou encore la spectrométrie de masse29,30. 

 

Figure 15 : Etude par DLS de la stabilité de la suspension Arg6-p54 dans le milieu RPMI contenant du sérum 
complémenté ou du sérum décomplémenté. 
 

Nous devons ainsi être conscients que les auto-assemblages étudés lors de cette thèse, après injection, ne 

seront pas uniquement formés de polyéthylène glycol, de peptide et de composé actif (ferrocifène) mais 

également de protéines adsorbées à la surface. Les nanoparticules et leur couronne protéique doivent ainsi 

être considérées comme le nanomédicament à caractériser31.  

4. Expériences in vivo 

Dans une perspective d’administration par voie pulmonaire, de nombreuses barrières biologiques sont à 

considérer. Dans la partie supérieure des poumons, particulièrement au niveau de la trachée et des bronches, 

les nanoparticules vont rencontrer les cellules ciliées, les macrophages, le mucus et in fine la membrane 

cellulaire de la cellule d’intérêt32–34. Pour cela, nous utilisons dans ce projet des peptides pénétrants qui sont 

capables de traverser les membranes et ainsi faciliter l’internalisation cellulaire du principe actif. De plus, des 

stratégies doivent être mises en place pour échapper au système d’élimination des particules : - au niveau 

des muqueuses de la trachée et des bronches, les cellules ciliées participent à l’élimination des 

nanoparticules via le mécanisme d’ascenceur mucociliaire, - au niveau alvéolaire, les macrophages prennent 

en charge les nanoparticules non solubilisées dans le poumon par un mécanisme de phagocytose35. Ainsi, la 

modification des propriétés de surface par l’incorporation de polyéthylène glycol permettrait de diminuer le 

processus d’élimination36. 

Nous avons, au cours de ces travaux, démarré une étude préliminaire in vivo pour pouvoir évaluer l’efficacité 

et donc l’intérêt de la suspension qui était la plus prometteuse. Cette suspension, résultant de la co-

nanoprécipitation de l’Arg9-p54 et du PEG-p54 (ratio molaire 10/1), a été étudiée sur des tumeurs 



  

bronchiques NCI-H460 dans un modèle orthotopique murin. La suspension a été administrée en utilisant un 

appareillage spécifique Microsprayer® qui permet de délivrer un spray dans la trachée du rongeur.  

Il est important de noter la différence entre l’appareillage mis en place chez la souris au cours de ce projet 

(formation d’un spray) et les différents types d’appareils couramment utilisés pour la nébulisation (formation 

d’un aérosol grâce à des nébuliseurs pneumatiques, ultrasoniques ou à tamis vibrant). En perspective de ce 

projet, il pourrait être intéressant de tester chacun d’entre eux afin de déterminer celui qui serait le plus 

adapté : seule l’expérimentation pourra permettre de sélectionner un nébuliseur. La biodistribution 

pulmonaire après administration par nébulisation ou spray pourra être analysée afin de déterminer la dose 

optimale à délivrer ainsi que le rythme d’administration permettant d’observer une efficacité thérapeutique, 

en l’absence de toxicité locale. Pour cela, nous pourrions utiliser un appareil permettant de reproduire le 

système respiratoire et ainsi de suivre le parcours des suspensions inhalées tout au long des voies 

respiratoires : le NGI (Next Generation Impactor). Ce système permet de mesurer, pour chaque dose inhalée, 

jusqu’où va la suspension et en quelle quantité elle se dépose dans les différentes parties du bloc respiratoire 

(figure 16). Les différentes suspensions pourront également être comparées en fonction de leur 

comportement au contact du mucus bronchique qui tapisse les alvéoles pulmonaires (importance de la 

présence du polyéthylène glycol). Ainsi, les suspensions pourront être analysées in vitro sur des modèles de 

culture de cellules primaires bronchiques en 3-D à l’interface air-liquide. Il est ainsi possible d’étudier le 

devenir des auto-assemblages au contact d’un épithélium reconsitué formé de cellules différenciées en 

cellules sécrétrices de mucus et cellules ciliées37.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Le remplacement des modèles vivo par des modèles vitro (2D et 3D) a été discuté pour de nombreuses 

applications. En effet, le recours à des méthodes alternatives en expérimentation animale est aujourd’hui en 

pleine expansion. Cependant, il semble difficile d’obtenir des modèles in vitro pertinents car les cellules 

primaires une fois isolées et cultivées diffèrent de façon importante des cellules initiales présentes dans 

Entrée de l’échantillon 

Gorge 

Bronches primaires puis secondaires 

Figure 16 : Appareil NGI (Next Generation Impactor) permettant de reproduire le système respiratoire afin de suivre 
le parcours des suspensions 



  

l’organisme38,39. De plus, les interactions entre les organes et les différents types de cellules ne sont plus 

prises en compte, ce qui engendre un biais au niveau de la réponse thérapeutique.    

5. Nébulisation versus inhalation de poudre sèche 

Actuellement, différents types de dispositifs pour l’administration pulmonaire sont disponibles : les 

nébuliseurs, les inhalateurs pressurisés à valve doseuse, les inhalateurs « Soft MistTM » et les inhalateurs à 

poudre sèche (dry powder inhalers, DPI). Tous ces dispositifs permettent de disperser un liquide, sauf le 

dernier qui consiste à disperser une poudre. Les nébuliseurs ont plusieurs avantages puisqu’ils permettent 

d’administrer des solutions ou des dispersions de façon relativement simple, à des doses élevées. Cependant 

il a été démontré que le dépôt de l’aérosol généré au niveau pulmonaire était relativement faible, avec une 

contamination importante de l’environnement et des temps d’administration longs. Les DPI se présentent 

sous forme de dispositifs unidose (comme l’Aerolizer®) ou multidose (comme le Turbuhaler®) (figure 17).  

 

 

 

 

 

Les dispositifs unidose consistent à recharger l’appareil avant chaque inhalation avec des doses unitaires se 

présentant sous forme de gélules, dont le contenu est libéré par perçage. Les appareils multidose possèdent 

un réservoir de poudre ou un nombre défini de doses unitaires dans les capsules d’un blister40. Ces deux 

dispositifs ne contiennent pas de gaz propulseur et permettent ainsi une diminution de l’émission de CO2 par 

rapport aux aérosols classiques. Les DPI présentent plusieurs avantages qui en font des appareils 

prometteurs pour l’administration de chimiothérapie inhalée. Ils permettent l’administration de doses 

élevées en un temps relativement court : environ 1 min est nécessaire pour administrer une dose contenant 

20 à 30 mg de produit, en comparaison à la nébulisation qui nécessite 15 min pour administrer 5 mL de 

liposomes contenant 5 mg de cisplatine41. De plus, l’activation de l’aérosol pour les DPI ne se fait que sous 

l’inspiration du patient. La contamination de l’environnement extérieur est donc diminué avec une perte 

dans l’environnement inférieure à 0,2 % pour l’air exhalé par rapport aux nébuliseurs classiques42. Différents 

paramètres déterminent la qualité du dépôt de la substance active dans les poumons : les propriétés de la 

poudre, les performances du dispositif d’inhalation et le flux inspiratoire qui dépend de l’état du patient. 

Cependant, il est nécessaire de développer des formulations ayant des caractéristiques spécifiques : 

libération contrôlée avec modification de la pharmacocinétique de la molécule active afin de diminuer la 

(A) (B) 

Figure 17 : Exemples d'inhalateurs de poudre sèche (A) unidose à gélules (Aerolizer®), (B) multidose à réservoir 

(Turbuhaler®). 



  

toxicité locale, pénétration cellulaire et stabilité après lyophilisation. En effet un inconvénient majeur à 

l’utilisation de la voie pulmonaire est la faible dose en molécule active déposée dans les alvéoles 

pulmonaires : seulement 10 % de la dose initiale atteint les alvéoles43,44. Il est également important de 

contrôler la stabilité de la formulation après lyophilisation et d’analyser les caractéristiques physico-

chimiques de la suspension une fois que celle-ci entre en contact avec les fluides pulmonaires45. Une fois 

encore se pose la question de la complexité de la caractérisation et les méthodes adéquates à utiliser pour 

caractériser de façon la plus réaliste possible le comportement des auto-assemblages dans des milieux 

complexes. Il est à noter que la plupart des nanoparticules décrites dans la littérature sont sous forme de 

suspension dans un liquide, c’est-à-dire adaptée à la nébulisation. Un exemple de nanovecteurs développés 

pour un dispositif DPI sont des nanoparticules de n-butylcyanoacrylate chargées en doxorubicine contenue 

dans une matrice sèche effervescente ou non. Les auteurs ont ainsi montré l’efficacité in vivo de la 

formulation et de la technique d’inhalation : une augmentation significative de l’efficacité antitumorale et de 

la survie a pu être observée. De plus, aucune toxicité cardiaque n’a été observée contrairement à l’inhalation 

d’une solution de doxorubicine46. 

Il pourrait être intéressant dans ce projet d’évaluer la faisabilité de l’administration des auto-assemblages 

via un dispositif DPI en incorporant dans la suspension des excipients ou agents protecteurs (saccharose, 

lactose, poloxamère 188 ou tréhalose47) permettant de rendre les nanovecteurs stables après lyophilisation. 

Cependant une diminution de la charge en drogue sera à considérer. La comparaison des deux dispositifs 

(inhalation de poudre sèche versus nébulisation) pourra ainsi être étudiée. La mise à l’échelle de la synthèse 

des conjugués et de la formulation des nanoparticules sera également envisagée afin d’appréhender au 

mieux les différences de caractéristiques physico-chimiques et donc d’activité biologique des nanoparticules 

selon qu’elles soient obtenues à l’échelle industrielle ou en laboratoire9. 
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Conclusion et perspectives 

Au cours de ces travaux, une plateforme innovante a été mise en place pour la vectorisation d’une molécule 

anticancéreuse hydrophobe : la molécule de ferrocifène (p54) (figure 18). La conception de cette plateforme 

est basée sur la combinaison de trois stratégies de vectorisation : l’utilisation de peptide pénétrant, la 

formation d’une prodrogue amphiphile et l’auto-assemblage en nanoparticules. La synthèse des conjugués 

(CPP-p54) formés de deux types de peptides pénétrants Argn-p54 (n=6 à 9) ou RLW-p54, leurs auto-

assemblages dans l’eau ainsi que la caractérisation complète des objets formés ont été réalisés, tout en 

soulevant l’importance des méthodes de caractérisation employées pour caractériser l’objet réellement 

formé. En effet, la diffusion dynamique de la lumière, qui est une méthode couramment utilisée pour 

déterminer la taille des nanoparticules, n’a permis de caractériser qu’une infime population de la suspension 

représentant moins de 1 % de la matière. Ainsi nous avons démontré l’importance d’utiliser des méthodes 

complémentaires telles que la diffusion des rayons X aux petits angles, la quantification après filtration ou 

encore la diffusométrie RMN pour avoir une représentation fiable des objets formés.  

Nous avons démontré qu’il était possible d’améliorer l’activité biologique du ferrocifène (augmentation d’un 

facteur 9 avec la suspension Arg9-p54) en augmentant le pourcentage d’internalisation grâce aux peptides 

pénétrants et à l’auto-association. L’incorporation de polyéthylène glycol (PEG) a permis de protéger le 

peptide pénétrant et de cacher les charges positives entraînant ainsi une diminution de l’internalisation 

cellulaire. Nous avons pu observer la formation de deux métabolites différents à partir du CPP-p54 et du PEG-

p54 : il serait intéressant d’analyser la structure chimique de ces métabolites. Enfin, l’étude préliminaire in 

vivo a révélé le potentiel thérapeutique de la suspension Arg9-p54/PEG-p54 (10/1) : la nébulisation 

intratrachéale de cette suspension n’a pas montré de toxicité sur les souris et a permis de réduire le volume 

tumoral d’un facteur 3.  

Dans la continuité des travaux réalisés in vivo, la nébulisation de la suspension composée uniquement d’Arg9-

p54 pourra être effectuée afin d’évaluer l’apport du PEG-p54. De la même façon, le contrôle p54 seul devra 

être effectué en prenant en compte le caractère hydrophobe de la molécule via l’utilisation de surfactants. 

De plus, différentes voies d’administration pourront être envisagées afin de prouver le bénéfice apporté par 

l’aérosolthérapie : comparaison entre nébulisation et administration par voie intraveineuse.  La lyophilisation 

de la suspension pourra également être étudiée afin de comparer deux dispositifs d’administration 

pulmonaire différents : l’inhalation de poudre sèche et la nébulisation.   

Par la suite, la comparaison de cette nouvelle plateforme pourra être effectuée avec l’encapsulation des 

ferrocifènes au sein des LNC afin de prouver l’intérêt de l’utilisation d’un vecteur qui limite l’utilisation 

d’excipients.  

La nano-plateforme mise en place dans ce projet pourra être modulée en jouant sur la séquence peptidique 

utilisée. En effet, la molécule de ferrocifène semble gouverner le processus d’auto-assemblage, les peptides 

pénétrants apportant de la stabilité aux structures formées. 



  

 

Figure 18 : Représentation schématique des travaux de l'ensemble de la thèse. 
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Résumé : L’objectif de ces travaux était de développer un nouveau type de nanoparticule permettant 
le transport des ferrocifènes, en combinant trois stratégies de vectorisation : l’utilisation de peptides 
pénétrants, la formation d’une prodrogue amphiphile et leur auto-association potentielle. La synthèse 
des conjugués (CPP-p54) formés de deux types de peptides pénétrants différents Argn-p54 (n = 6 à 9) 
et RLW-p54, leur auto-assemblage dans l’eau ainsi que la caractérisation complète des objets formés 
ont été réalisés, tout en soulevant l’importance des méthodes de caractérisation employées pour 
caractériser l’objet réellement formé.  Des études in vitro ont également été menées sur des cellules 
cancéreuses et des cellules pulmonaires saines démontrant une amélioration de l’activité biologique 
d’un facteur 9. 
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Abstract:  The aim of this project was to develop a new type of nanoparticle in order to transport 
ferrocifen molecules, combining three different strategies: the use of cell-penetrating peptides (CPPs), 
prodrug and their potential self-association. The synthesis of conjugates (CPP-p54) consisting of two 
different types of cell-penetrating peptides Argn-p54 (n=6 to 9) and RLW-p54, their self-assembly in water 
and the complete characterization of the self-assemblies were carried out, by highlighting the importance 
of the methods used to characterize the suspension.  In vitro studies were also performed on healthy cell 
line and lung cancer cells showing an improvement in biological activity by a factor 9. 
 

 


