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Nano-émulsions pour la vectorisation d’agents thég@eutiques ou
diagnostiques ; étude de la biodistribution par imgerie de

fluorescencan vivo

Résumeé :

La nanomédecine représente le champ d’applicates rthnotechnologies, et plus
particulierement des nanoparticules, a la méde@eenouveau domaine est tres prometteur
notamment en ce qui concerne la détection et ldetnant de pathologies d’origine
infectieuse, génétique ou cancéreuse. Nous avovaloggpé de nouvelles nanoparticules
biocompatibles et évalué leur potentiel en tant gaeocargos d’agents thérapeutiques ou
diagnostiques grace a l'imagerie de fluoresceimcerivo. Ces particules sont des nano-
émulsions de type huile dans eau, de quelquesneézaie nanometres de diametre, stabilisées
par une couche de surfactants composée de phqgsplesli et d’agents de furtivité.
L’encapsulation dans le cceur des nanoparticulefudeophores organiques absorbant et
émettant dans les longueurs d'onde compatibles desc dispositifs d'imagerie de
fluorescence permet de suivre leur biodistributipnés injection dans des souris Nude. Ces
nano-émulsions furtives et fluorescentes peuveateétent étre fonctionnalisées sur leur
surface par des ligands de ciblage actifs telslegyeeptide cRGD. De telles nano-émulsions
fonctionnalisées montrenin vitro une adhésion spécifique avec les cellules exptiman
lintégrine ayBs, un biomarqueur de l'angiogénése. L’accumulatipassive et/ou active
meédiée par les cRGD, des particules au sein dérdifts modeles de tumeurs sous-cutanées

implantés chez la souris Nude, est observée payanede fluorescence non invasive.
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Nanoemulsions for therapeutic or diagnostic agentgectorisation;

biodistribution study by in vivo fluorescence imaging.

Abstract:

Nanomedecine represents the application field obtechnology, and more especially
nanoparticles, to medicine. This new domain is psorg in particular for the detection and
treatment of infectious, genetic and cancer pathe®o We have developed new
biocompatible nanoparticles, and evaluated theierd@l as nanocarriers for therapeutic or
diagnostic agents thanks to vivo fluorescence imaging. These particles are oil atew
nanoemulsions, which diameter is less than an leahdanometers, stabilized by a mixture of
phospholipids and stealth agents. The encapsulatioorganic dyes with absorbing and
emitting wavelengths suitable for vivo fluorescence imaging, allows the follow up of the
nanoemulsions after their injection in mice modélkiorescent stealth nanoemulsions can
also be functionalized in order to covalently liokto their surface targeting ligands, such as
the cRGD peptide. Indeed, cRGD functionalized namdsions exhibitin vitro specific
adhesion with cells expressingB; integrine, an angiogenic biomarker. The partigitake,
either passive and/or cRGD-mediated, in differamhdr models bear by Nude mice, is

observed using non invasive fluorescence imaging.
Key Words:

Nanoparticles; Nanoemulsion; Fluorescence; Biodhistion; Active targeting
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Introduction
generale



Les nanotechnologies représentent aujourd’hui unmailoe scientifique et technique
en plein essor. A I'échelle mondiale, les nanotetdgies suscitent de plus en plus d'intérét
et sont en voie de constituer le cceur de la praehaivolution industrielle.

Ainsi, l'utilisation des nanotechnologies, et notaamt de nanoparticules, dans le
cadre plus spécifique de la médecine (ce que lppelle désormais nanomédecine) connait
actuellement de grands progres et devrait permdttmméliorer la détection précoce et le
traitement de nombreuses pathologies (cancers,drealauto-immunes ou infectieuses par
exemple). Le développement de ce type de techreolognstitue donc un enjeu majeur de

santé publique.

Les objectifs de ces travaux de thése ont conaisli&velopper et étudier de nouvelles
nanoparticules biocompatibles de taille nanométriglestinées a étre administrées par
injection intraveineuse, et ayant pour vocationvdbiculer des agents thérapeutiques et/ou
diagnostiques.

Pour cela, les nanoparticules développées doitenb@écompatibles, biodégradables
et autant que possible bioassimilables. Elles dabivdalement avoir la propriété d'étre
stables a température ambiante, et avoir un coeperitin vivo leur permettant d’échapper
aux défenses immunitaires de I'organisme et rengassible le ciblage d’'une population
cellulaire donnée. En vue de son application éhkdle industrielle, le procédé de fabrication
de ces nanoparticules doit en outre étre simpd@at un faible codt de revient.

L’étude du comportement biologique des nanopddscaonstitue donc un point clé
de leur développement. Afin d’évaluer rapidemerit etoindre codt leur potentiel biologique

en tant que nanotransporteurs, nous avons eu eeadimagerie de fluorescenaevivo.

Dans une premiére partie, nous présenterons bre&vees différentes nanoparticules
existantes ainsi que leur intérét pour la nanomadeChapitre 1). Nous nous intéresserons
ensuite aux difféerentes modalités d'imagerie bioicedd, et plus particulierement a
'imagerie de fluorescenca vivo qui sera utilisée par la suite pour suivre la st@ution

apres injection des nanoparticules développéespiCaadl).

La seconde partie sera ensuite consacrée a laptestcria préparation et I'étude des
nouvelles nanoparticules biocompatibles développ€es particules sont des globules de
nano-émulsions de type huile dans eau, de queldzeses de nanometres de diametre,

stabilisés par une couche de surfactants compas@habspholipides et d’agents de furtivité
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(Chapitre 111). De plus, l'incorporation d’'un fluophore organique au sein de ces particules
permet de leur conférer les propriétés indispersakl leur détection et a leur suivi par
imagerie de fluorescencm vivo. Ces nanoparticules fluorescentes, dont les pr&wi
optiques seront étudiées, constituent ainsi unevelleu catégorie de traceurs nano-
particulaires biocompatibles pour I'imagerie deofiescence, en particulier pour les études

précliniques (Chapitre 1V).

La troisieme et derniere partie présentera les j@rsmeésultats biologiques obtenus.
Dans un premier temps, le comportement des nanoygag fluorescentes non
fonctionnalisées sera étudié, en se focalisantrmotnt sur leur compatibilité physique et
biologique avec le sang. Une étude de leur biadigion dans la souris saine apres injection
intraveineuse sera également présentée (Chapitr&nguite, la fonctionnalisation de ces
nanoparticules par des ligands spécifiques de baumears tumoraux sera détaillée, puis une
étudein vitro de reconnaissance spécifique de ces particulesdagcellules exprimant ces
marqueurs sera exposée. Enfin, la biodistributian 'accumulation tumorale des
nanoparticules fonctionnalisées apres leur injactlans I'organisme de souris porteuses de

tumeurs seront étudiées par imagerie de fluoresdenivo.

-11 -






Chapitre | :
Nanoparticules

pour le In vivo



Les nanotechnologies pour le vivant et plus pdieement ['utilisation de
nanoparticules se situent a I'interface de troandes disciplines : la biologie, la physique, et
la chimie. Ce nouveau domaine est en pleine eféeerece. Les nanoparticules véhiculant un
agent de contraste ou délivrant sélectivement uncipe actif dans les cellules cibles
incarnent la version moderne des « magic bullétsaginées au début du X% siécle par le
médecin allemand Paul Ehrlich.

Apres avoir donné une définition des nanoparticulesus présenterons leurs
avantages ainsi que les applications envisagéeslapauédecine. Ce chapitre s’intéressera
ensuite aux principaux types et aux différenteséggtions de nanoparticules. Enfin, il
présentera des exemples de nanoparticules appsopeée un usage clinique thérapeutique

ou diagnostique.

l.1. Intérét des nanoparticules pour la

médecine

1.1.1. Définition des nanoparticules

Une nanoparticule est un assemblage de quelqudsireen a quelques milliers
d’atomes, formant un objet dont au moins une dino@nsst comprise entre 1 et 100 nm.
Cette définition exclut donc les objets dont lasphetite dimension est comprise entre 100 et
1000 nm. Ces particules, bien que de taille nandguét, étant désignées comme

submicrométriques.

A titre de comparaison avec les structures orgasaquaturelles, les nanoparticules se
situent principalement dans la gamme de tailleespondant aux protéines (Figure I-1).

-14 -
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Figure 1-1: Gamme de tailles des nanoparticules coparée a celles des principales structures
chimiques et biologiques.

1.1.2. Avantages des nanoparticules

La faible taille des nanoparticules leur confers pgeopriétés intéressantes : elle offre
en effet une importante surface spécifique et urendg stabilité. Ces particules ont
effectivement l'avantage de former des solutionsnbgénes qui ne sédimentent ou ne
crement pas (voir Chapitre 1ll). Mais ce sont suttleurs capacités a esquiver les défenses
immunitaires et leur capacité a cibler une popaoiatie cellules particulieres qui en font des

vecteurs prometteurs (1.2.2).

L'utilisation des nanoparticules pour la détectairie traitement de pathologies ouvre
un nouveau domaine de recherche. L'un des terdimsplication le plus prometteurs, et
aussi le plus avancé actuellement, est la délieratee médicaments (« drug delivery » en
anglais), et en particulier le développement deatiiés ciblées pour I'oncologie. En effet,
véhiculer les molécules anticancéreuses par deepaditules permet d’augmenter leur
sélectivité pour les tumeurs, et ainsi de rédweedéveres effets secondaires accompagnant
les chimiothérapies.

La délivrance spécifique d’agents d’intérét versamgane, un tissu ou une cellule
constitue aujourd’hui un défi majeur pour la préi@m la localisation et le traitement des
maladies humaines, notamment infectieuses, carsgsew d’origine génétique.

Actuellement, I'obtention de concentrations effies@n principes actifs au niveau des

zones ciblées ne peut se faire qu'au détrimenedeles saines, puisqu’une partie importante
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des substances administrées est captée par d'tisses Cette accumulation au sein de tissus
non visés occasionne des effets toxiques conséx@tnparfois rédhibitoires qui peuvent
entrainer I'abandon du traitement en dépit de $iicaeité.

De nombreux principes actifs présentent des caisiitfiles physico-chimiques
(hydrophilie, poids moléculaires, etc.) peu favéeabau passage des nombreuses barrieres
cellulaires, physico-chimiques et biologiqgues qédipaent le site d’administration du
médicament de son site d’action. Ces principesfsastont donc toujours mal absorbés,
souvent tres rapidement dégradés, métabolisédinoinés et donc incapables d’atteindre leur
cible au niveau tissulaire ou cellulaire. Il faawsir que 95 % des nouveaux principes actifs
développés ont des propriétés pharmacocinétiquesoarés [1]. Pour toutes ces raisons, le
développement de vecteurs de médicaments permdtaxiglivrance spécifique de la
molécule active au niveau du site d’action a pnisessor considérable au cours des dernieres

années.

1.1.3. Applications des nanoparticules

La délivrance de meédicaments concerne principalendes molécules chimiques
(principes actifs) mais elle englobe égalementalgsnts thérapeutiques biologiques comme
les protéines, les peptides et également TADN'ARN pour les thérapies géniques. Outre la
délivrance de principes actifs chimiques ou biaiogis au sein des tissus ciblés, les
nanoparticules peuvent également étre utilisées gautres types de thérapies, telles que la
radiothérapie, la thermothérapie ou encore la giéphotodynamique.

» Laradiothérapie consiste a détruire des cellulesdes a proximité d’une source
émettant des rayonnements radioactifs. L'intérét menoparticules est alors de
véhiculer la source radioactive directement auauvee la zone a traiter [2].

» Lathermothérapie ou hyperthermie a la méme fidatitais utilise une élévation
de la température pour y parvenir. Il s’agit aldes provoquer par un champ
extérieur (magnétique ou laser par exemple) unutdraent local grace a des
nanoparticules situées dans la zone a traiter, deiame a ce que I'énergie
dissipée soit suffisante pour élever la températierguelques degrés (autour de
45°C) induisant la destruction des cellules [3, 4].

e La thérapie photodynamique [5] se base sur des aules

(photosensibilisateurs) qui, suite a I'absorptidandrayonnement lumineux,
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produisent de I'oxygéne singulet ou des radicabxe$i. Ces substances ont
d’'importantes propriétés oxydantes qui conduisentaamort des cellules
environnantes. Une fois de plus, les nanopartigolesnt le réle de transporteur

permettant de véhiculer le photosensibilisateusdarzone d’intérét [6, 7].

Dans les trois cas, les nanoparticules sont wtBispour véhiculer les agents
thérapeutiques (source radioactive, materiaux [Loant I’hyperthermie,
photosensibilisateur) dans la zone ciblée. En eilfedst toujours préférable que ces agents
thérapeutiques s'accumulent de facon préférentiallesein des tissus a traiter afin de

minimiser leur impact sur les cellules saines.

Le diagnostic, et plus particulierement I'imagenedicale, constitue également un
champ d’application auquel la nanomédecine peubrd@p de réelles améliorations, les
nanoparticules jouant le réle de traceurs ou d’'esyde contraste. Le chapitre suivant décrira
les différentes techniques d’'imagerie médicalepetyr chacune d’entre elles, les avantages

que peut apporter l'utilisation de nanopatrticules.

Une grande partie des nanoparticules inorganiqusseolent intrinséquement des
propriétés thérapeutigues ou diagnostiques (I.R.XC%est notamment le cas des boites
quantiques fluorescentes (« Quantum dots » en ighgldes nanoparticules magnétiques
utilisées comme agent de contraste en IRM (Imaglri®ésonance Magnétique), ou encore
des particules pour la thermothérapie. En revarnekearticules organiques sont dépourvues
de telles propriétés. Leur rble consiste a protégeagents thérapeutiques ou diagnostiques
qui leur sont adjoints, a les véhiculer vers uneezde I'organisme ciblée, et éventuellement a
les relarguer.

Ainsi, outre la protection des agents d’intéréé(épeutiques ou diagnostiques) et leur
libération éventuelle, la principale mission desoparticules est de veéhiculer les agents
d’intérét vers une zone ciblée. Cela sous-entemtt dp’elles disposent de propriétés de

vectorisation particuliere.
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|.2. Les différentes nanoparticules

Comme présenté au début de ce chapitre, la définiles nanoparticules est
uniquement basée sur la taille de ces objets :@nswne des dimensions de I'objet doit étre
inférieure a 100 nm. Cette définition n’est done pimitative vis-a-vis de la composition de
ces particules. Il existe ainsi une grande vari&éanoparticules allant des particules d’or
aux liposomes, en passant par les nanoparticulgsnpoques. Si le choix du cceur des
particules est primordial en ce qui concerne lagutmn et I'éventuel relargage des agents
d’intérét, le contrdle de la surface I'est toutaait Ce sont en effet ses propriétés de surface
qui permettront a la particule de véhiculer lesragehérapeutiques ou diagnostiques vers la

zone ciblée.

1.2.1. Différents types de nanoparticules

La composition du cceur des nanoparticules est wasée: il peut s’agir
d’assemblages organiques ou inorganiques [8]. Mdlaas décrire ici les nanoparticules les

plus courantes.

1.2.1.1. Liposomes

Les liposomes [9] sont des vésicules constituéesedbu plusieurs doubles couches
concentrigues de phospholipides et de moléculeshddestérol encapsulant un réservoir
aqueux. La taille des liposomes varie entre 30 nplusieurs micrometres.

Ces particules sont depuis de nombreuses anndesagi comme outils pour la
biologie, la biochimie et la médecine en tant quendporteurs de principes actifs
thérapeutiquesou d’agents d’'imagerie [10]. Leuacire non toxique et biocompatible font
de ces colloides des systemes intéressants pouap@gationsin vivo. Cependant, les
liposomes présentent également quelques limitatidaont effectivement montré une faible
capacité d’encapsulation (notamment pour les mtdéclipophiles piégées dans la double
couche de phospholipides), une stabilité modérae, production délicate, et un relargage

précoce des principes actifs hydrophiles dansrig EHL].
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Les niosomes sont des ensembles supramolécula&indaires aux liposomes, a la
différence que les molécules constituant la dowoleche ne sont pas des phospholipides
mais des surfactants de synthése (lipides non uesjq[12]. C'est également le cas des
polymersomes, pour lesquels des copolymeres btouofortant une partie hydrophile et une

partie hydrophobe) forment la structure emprisohteréservoir aqueux [13-16].

[.2.1.2. Micelles

Les micelles sont des auto-assemblages de moléaaiphiphiles qui forment des
structures de type cceur-coquille (« core-shell amglais) en milieu aqueux. Les micelles se
forment lorsque la concentration en surfactantssdanmilieu dépasse une valeur seuil
nommé concentration micellaire critique. Dans ce, das molécules amphiphiles s’auto-
assemblent pour regrouper leurs parties hydrophebegposer en surface uniquement leurs
domaines hydrophiles. Les micelles sont donc degesyes supramoléculaires qui sont en
équilibre avec les molécules amphiphiles en satujtlg.

Différents types de micelles ont ainsi été obterarefonction des surfactants utilisés.
On peut ainsi citer les micelles a base de phogptes ou de surfactants pegylés, mais ce
sont celles utilisant des copolymeéres qui concentie plus grande partie de la recherche
actuelle [17-20].

1.2.1.3. Nanoparticules polymériques

Les premiéres nanoparticules polymériques déveksppar Couvreuet al. dans les
années 1980 sont a base de polyalkylcyanoacryjtgsDifférents polymeres ont ensuite été
utilisés avec succes pour former des nanoparticldeplus couramment utilisés actuellement
étant le poly(acide lactique), le poly(acide glygok) et leur copolymere le poly(lactide-co-
glycolide), respectivement abrégés en anglais PRGA et PLGA. Ces polyméres ont
'avantage d’avoir une grande biocompatibilité &tk biodégradables par I'organisme. lIs
sont ainsi utilisés depuis de nombreuses annéedgdmiquer des dispositifs médicaux et des
implants sous-cutanés. Les nanoparticules polymésigffrent de plus une meilleure stabilité
gue les liposomes, que se soivivo ou durant le stockage.

Cependant, méme si la biocompatibilité¢ des polysé@st bonne, ils ne sont pas

dénués de toute cytotoxicité une fois structurass Jorme de nanoparticules. De plus, la
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présence de solvants organiques toxiques résiduetein des nanoparticules est également
problématique. Enfin, la production de telles nartipules est difficilement industrialisable

et aboutit généralement a des milieux peu conceptigarticules (~2 %).

Des polyméres a base de polypeptides, polynuckstidu de polysaccharides sont
également employés pour I'obtention de nanopagg[8].

Parmi les nanoparticules polymériques, on peute@gaht citer I'existence des
dendrimeéres et des nanogels.

Les dendriméres sont des complexes polymériquéailtlecomprise entre 1 et 10 nm
qui, a partir d'un monomeére possédant au moins sites réactifs et formant le cceur de la
particule, se construisent par I'ajout contrélécdaches successives de monomeres [22]. Ces
constructions polymériques fortement branchées ane structure bien contrblée.
Malheureusement la synthése des dendrimereslasttdé

Quant aux nanogels, ce sont des structures moursurtes constituées de polymeres
hydrophiles. Contrairement aux nanoparticules pélygues précedemment décrites, leurs
chaines ne sont pas fortement imbriquées les uaes lés autres, ce qui leur confere une
flexibilité plus importante. La particule finalepwgflée d’eau, offre ainsi une grande surface

spécifique et une importante capacité d’encapsuidf3, 24].

[.2.1.4. Nanoparticules lipidiques

Pour pallier les inconvénients des nanoparticueepalymeres (importants résidus de
solvants organiques restant apres la synthésejbfmssstotoxicité, production a grande
échelle de facon reproductible difficile, mauvaisenservation dans le temps) et des
liposomes (faible stabilité, processus de fabmratomplexe, faible taux d’encapsulation de
principes actifs lipophiles cristallisés), de nodile® nanoparticules structurées autour d’un
ceeur lipidique ont été décrites.

Ces nanoparticules sont constituées d'un cceuridipégd généralement a base de
triglycérides biodégradables, bioassimilables et tmxiques. Parmi les particules entrant
dans cette catégorie, les nanoparticules lipidigs@lddes ou SLN (pour « Solid Lipid
Nanoparticles ») sont les plus étudiées [25-28].cbeur de ces particules développées au
cours des années 1990 est constitué d'une matediides qui est solide a température
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ambiante mais également a la température du carpgih. Cette matrice plus ou moins
cristallisée est stabilisée par une couche de carfts. Les lipides utilisés sont soit des
triglycérides hautement purifiés, soit des mélandgeglycérides ou des cires. Ces particules
ont une stabilité et une capacité a encapsulemi@écules lipophiles supérieure a celle des
liposomes. Elles peuvent de plus étre synthétisédsibsence de solvant organique.

De telles structures présentent cependant les wooents suivants : 'augmentation
de la taille des particules au cours du temps temgance a gélifier de maniéere imprévisible ;
des transitions polymorphiques inattendues ; etfailde capacité d’encapsulation due a la

structure cristalline de la matrice lipidique.

Parmi les nanoparticules lipidiques on trouve égala les nanocapsules lipidiques ou
LNC (pour « Lipid NanoCapsules »), qui sont consgtits d’un cceur lipidique liquide entouré
par une coque solide [29, 30]. Les lipoprotéinaxidine naturelle [31] ou synthétique [32]
font aussi partie des nanoparticules lipidiquedinEHessemble des nanoparticules lipidiques
est quelque fois regoupé sous I'appélation de manalsions [33], bien que ce terme soit plus
générallement utilisé pour décrire des dispersidhsiile dans I'eau, pour lesquelles les
globules de phase dispersée non cristallisée salitisés par une couche de surfactants [34]
(voir Chapitre lll). Ces systemes basés sur degdgidiques non cristallisés ne sont pas

concernés par les problemes de polymorphisme.

[.2.1.5. Nanoparticules inorganiques

Outre les nanoparticules organiques, des nanopkgiénorganiques ont également
été développées. Les plus courantes sont les ndicopes métalliques d'or [35, 36] ou
d’argent, les nanoparticules magnétiques [37],nksoparticules en silice [38] et les nano-
cristaux semi-conducteurs [39-42].

La majorité des particules magnétiques se basel'dilisation d’oxydes de fer
superparamagnétiques. Ces particules sont corestitdé petites particules de maghémite
(Fe03) ou de magnétite (E@,), de quelques nanometres de diametre, qui peldteat
encapsulées dans une matrice de silice, de polymérde polysaccharide (dextran). Ces
particules magnétiques sont désignées par le t8fh@ (« SuperParamagnetic Iron Oxide »)
pour celles dont la taille est comprise entre 505@0 nm, et USPIO (« Ultra small
SuperParamagnetic Iron Oxide ») si leur diaméttandérieur a 50 nm. Il existe également
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des nanoparticules d’oxydes de fer monocristati@snoins de 3 nm de diamétre (MION ou
« Monocristalline Iron Oxyde Nanoparticles ») erm#ps dans une coque de dextran pour
aboutir a une taille d’environ 10 nm.

Parmi les nanoparticules inorganiques largemertiéds, on peut également citer le
cas des nanocristaux semi-conducteurs fluorescehis, connus sous leur dénomination
anglaise « Quantum dots » (boites quantiques egédis). Ces objets mesurant entre 2 et 10
nm de diamétre sont composés d’'un cceur cristahm-sonducteur. Les couples d’éléments
les plus couramment utilisés sont les suivantsdmoam/sélénium, cadmium/tellure,
indium/arsenic ou indium/phosphore. Ce cceur esérggament recouvert d'une coque de
sulfure de zinc afin de passiver la surface toustbilisant les propriétés optiques de ces

nanoparticules.

|.2.2. Les trois générations de nanoparticules

En vue d’améliorer le comportement biologique dasaparticules, des modifications
de leurs propriétés de surface ont été realisémsjutsant ainsi a trois générations de

nanoparticules.

1.2.2.1. Premiere génération

La premiere génération de nanoparticules était titode de colloides stables en
milieu aqueux. Outre leurs propriétés thérapeutiqoa diagnostiques intrinseques, leur
intérét résidait principalement dans leur capaaitéviter I'élimination et I'excrétion par le
systéme rénal.

En effet, le principal organe d'élimination de BPanisme est le rein, dont le
fonctionnement repose sur un principe de filtrati@antravers des pores de quelques
nanometres seulement. Ainsi, I'encapsulation d’egefintérét de faible poids moléculaire
au sein de vecteurs colloidaux d’'une dizaine deomatres permet d’éviter leur élimination
rénale et de prolonger leur effet. La taille desaparticules doit toutefois étre suffisamment
petite pour qu’elles ne restent pas bloquées damsplus petits vaisseaux sanguins.
Cependant, si la taille des nanoparticules leurmperd’éviter de nombreux pieges

« géométriques » de I'organisme, ce seul parametpermet pas une longue circulation dans
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le compartiment sanguin. Les nanoparticules soneféet considérées comme des corps
étrangers par les défenses immunitaires de I'osgami et plus précisément par le systéme
réticuloendothélial. A ce titre, elles sont souveapidement prises en charge par les
macrophages. Afin de pouvoir atteindre la zone télfi&t, il convient donc déviter la

phagocytose en leurrant les défenses immunitaoagarle alors de furtivité.

1.2.2.2. Seconde génération : les nanoparticules fu  rtives

Comme le souligne Torchilin [9], I'objectif princip des nanoparticules ou nano-
transporteurs une fois administrés dans le companti sanguin est d’augmenter la durée de
vie de I'agent a véhiculer dans la circulation sang.

En effet, les mécanismes naturels de métabolisaibnd’élimination limitent
grandement I'activité thérapeutigue ou diagnostigies médicaments ou des agents de
contraste injectés tels quels (voir Chapitre V)nNeulement I'élimination de la substance
d’intérét de la circulation sanguine diminue la el@pii va finalement atteindre les tissus
ciblés, mais I'accumulation de cette méme substalaces les organes d’élimination ou de
séquestration (rein, foie, rate ...) peut égalematramer des effets secondaires toxiques au
niveau de ces tissus. Dans le cas de l'utilisatd@gent de contraste, ces accumulations
peuvent de plus masquer la zone d’'intérét, et geniurber et fausser la détection.

C’est pourquoi de nouvelles stratégies ont été ldgpées afin d’augmenter la durée
de vie des nanoparticules dans le compartimentusan@es techniques se basent sur la
modification chimique de la surface des nano-trartsprs (liposomes, nanoparticules de

polymére, émulsions ...).

Le principal mécanisme délimination de [lorganismest le systeme
réticuloendothélial (voir Chapitre V). Les partiesl« étrangeres » sont rapidement marquées
au cours de leur circulation dans le sang par dagipes désignées par le terme d’opsonines.
Les objets opsonisés sont ensuite phagocytés pateltiles de Kupffer (macrophages du
foie), les macrophages de la rate ou des poumaresnaore par les macrophages circulants.

Afin de limiter ce processus, les particules sesbuvertes d’agent de furtivité, ce qui
leur permet d’échapper a la capture par les cslldle systeme immunitaire en esquivant la
fixation des opsonines [43-45]. La grande majodiéé agents de furtivité utilisés pour créer
une couche protectrice autour des transporteurd, d&s polymeéres. Le PEG (polyéthyléne
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glycol), ou POE (polyoxyéthyléne), est le plus @uament utilisé car il a 'avantage d’étre
biocompatible, soluble en milieu aqueux, non togiguet a en outre une faible
immunogénicité et antigénicité. Il est de plus astoa l'injection chez 'homme par la FDA
(« Food and Drug Administration » : organisme astot la commercialisation des

médicaments sur le territoire des Etats-Unis d'Anué).

R @]
X = OH ; OCH

Figure 1-2 : Structure du polyoxyéthylene (POE ou EG) utilisé pour augmenter la furtivité des
particules.

De nombreux travaux ont été menés pour optimispolgcentage de PEG a la surface
des patrticules, ainsi que la taille et la structdes chaines de polymére [43]. Il ressort
globalement de ces études qu’a taille égale, uménehramifiee est plus efficace qu’une
chaine linéaire, mais également qu’'en dessous dmasse molaire de 2000 g/mol,
I'amélioration de la durée de vie en circulatiorest’ que peu marquée. Ces tendances
générales sont cependant a nuancer car les résoliéénus dépendent fortement de la
nanoparticule sur laquelle sont fixées les chapodgxyéthylene [43].

L'utilisation de polymeres saccharidiques de typ&thn pour augmenter la furtivité
des particules est également possible, notammaeastldacas des nanoparticules magnétiques

utilisées comme agent de contraste pour I'lRM.

L'utilisation d’agents de furtivité a permis l'apptiton de ce que I'on nomme la
seconde génération de nanoparticules. Ces objatgepeavoir un temps de séjour dans la
circulation sanguine suffisamment important polanguer lentement un agent thérapeutique
dans le sang, ou pour qu’il se produise une accftionl passive au sein de tissus pour

lesquels I'endothélium vasculaire est discontimir(Chapitre VI).

1.2.2.3. Troisieme génération : les nanoparticules  ciblantes

Les colloides furtifs restent dans la circulatianguine plus longuement que les
autres nanoparticules. lls finissent cependant e extravasés hors du compartiment
sanguin, notamment dans les zones ou la vasculanigaésente d'importantes fenestrations

comme le foie ou les zones d’angiogénese (voir eayl). Ainsi, afin de favoriser
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I'accumulation des nanoparticules dans un tissuinépih est indispensable de fonctionnaliser
leur surface avec des ligands biologiques qui senresonnus par les cellules composant le
tissu dintérét. Les ligands peuvent étre des amig [41, 46], des peptides [42], des
saccharides, des oligonucléotides [47] ou d’autrecules comme le folate [31, 40, 48].

L’'ajout de ces ligands a la surface des nanop#sctavorise généralement leur
capture par les macrophages [49]. C’est pourquestlimportant d’associer les agents de
ciblage aux agents de furtivité afin de contrebegarcet effet. La formation d’'une barriere
stérique risque toutefois de masquer les ligandert de rendre caduque le ciblage actif. Par
conséquent, les agents de ciblage sont éloignésoelir de la nanoparticule par un bras
espaceur (le plus souvent une chaine polyoxyéthylda maniére a ce gu'’ils évoluent a la
surface de la couche de furtivité. L'utilisationsderas espaceurs est également avantageuse
dans la mesure ou elle offre a 'agent de ciblage plus grande liberté de mouvement
favorisant ainsi sa complexation avec la cible.dffet, il a été montré que le greffage de
ligands directement a la surface d’'une particulga@me une diminution importante de la
vitesse de complexation, la liberté de mouvementigand étant fortement réduite par la
particule. La flexibilité du bras espaceur permetsade redonner suffisamment de liberté de
mouvement a I'agent de ciblage afin de maximisgpl®babilités de rencontre entre le ligand
et le récepteur dans la bonne conformation.

Ainsi, la troisieme génération de nanoparticulesrpge vivant se caractérise par la
présence d’'une barriere stérique associée a I'djagents de ciblage liés a la surface par un

bras espaceur (Figure I-3) [50].
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Figure 1-3 : Evolution des nanoparticules (ici desnano-émulsions). Premiére génération :
nanoparticule « nue » (a gauche). Deuxiéme générati : nanoparticules furtives (au centre). Troisieme
génération : nanoparticules ciblantes (a droite).
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1.2.3. Nanopatrticules, principe général

Le concept des nanoparticules multifonctionnelléeridd par Mauro Ferrari [51]
regroupe toutes les considérations évoquées praceelet. Ce principe est illustré a la Figure
4.
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Figure 1-4 : Nanoparticule multifonctionnelle. Une telle nanoparticule a la capacité de
transporter un ou plusieurs principes actifs, ainsiqu'un agent de contraste permettant son suivi dans
I'organisme du patient. La présence d’agents de ftivité a la surface des particules permet d'éviteteur
capture par les macrophages et augmente leur tempfe circulation dans lI'organisme. Les agents de
perméation permettent de traverser les barrieres lmlogiques (telles que la paroi des vaisseaux sangsj
qui se dressent entre les nanoparticules et la zorwblée. Enfin, les agents de ciblage (anticorps pa
exemple) greffés sur la nanoparticule autorisent uwiblage actif et favorisent donc I'accumulation das le
tissu cible et/ou l'internalisation par les celluls visées (d'aprés [51]).

Comme nous venons de le voir, les nanoparticulastitoent une sorte de plateforme
ou de noyau d’assemblage sur lequel différentstagéennent prendre place :
* Agent de furtivité
* Agent de ciblage
* Agent de perméation
* Agent de contraste

e Agent thérapeutique
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On peut également ajouter a cette liste les agdiastivation. De tels agents
permettent la libération de lI'agent thérapeutiquia &uite d’'un stimulus extérieur (pH ou
ondes ultrasonores par exemple), autorisant angélivrance de principes actifs de maniere

localisée et contrélée au sein de I'espace extiatoacellulaire de la zone ciblée.

Il est ainsi possible, a partir d'une méme plate®rde base, d’obtenir un grand

nombre de nanoparticules aux propriétés différemef®nction des agents choisis.

|.3. Exemples de nanoparticules pour le

vivant utilisées en clinique

1.3.1. Nanoparticules a vocation thérapeutique

Les premiers transporteurs pharmacologiques nariwydaires ont été
commercialisés dans la derniére décennie du™XXiécle. L'injection a 'homme de
liposomes de quelques dizaines de nanometres deetl& encapsulant des molécules
anticancéreuses est approuvée depuis plus de Iibange traitement de certains cancers du
sein ou de I'ovaire. Ainsi en 1997, le DaunoXdhfeXstar Pharmaceuticals, Inc.) est arrivé
dans lI'arsenal de chimiothérapie. Il s’agit de $ipmes encapsulant de la daunorubicine. Cette
formulation a été suivie en 1999 par ’AmBisdim@ilead Sciences / Fujisawa Healthcare)
qui est également basée sur des liposomes domadadbe lipidique comporte des molécules
d’Amphotéricine B, un antibiotigue antifongique. Ldoxorubicine, une molécule
anticancéreuse, est également commercialisée swoe fliposomale sous les noms de
Myocef® (Elan Europe) et DoXi{USA) / CaeliX(Europe) (Johnson & Johnson Alza). Dans
ce dernier cas, la formulation du liposome compdée® agents de furtivité afin d’améliorer sa
biodistribution ; de telles particules sont appsl@@osomes furtifs.

En 2005, la premiere nanoparticule autre que pestimes a été autorisée par la FDA
pour injection intraveineuse. Il s’agit de I'’Abrae® (Baxter Healthcare) préconisé pour le
traitement du cancer du sein. Cette particule aséé sur I'encapsulation de paclitaxel, une
molécule anticancéreuse, au sein d’'une matricetionee (albumine) ayant une taille de 130

nm.
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De nombreuses autres nanoparticules pour la détierade médicaments sont
actuellement en cours d'études précliniques etigules. Ce sont principalement des
liposomes incorporant des molécules hydrophilesdes nanoparticules solides a base de

lipides, de protéines ou de polymeres biodégradaieapsulant des molécules lipophiles.

1.3.2. Nanoparticules a vocation diagnostique

En parallele des particules utilisées pour la dafice de meédicaments, certaines
nanoparticules inorganiques sont également appesupér la FDA. Ces particules sont des
SPIO et des USPIO utilisées en temps qu’agentsiteaste pour I'IRM (voir Chapitre II).

Ainsi 'AMI-25, SPIO commercialisé depuis 1995 sols nom d'Endorefh
(Laboratoire Guerbet), est constitué de particdlesydes de fer de 5 a 6 nm de diametre
enrobées par une couche de dextran (polysacchaumigi®entant la furtivité) pour aboutir a
des particules d’environ 100 nm de diamétre. Ceinbgle contraste, injecté par voie
intraveineuse, est utilisé pour visualiser lesdésidu foie associées a une altération du
systéme réticuloendothélial (tumeurs et métastasgmtiques notamment). Le ResoVist
commercialisé par Schering fait également partee $felO. Cet agent de contraste d’environ
60 nm de diameétre est constitué de carbodextraapsntant des particules d’oxydes de fer
d’environ 4 nm de diametre. Ce produit est utiligéur les mémes indications que
I'Endorenf’.

Parmi les USPIO, le produit le plus avancé est 147 (Sinererfi, Laboratoire
Guerbet). Il est également constitué de particdlesydes de fer de 4 a 6 nm de diamétre
enrobées par une couche de dextran. Cependanilléa fiaale de la nanoparticule est
d’environ 30 nm contre 100 nm pour I'AMI-25 précéteent cité. Il est indiqué pour la
détection et la caractérisation des ganglions ragiqges chez les patients atteints d’un
cancer du pelvis. La demande d’autorisation de migele marché est en cours aux Etats-
Unis mais elle a été retirée en Europe au coutta ghase lll car I'amélioration de contraste

n'a pas été jugée satisfaisante.

Ces particules étant inorganiques, leur métabolisneur élimination ont été étudiés.
Apres injection intraveineuse, ces particules samidement captées par les cellules du
systeme réticuloendothélial (principalement leslutet de Kupffer, mais également les

cellules de la rate, des ganglions lymphatiques,detla moelle osseuse). Une fois
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phagocytées, les nanoparticules sont ensuite lemteckegradées dans les lysosomes des
cellules du systeme réticuloendothélial puis irkégrdans le pool de fer de I'organisme. Elles
ont donc la particularité de ne pas étre détectabns les voies excrétrices biliaires ou

rénales.

|.4. Conclusion

Les nanoparticules représentent un réel espoirlpauédecine. Elles peuvent en effet
favoriser la délivrance d’agents thérapeutiguesein méme de la zone a traiter en limitant
leur capture par d’autres tissus. Cela permet alasiéduire les effets secondaires de ces
traitements, et redonne de l'intérét a des prirecgaifs qui avaient des propriétés physiques
et une biodistribution insatisfaisantes. D’'un pod# vue diagnostique, elles permettent
d’améliorer le contraste des modalités d'imagedtelles et donc de faciliter la détection
précoce de pathologies (voir Chapitre ).

Ainsi depuis gquelques années, un grand nombre d®pagicules a vocation
diagnostique ou thérapeutique ont été développéemidiees. Cependant, bien gu’elles aient
souvent des propriétés intéressantes, bien petre’eles sont parvenues a une utilisation
clinique.

En effet, la production, la stabilité, la biodibtition, et I'efficacité restent des
conditions critiques a réunir pour l'utilisationiréjue de nouvelles nanoparticules. La toxicité
des nanoparticules reste également un point crgaidl convient de connaitre afin d’'éviter
que le remede soit pire que le mal.

Parmi les différents types de nanoparticules, Esorémulsions n’ont été que peu
utilisées a ce jour, essentiellement pour des munsstle stabilité. Ces matériaux présentent
pourtant une grande biocompatibilité et une impudaversatilité qui leur permettent
d’encapsuler de maniére durable de nombreuses ubedéou particules aux fonctions
différentes.

Avant de s’intéresser au développement de nouvebe®particules biocompatibles
de type nano-émulsions, le chapitre suivant serasamé aux difféerentes modalités
d’'imagerie clinique et préclinique. L'imagerie dridrescence sera plus particulierement
abordée car elle constitue un outil trés efficacmirpl’étude de la biodistribution des

nanoparticules.
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Chapitre Il :
Imagerie médicale



Nous venons de voir, dans le chapitre précédemd,l@umanomeédecine nous permet
d’espérer d’'importantes avancées dans la déteetidm traitement de certaines pathologies.
Outre cette révolution attendue, les progres réogat’'imagerie médicale ont déja permis de
grandes améliorations dans le domaine du diagnesag cours des derniéres décennies. La
médecine moderne a en effet régulierement recodes déechniques d’'imagerie médicale, que
ce soit pour des raisons cliniques ou scientifiques

L'imagerie médicale désigne un ensemble de teclesiqon invasives permettant
d’obtenir des informations sur des aspects intedeel¥rganisme. Ces différentes techniques
d'imagerie médicale sont régulierement utiliséem afétablir un diagnostic précis, de
préparer une opération chirurgicale ou de contri@sreffets d’un traitement ou d’'un acte
chirurgical. Elles sont également de plus en plokickées au niveau de la recherche
meédicale dans le but d’approfondir nos connaissadeel’anatomie et de la physiologie des
organismes vivants, et plus particulierement ded’8umain.

On peut, en fonction des informations recherchélasser les techniques d’'imagerie
en deux catégories :

e L’imagerie structurelle, qui renseigne sur l'anai@nides organes (volume,
position, présence éventuelle de Iésions...)
* Limagerie fonctionnelle, qui permet d'obtenir desdications sur le

fonctionnement de I'organisme (physiologie, métamoé...)

Ce chapitre présentera le fonctionnement, les agast et les inconvénients des
différentes techniques d’imagerie médicale et bidicade existantes. Il s'intéressera plus
particulierement a leur potentiel pour I'imageri®léculaire. Cette derniere est rattachée a
imagerie fonctionnelle : elle permet la visuatisa de processus biologiques d’'un point de
vue spatial et temporel, a I'échelle moléculaireggmétique, de maniere non invasive [52].
L’'imagerie moléculaire nécessite cependant I'inf@ttle traceurs ou agents de contraste afin
de mettre en évidence le processus étudié. Legsagercontraste couramment utilisés dans
les différentes modalités d’imagerie seront dortaitlés. Ce chapitre se focalisera enfin plus

précisément sur I'imagerie de fluorescemnceivo.
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Il.1. Les différentes techniques d'imagerie

Les technigues d'imagerie médicale et biomédicalgt slites non invasives et non
traumatisantes. En effet, en dehors de l'injectentraceurs pour certaines modalités, aucun
prélevement (biopsie) ni aucune atteinte des bagide I'organisme n’est nécessaire a leur

mise en oeuvre.

Les différentes modalités d'imagerie biomédicalentsainsi toutes basées sur
I'utilisation de rayons électromagnétiques poureobt les informations désirées, sans
effectuer de prélevements sur I'organisme. Cesigaks utilisent des rayonnements répartis
sur I'ensemble du spectre électromagnétique : dgsns gamma dans le cas de l'imagerie
nucléaire pour les rayonnements les plus énerggjcaux ultrasons lors des échographies, en
passant par les rayons X, les ondes radio danasleles IRM (en complément d’'un champ
magnétique constant), et enfin les rayonnementarmiges dans le cas de l'imagerie de

fluorescencen vivo (Figure 11-1).

Echographie IRM Fluorescence Radiographie X Imagerie nucléaire
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Figure II-1 : Représentation des différentes modalés d'imagerie en fonction des ondes
électromagnétiques qu’elles utilisent.
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Cependant, s’il existe plusieurs techniques peanttti’obtenir des images vivo,
elles sont souvent lourdes et onéreuses, et nepsentoutes adéquates pour effectuer de
'imagerie moléculaire.

Avant de présenter chacune des méthodes d’imaigelicgpuées ci-dessus, nous allons

rappeler l'intérét de I'imagerie moléculaire.

[1.1.1. Imagerie moléculaire

L’imagerie moléculaire est un nouveau domaine daeeche biomédical qui peut étre
défini comme la représentation visuelle, la carégdéon et la quantification de processus
biologiques a I'échelle cellulaire ou subcellulairet également le suivi de processus
moléculaires au sein d’organismes vivants de mamen invasive [52, 53].

Les avantages liés a l'imagerie moléculaire sontn€’ part une meilleure
compréhension des processus biologiques, maisnégatde diagnostic précoce de tumeurs
ou de maladies neurologiques, cardiovasculaireawo-immunes. Elle permet en outre
d’accélérer le développement de nouvelles thérgmies ces pathologies grace a des tests
précliniques et cliniques permettant I'optimisataes traitements.

Pour parvenir a ces fins, I'imagerie moléculairebsse sur l'utilisation d’agents de
contraste ou traceurs. Chaque traceur est destirgitee en évidence un processus biologique
donné. lls peuvent étre classés en deux catégotess traceurs ciblants et les traceurs
activables. Les premiers vont se fixer préférelaiieént au niveau de cibles, alors que les
seconds ne sont détectables qu’apres avoir « séaggc la cible, ce qui permet de réduire le

bruit de fond et améliore le contraste final (Fegur2).

Figure 11-2 : lllustration des différents principes de traceurs. a) Traceur ciblant: I'agent de
contraste est lié a une molécule (biomarqueur) quast reconnue ou qui reconnait spécifiquement unehie
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biologique donnée (par exemple un traceur lié a ulanticorps qui reconnait une protéine exprimée en
surface de certaines cellules). b) Traceur activabl I'agent de contraste est inhibé et c’est I'actiod’'un
processus biologique qui va restituer les propriég&qui permettent de le détecter (par exemple un tieur
dont les propriétés physiques vont étre modifiéesap I'action d’'une enzyme).

L'imagerie moléculaire permet par exemple de détecte maniére précoce la
présence de certains marqueurs tumoraux dans anisnge vivant, alors que la tumeur est
indétectable avec les modalités dimagerie stretles classiques sans réaliser de

prélevement.

[1.1.2. Rayons X

La radiographie par rayons X est la plus ancieechrtique d’'imagerie médicale. En
effet, des 1895 W.C. Rontgen, physicien allemandoaéreur des rayons X, réalise la
premiere radiographie de la main de sa femme. QGetiBnique s’est depuis largement
développée et est couramment utilisée. En plus alerabliographie « classique », le
développement de capteurs a rayons X a base decsediicteurs et I'avénement de
linformatique dans les années 1970 ont permispiaipon de la tomodensimétrie, plus
couramment appelée scanner. Les scanners permeipeas reconstruction, de réaliser des

vues en coupe ou des vues en trois dimensions.

[1.1.2.1. Agents de contraste

L'iode, qui a la propriété de fortement absorberrgyons X, est couramment utilisée
en tant qu’agent de contraste dans le cas de dgraphie (visualisation du systeme sanguin).
Son injection dans le systeme sanguin permet a@ssiieux repérer les organes fortement
vascularisés et en particulier certaines tumeues. hanoparticules métalliques (en or par
exemple) ont également été proposées recemment e@yemts de contraste pour I'imagerie
par rayons X du fait de la présence d’atomes low€épendant, le pouvoir contrastant de ces
traceurs (iodé ou nano-particulaire) est faibles lggiantités injectées sont par conséquent
importantes, ce qui limite le développement de eaux agents de contraste ciblants

permettant de réaliser de I'imagerie moléculaire.
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[1.1.2.2. Avantages et inconvénients

Les rayons X sont une modalité d'imagerie strudkeinapide et efficace offrant une
résolution de quelques dizaines de micromeétreslgaite de profondeur. Cependant, si cette
technique offre un excellent contraste entre legtoes tissus mous, le contraste entre les
différents tissus mous est faible et rend par exemtifficile la localisation de tumeurs au sein
de ces tissus. De plus, les rayons X sont des nayoents ionisants et a ce titre, leur

utilisation doit s’effectuer avec toutes les mesute protection adéquates.

[1.1.3. Ultrasons

Depuis son utilisation en obstétrique dans les esnE970, I'échographie s’est
largement développée et est devenue une technignagerie trés répandue. Les ultrasons
sont principalement utilisés pour réaliser de I'gmde structurelle dédiée a I'analyse des
tissus « mous », mais ils peuvent également sdaris le cadre de I'imagerie fonctionnelle,

notamment pour la mesure des flux sanguins grééel@ographie Doppler.

[1.1.3.1. Agents de contraste

L'utilisation de microbulles permet d’améliorerdentraste de I'imagerie ultrasonore.
Ces agents de contraste sont notamment utilisesdkes échocardiographies. Ces particules
sont généralement des émulsions d’huiles perflesbmnées stabilisées par une couche de
phospholipides [54, 55]. Ces huiles possédent @prgté de dissoudre d'importantes
guantités de gaz (elles sont notamment utiliséas pooduire le sang artificiel). Ces
microbulles sont fortement échogenes en milieu axjpelisque la difference de densité entre
le gaz contenu dans les microbulles et les tissusanants est grande.

La nature de ces agents de contraste, leur efiécaet les possibilités de
fonctionnalisation permettent d’envisager l'utitism des microbulles pour la délivrance de

médicaments ou pour I'imagerie moléculaire.
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[1.1.3.2. Avantages et inconvénients

L'utilisation des ultrasons est sans danger, @esirquoi cette modalité d'imagerie est
particulierement employée pour imager les foetusteCtechnique est de plus rapide, peu
colteuse et peu encombrante. La résolution peet s précise, mais elle diminue
rapidement lors de I'observation de zones profoneleles os ne laissent pas passer les ondes
ultrasonores. Enfin, cette méthode est opératepertiante et nécessite un contact entre le

patient et le dispositif.

[1.1.4. Imagerie par Résonance Magnétique

L'imagerie par résonance magnétigue (IRM) est umehrologie récente,
particulierement adaptée a la visualisation desisisnous. Son développement a eu lieu dans
le début des années 1980. L'apparition de I'IRMctannelle dans les années 1990 a entre

autres permis d’'importantes avancées dans la corps®on du fonctionnement du cerveau.

[1.1.4.1. Agents de contraste

L’'imagerie par résonance magnétique, bien que tioadiellement utilisée pour
visualiser les tissus (localisation et taille deméurs), permet de réaliser de l'imagerie
moléculaire grace a l'injection d’agents de contrasnanoparticules superparamagnétiques

ou chélates de gadolinium [56].

[1.1.4.2. Avantages et inconvénients

L’'IRM est une technique sans danger puisque, cioaetngnt aux rayons X, elle ne se
base pas sur l'utilisation de rayonnements iongsaBtle offre un excellent contraste au
niveau des tissus mous, bien meilleur que celerabpar tomodensimétrie, mais ne permet
pas de visualiser les tissus durs (0s). Cette tgohrest sans doute la modalité d’'imagerie
structurelle la plus puissante mais elle n’estefnis pas dénuée de défauts. En effet, la durée
d’acquisition est relativement longue mais c’estaut son codt tres important qui limite son

utilisation.

-37-



[1.1.5. Imagerie nucléaire

La médecine nucléaire repose sur la détection dédmtégration d’atomes radioactifs
entrant dans la structure de molécules dites radimpaceutiques préalablement injectées au
patient. C’est une technique d'imagerie fonctiolemet méme moléculaire car elle permet de
visualiser et de localiser 'accumulation des ratimrmaceutiques.

Deux technologies basées sur des radioélémenésatifs sont actuellement utilisées :
la tomographie a émission de positrons (TEP, ou BEBnglais pour « Positron Emission
Tomography ») et la tomographie d’émission monophigue (TEMP, ou SPECT en anglais
pour « Single Photon Emission Tomography »).

[1.1.5.1. Agents de contraste

Ces techniques sont basées sur la désintégraticadgharmaceutiques qui sont des
agents de contraste. En TEMP, les radioélémentsacouent employés sont le technétium
99m €°"Tc), lindium 111m t*in) et liodure 123 ¥). Pour la TEP, les éléments utilisés
ont une durée de demi-vie courte (inférieure a @réw : il s'agit de 'oxygéne 15°Q),
I'azote 13 t°N), le carbone 111C) et le fluor 18 ¥F).

Il est important de noter que la production de opdarmaceutiques et leur
conservation limitent le nombre de processus diffés qui peuvent étre étudiés, un traceur
spécifique étant nécessaire pour chaque cible.

Le principal traceur utilisé en TEP est le 2-flu@aeoxy-D-glucose, une molécule de
glucose dans laquelle le groupement hydroxyle esitipn 2 est remplacé par un atome de
fluor radioactif {°F-FDG). L'administration de ce radiopharmaceutigeemet de suivre le
métabolisme du glucose, et ainsi de localiser ketules fortement consommatrices de

glucose telles que les cellules tumorales.

[1.1.5.2. Avantages et inconvénients

La médecine nucléaire, grace aux techniques TEM#RIgdut TEP, est une méthode
tres sensible [52, 53]. Elle nécessite cependanjedtion de radiopharmaceutiques qui

- 38 -



doivent étre synthétisés juste avant I'analyse aiti de leur courte durée de vie. Cette
dépendance en atomes radioactifs difficiles a gredproduction en cyclotron pour la TEP,

ou en générateur pour la TEMP), rend malheureusensdte technique tres onéreuse. De
plus, l'utilisation de sources radioactives en taie technique lourde a utiliser en termes de

mesures de sécurité.

[1.1.6. Fluorescence

La derniére modalité présentée ici est I'imageeadldorescence. Si la fluorescence est
une technique fortement répandue dans le domaioméddiical, notamment a I'échelle
moléculaire (ADN ou protéine) ou cellulaire (cytan en flux ou coloration histologique),
elle est, malgré ses atouts, encore peu employ@e@aliser de I'imageria vivo.

La section suivante rappellera le principe de leoriéscence, les avantages et les
inconveénients liés a son utilisation en imagéarmie@ivo, et présentera également les dispositifs

d’'imagerie et les principaux traceurs existants.

I1.2. Imagerie de fluorescence

L'imagerie de fluorescence est une méthode tresildenmais qui a I'inconvénient
d’avoir une faible résolution spatiale et une profeur de détection limitée. Il s’agit malgré
tout de la méthode la plus rapide et la moins ac#epour imager des molécules ou des
cellules dans le petit animal. Elle constitue aure méthode complémentaire de I'lRM ou de
la médecine nucléaire [57]. De plus, son faible gend’'acquisition en fait la technique

d’'imagerie moléculaire la mieux adaptée aux méthatte « screening ».

[1.2.1. Principe et grandeurs physiques

La fluorescence correspond a I'émission de lumpzneune substance (molécule ou

matériau par exemple) depuis un état électroniguiée
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[1.2.1.1. Diagramme de Jabto nski

Les différents processus électroniques engendmebapaorption de lumiere par une
substance fluorescente (appelée également fluorepba fluorochrome) peuvent étre
représentés par le diagramme de Jaio(Figure 1I-3).

Etat excité singulet

5
8 i Niveaux énergétiques 1 Absorption
5 . .
vibrationnels
0
5 = Conversion interne et
S, relaxation vibrationnelle
1 —
0
Etat excité triplet
g Emission de fluorescence
=
L 1 1
‘% 0

é Désexcitation non radiative

Conversion intersytéemes

—_——

5

S, : -

0 . - l Emission de phosphorescence
0

Etat fondamental

Figure 11-3 : Diagramme de Jabtaaski.

L’état électronique singulet fondamental ainsi qles deux premiers états
électroniques singulets excités sont respectivemggrésentés panSS, S. Chacun de ces
niveaux d’énergie électronique, ainsi que I'étatigxtriplet (T,), comprend plusieurs niveaux
d’énergie vibrationnelle notés 0, 1, 2, etc. (Iéseaux d’énergie rotationnelle ne sont pas
représentes).

A température ambiante, I'énergie thermique n’est guffisante pour peupler les états
energétiques Set S. C’est I'absorption de I'énergie lumineuse apperpar un photon qui
permet de peupler ces états excités. L'absorptigér@éralement lieu depuis les niveaux
vibrationnels les plus bas de I'état fondamentaloeasont les plus peuplés. Un fluorophore

est généralement excité jusqu’aux niveaux vibratsts élevés, que ce soit ceux deo8 de
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S,. Les molécules excitées se relaxent ensuite raq@de par conversion interne jusqu’au
niveau vibrationnel le plus faible (0) de I'étatcd® S. Le retour a I'état fondamentab S
depuis le niveau vibrationnel 0 de I'état [#ut alors avoir lieu par émission d’'un photon, ce
qui correspond a la fluorescence, ou par déseikuitation radiative (principalement par
dégagement de chaleur lors des collisions avemtddcules environnantes). D’autre part, des
phénomenes concurrents comme le transfert d'énexgiee fluorophores ou vers un
inhibiteur de fluorescence peuvent également alieir a I'état excité. Ces processus
concurrents de I'émission de fluorescence font lgueombre de photons émis est inférieur
aux nombre de photons absorbés.

L’énergie libérée lors de I'émission de fluoresaest généralement inférieure a celle
ayant permis l'excitation, de I'énergie étant digs lors des phénoménes de conversion
interne qui suivent I'absorption. Les longueursrfle étant inversement proportionnelles a
I'énergie du photon, la longueur d’'onde d’émissest donc décalée vers le rouge (vers les
plus grandes longueurs d’ondes) par rapport angueur d’onde d’excitation. La différence
entre la longueur d’onde ou I'absorption est makéne celle ou I'émission de fluorescence
est la plus intense se nomme déplacement de Stokes.

Pour certaines molécules, un processus de conmersitersyteme autorise le
peuplement de I'état excité triplet @iepuis I'état excité singulet. S e retour a I'état Speut
dans ce cas s’effectuer soit par émission de lemi@m parle alors de phosphorescence, soit
par désexcitation non radiative. L'état excité laipT, étant moins énergétique que, S
'énergie libérée par la phosphorescence est philslef que celle liée au processus de
fluorescence. L'émission de phosphorescence edsti al@calée vers les plus grandes
longueurs d’onde par rapport a I'émission de flsoeace.

[1.2.1.2. Grandeurs physiques caractéristiques de Il a

fluorescence

Les principales caractéristiques physiques desdplmres sont définies ci-dessous :
 Longueurs d'onde d’absorption et d'émission de rélsoence: elles
correspondent aux longueurs d’onde pour lesquéliesorption et I'émission
de fluorescence sont maximales.
» Coefficient d'extinctiorz (ou absorption molaire) : ce coefficient religglzantité

de lumiére absorbée sur une longueur de ctiy&n cm), pour une longueur
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d'onde donnée, a la concentration C (en M) du diplbore en solution, selon la
loi de Beer-LambertAbsorbance= € ¢ C (¢ s’exprime donc en Mcm™).

* Rendement quantique de fluorescence : il corres@anchombre de photons
émis par rapport au nombre de photons absorbépeisente donc I'efficacité
relative de la fluorescence comparée aux autress\ae désexcitation.

» Durée de vie de fluorescence ou durée de vie ti B&cité $: il s'agit de la
durée moyenne pendant laquelle la molécule restéta@ excité avant de
retourner a son état fondamental. A titre d’exempdtte durée est de l'ordre de
la nanoseconde pour un fluorophore organique.

* Photoblanchiment : lorsque la molécule est a I'éxatte, il existe une certaine
probabilité pour qu'elle participe a des réactichaniques (on parle alors de
réactions photochimiques), en particulier avecyly@ene. Le fluorophore perd
alors ses propriétés de fluorescence. Autrementqdiand une solution de
molécules fluorescentes est excitée, une certaiopoption d'entre elles peut
étre détruite a chaque instant par photoblanchimeat qui engendre une
diminution de l'intensité de fluorescence au calursemps lors d’une irradiation

continue.

[1.2.2. Application de la fluorescence pour I'image  rie in vivo

La fluorescence permet de faire de I'imagerie mdbice car il est possible de suivre
des traceurs en observant leur émission de fluenescapres les avoir excités par une source
lumineuse. Cependant, si I'imagerie de fluorescanceivo est encore en développement,
c’est gu’il a fallu dans un premier temps s’afframaes limitations optiques existant dans les

tissus organiques.

[1.2.2.1. Limitations optiques in vivo

L'utilisation de fluorophores pour des expérimeintas in vivo engendre des
contraintes supplémentaires par rapport a unesatiitinin vitro du fait de la présence de

tissus organiques sur le trajet des rayonnememisméux d’excitation et de fluorescence.
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Les principaux problemes rencontrés en imageridlid@escencen vivo sont les
suivants :

» La diffusion du rayonnement lumineux (d’excitatienh d’émission) lors de la
traversée des tissus entraine une importante g@ntensité ainsi qu’'une perte
d’'information, ce qui rend plus difficile la locakition exacte du fluorophore
dans l'organisme.

* L’absorption par les tissus de la lumiére d'exciatet de celle émise par le
fluorophore conduit, comme le phénomene de diffuséoune perte d’'intensité
du signal de fluorescence.

» L’auto-fluorescence des tissus, qui est a l'origifene diminution importante
du contraste de l'image, correspond a la fluoreseamturelle émise par de
nombreux constituants des tissus (hémoglobineghgpdnes ...) ainsi que par

la nourriture contenue dans le systeme digestif.

D’'un point de vue instrumental, il est nécessapeyr limiter ces inconveénients,
d’augmenter la sensibilité de détection et dedfilte rayonnement d’excitation diffusé. Quant
au traceur utilisé, il doit posséder un rendemesaingjque de fluorescence et un déplacement

de Stokes les plus élevés possibles.

De plus, le choix de longueurs d’onde d’absorpgbm’émission adéquates (dans le
proche infrarouge) permet également de réduire pte&nomenes génants. En effet, la
diffusion du rayonnement lumineux par les tissuganiques diminue quand les longueurs
d'onde d’excitation et d’émission augmentent. Enreule phénoméne d’absorption du
rayonnement par les tissus peut étre fortementndiénsi I'on utilise des longueurs d’onde
d’excitation et d’émission comprises entre 650 80 %ym. La Figure II-4 représente la
variation des coefficients d’absorption de diffésertissus organiques en fonction de la
longueur d’onde. Il apparait nettement sur ce seh@uoe la fenétre optimale se situe dans le
proche infrarouge, entre I'absorption de 'hémodielet celle de I'eau [58].
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Nano-émulsions pour la vectorisation d’agents théra peutiques ou diagnostiques ;
étude de la biodistribution par imagerie de fluores cence in vivo
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Figure II-4 : Coefficients d’absorption de différents tissus organiques en fonction de la longueur
d’onde (d’aprés Mobley, J. et T. Vo-Dinh [58]).

De plus, I'observation dans le proche infrarougemet de réduire considérablement
l'auto-fluorescence des tissus. Comme on le vaitlauFigure 1I-5, de nombreux organes
(peau, intestin, vessie) sont fluorescents dansolegueurs d’onde du visible. Cependant, si
I'on travaille dans le proche infrarouge, alors og&mes organes n’émettent que tres peu de

fluorescence, ce qui permet de visualiser les dpbores injectés dans la souris avec un

(c)
Jeu de
filtre
vert /
rouge

contraste bien plus important [57].

{d)

Jeu de
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proche
infra-
rouge
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Figure 11-5 : Auto-fluorescence des organes de laaris dans différentes conditions optiques [57].
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[1.2.2.2. Avantages de la fluorescence

En dépit des limitations liees aux propriétés api) des tissus il existe donc un
domaine de longueurs d'onde (650 — 900 nm) poundetiimagerie de fluorescence est
avantageuse.

Cette technique présente en effet de nombreux éistérelle allie une bonne
sensibilité, un faible encombrement, des agentsodéraste stables et elle ne se base pas sur
I'utilisation de radiations ionisantes. Cette tdgle est également peu onéreuse a l'achat et
au fonctionnement, ce qui en fait une modalité dierie moléculaire de choix pour le petit
animal.

Les applications envisagées a court terme pouetié gnimal sont d’'une part I'aide a
la découverte de biomarqueurs permettant de cildsrtumeurs ou la plaque d'athérome, et
d’autre part la découverte et I'évaluation de ntesehérapeutigues. A moyen terme, des
applications de l'imagerie de fluorescence sonueldment envisagées pour 'hnomme, en
dermatologie, comme outil de diagnostic du cancesaln, de détection de métastases ou de
ganglions sentinelles en intra-opératoire, ou dbypes précancéreux par endoscopie du

colon.

[1.2.3. Dispositifs expérimentaux

Cette section présente différents dispositifs umgntaux développés par le CEA-
LETI pour I'imagerie de fluorescende vivo du petit animal.

[1.2.3.1. Imagerie de fluorescence par réflectance

L’'imagerie de fluorescence par réflectance (FRI aglais pour « Fluorescence
Reflectance Imaging ») permet d’obtenir des cliathégluorescence en deux dimensions. Ce
dispositif est constitué d’'une couronne de diodeserl émettant a 633 ou 660 nm placée
autour d’'une caméra CCD refroidie. Cette caméra@sipée de filtres capables de séparer le
rayonnement d’excitation diffusé des signaux deorlgcence émis par les traceurs
préalablement injectés ; en effet, ces filtresskig uniquement passer les longueurs d’onde
supérieures a 665 ou 690 nm en fonction de la keuxngd’onde d’excitation (633 ou 660 nm).
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étude de la biodistribution par imagerie de fluores cence in vivo

Le temps d’acquisition d’'une image varie entreelixjuelques centaines de millisecondes. Le
systeme de filtration permet également de travagihelumiere inactinique.

Cet équipement est désormais couramment utiliséalaoratoire pour imager des
tumeurs a l'aide de traceurs spécifiques marquedgmfluorophores émettant dans le proche

infrarouge.

b Caméra CCD

CCD refroidie
e pE Filtration du

‘ ~ signal de
' fluorescence

Diode laser

Champ
d’éclairage
homogéne

Figure 11-6 : Imagerie de fluorescence par réflectace.

[1.2.3.2. Tomographie de fluorescence

Contrairement au premier dispositif qui permet tkolr uniquement des images en
deux dimensions, la tomographie de fluorescencea@tceés a des reconstructions en trois
dimensions.

Avec ce dispositif, I'acquisition se fait par tramssion : la caméra qui recueille la
fluorescence se situe de l'autre c6té de I'aninaalrppport au faisceau d’excitation laser. Ce
faisceau laser balaie la zone a étudier en se giégildelon les axes du plan, de maniere a
illuminer successivement une série de points dartial. Pour chaque position du laser, un
cliché de fluorescence et de transmission desstissat enregistrés. L'analyse de I'ensemble
des clichés obtenus permet, apres traitement pa algorithmes, d’obtenir des
reconstructions en trois dimensions incluant laalisation dans lI'espace des sources de

fluorescence.
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Figure 11-7 : Tomographie de fluorescence.

Les deux dispositifs décrits sont implantés au skinla plateforme «imagerie de
fluorescencen vivo pour le petit animal » dirigée par Jean-Luc Ciliée a I'Institut Albert
Bonniot (IAB) [http://www-iab.ujf-grenoble.fr]. Taes les expérimentations réalisées sur le

petit animal dans le cadre de ce travail ont eaés€es au sein de cette plateforme d’'imagerie.

I1.2.4. Traceurs

L'imagerie de fluorescence nécessite, comme tolgss techniques d’imagerie
moléculaire, l'injection d'agents de contraste aaceéurs, qui sont dans ce cas des

fluorophores.

Parmi les molécules et matériaux fluorescentssaslicouramment en imagerie de
fluorescence, on distingue les fluorophores orgasq les protéines fluorescentes et les

nanocristaux semi-conducteurs (Figure 1I-8).

Figure 11-8 : a) Fluorophore organique (vert d’indocyanine) ; b) Protéine fluorescente (« Green
Fluorescent Protein » ou GFP) ; ¢) Nanocristaux seirgonducteurs.
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[1.2.4.1. Fluorophores organiques

Les fluorophores organiques sont des moléculespqasedent le plus souvent de
nombreuses insaturations conjuguées. Le Chapitrepi&ente quelques structures de
fluorophores organigues compatibles avec I'imageei@uorescenci vivo.

A titre d’exemple, on peut citer le cas du verndcyanine (ou ICG en anglais pour
« IndoCyanine Green »). Ce fluorophore est largeméhsé depuis de nombreuses années
pour des expérimentations sur la souris, mais ausdihomme puisqu’il fait partie des rares
molécules fluorescentes autorisées par la FDA. @'I€st utilisé dans le cadre d’études
vasculaires, que ce soit dans I'ceil, le cerveaue @aeur [57].

Les marqueurs organiques fluorescents peuvent atrssemployés pour visualiser et
localiser des cellules cancéreusasvivo dans le petit animal. Pour cela, des dérivés du
glucose comme le Cypate-mono-2-deoxy-glucose péudtea utilisés, le cypate étant une
molécule fluorescente dérivée de I'ICG. Ces tragsont en effet rapidement absorbés par les
cellules cancéreuses du fait de leur forte consdaioma&n glucose. Enfin, la détection de
tumeurs peut également étre réalisée grace aidattdn de fluorophores organiques,
généralement issus de la famille des cyanines, Iésup des peptides ou des anticorps

permettant de cibler spécifiquement certaines tus&9].

11.2.4.2. Protéines fluorescentes

Les fluorophores synthétigues ne sont pas les satilisés en imagerie de
fluorescence. En effet, il existe certaines pragimaturelles qui ont des propriétés de
fluorescence, comme la « Green Fluorescent ProtdiGFP) [60-62]. La GFP est une
protéine issue d'une méduskefjuorea victoria qui a pour propriété d’émettre dans le vert
lorsqu’elle est excitée par une lumiere bleue. Baeggcodant pour la GFP peut étre utilisé
comme géne rapporteur : la séquence géneétique tcpadam la protéine fluorescente est
insérée entre un gene d’intérét et son promotdarcafe I'expression du gene en question
entraine également la production de la protéinerdélscente. La GFP peut donc étre
considérée comme un traceur activable. Cette tqubra permis d’étudier le développement
de diverses tumeurs chez la souris, mais aussié&mioppement embryonnaire [59]. La GFP
a cependant I'inconvénient d’absorber dans le btaliémettre dans le vert, longueurs d’onde
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pour lesquels les tissus biologiques absorbeniffesent fortement, rendant ainsi difficile sa
détection au sein d’'un animal vivant.

D’autres protéines fluorescentes ont donc été dgpées a la fois pour étre
compatibles avec I'imagerie de fluorescent&ivo et pour élargir la palette de couleurs : la
production de différentes protéines de fluorescqraredifférents genes d’intérét permet de
visualiser plusieurs processus biologiques simétant (multiplexage).

Cette technologie nécessite néanmoins [I'utilisatide cellules et d’animaux

transgéniques et est donc difficilement envisagepbur 'homme.

11.2.4.3. Nanocristaux semi-conducteurs fluorescent S

Les nanocristaux semi-conducteurs ou boites quaetifE9] (« Quantum Dots » en
anglais), évoqués dans le Chapitre | sont desdhlwres trés performants. Leurs principaux
avantages résident dans le contréle de la longwdande d’émission, l'important
déplacement de Stockes et leur faible photoblanetim

Ces nanoparticules, comprises entre 2 et 10 nanesnéé diameétre, sont constituées
de quelques milliers d’atomes de matériaux semdooteurs tels que les couples
cadmium/sélénium, cadmium/tellure, indium/arseniéralium/phosphore.

Du fait du confinement du semi-conducteur danstieis dimensions au sein de la
nanoparticule, les électrons des nanocristaux esitniveaux d'énergie discrets et quantifiés.
Ces niveaux d'énergie peuvent étre contrélés pardagement de la taille et par la nature des
atomes qui composent le nanocristal. Les propriggéfuorescence découlant directement de

ces niveaux d’énergie, le maximum d’émission deriigcence peut ainsi étre controlé.

1.2.4.4. Vers de nouvelles  sondes nano-particulair  es

biocompatibles

Les boites quantiques que nous venons de décrired’emcellentes propriétés
optiques. Cependant, leur composition et leur nodigdtion une fois injectées dans un
organisme vivant soulévent des interrogations gadeur biocompatibiliteé. Parmi les autres
types de traceurs optiques nano-particulairestauvé également des nanoparticules de silice
[38] ou de polyméres [63] encapsulant plusieurséeues de fluorophores. Néanmoins, ces
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particules soulevent les mémes questions que légesbauantiques en termes de
biocompatibilité et d’élimination.

Les avantages découlant de I'utilisation des nartigpiées, détaillés dans le chapitre |,
incitent malgré tout au développement de nouvelaso-structures pour I'imagerie de
fluorescence. En effet, I'utilisation de telles dea peut permettre d’augmenter fortement la
sensibilité de I'imagerie optique puisque chaqueiq@de véhicule de nombreuses molécules
fluorescentes : la reconnaissance d’un réceptaurpfigand présent sur la nanoparticule est
ainsi associée a un nombre important de fluoroghofacilitant la détection de cette
reconnaissance. De plus, les fluorophores encapsulésein de ces particules présentent
généralement une meilleure photostabilité. Enfoy Istructure nanoparticulaire leur permet
une plus grande versatilité et une approche maultifonnelle associant diverses modalités
d’'imagerie et/ou d’agents thérapeutiques.

Nous avons donc cherché, au cours de ces travawdévalopper de nouvelles
nanoparticules organiques fluorescentes biocompatdi autant que possible bioassimilables

par I'organisme.

11.3. Conclusions

Nous venons de voir l'intérét de limagerie moléitéd pour I'étude et la
compréhension de pathologies, mais €également pourdétection et leur traitement. Parmi
'éventail des difféerentes modalités d’'imagerie, flaorescence présente de nombreux
avantages tels que la rapidité d’acquisition, uhléaco(t, un encombrement réduit, et une
grande sensibilité. Toutefois, I'imagerie molécrdagst fortement liée aux traceurs. Il existe
ainsi un réel besoin de traceurs facilement mdaés pour pouvoir imager différents
processus biologiques. Un des objectifs de ce itravdonc été de développer de nouvelles
nanoparticules pouvant agir comme traceurs optiques

D’autre part, I'utilisation de I'imagerie de flu@eence constitue également un outil
précieux pour la compréhension de la biodistributides nanoparticules et de leur
comportementn viva En effet, méme si I'accent sera par la suite snisles propriétés de
fluorescence des nouvelles nanoparticules synéestjsil ne faut pas oublier qu'un des
objectifs est d’obtenir a terme un vecteur versatdpable de véhiculer un agent de contraste

et/ou un agent thérapeutique.
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Chapitre Il :
Nouvelles

formulations de

nano-eémulsions



Les chapitres précédents ont rappelé l'intérétndemparticules pour le vivant, que ce

soit pour la délivrance de médicaments ou en tardggnts d’imagerie, mais également

I'attention particuliere qui doit étre portée abi@compatibilité de ces colloides. Ce chapitre

est quant a lui consacré a I'élaboration de noaseaibnoparticules organiques biocompatibles

basées sur des nano-émulsions de type huile dans e

Les nano-émulsions sont développées pour étreadsien tant que transporteurs (ou

cargo) de molécules d’intérét ; dans le cas prébsiagit d’'un marqueur fluorescent. De tels

transporteurs ont comme fonction d’assurer la ptmte de la molécule d’intérét avant et

aprés injection (ici nous nous focaliserons survi@e veineuse), de favoriser son

accumulation dans les tissus biologiques cibléle eas échant de contrbler le relargage de la

molécule d’intérét (dans notre cas le fluorophoee doit pas diffuser hors des globules

pendant tout le temps nécessaire a I'imagerie). nas-émulsions formulées ici doivent

donc étre :

biocompatibles : les nano-émulsions étant destiaéesculer dans le systeme
sanguin, elles doivent étre composées d’éléments togiques tolérés par
I'organisme.

furtives : afin d’augmenter la proportion de namouésions atteignant le tissu
biologique ciblé, il est souvent nécessaire d’'adeis temps de circulation dans
le sang importants (voir Chapitre 1).

stérilisables : toutes les solutions injectablessdee systéme sanguin doivent
étre stériles afin d’éviter toute contamination plas microorganismes. C’est
pourquoi le diamétre des nano-émulsions doit &férieur a 100 nm afin de
faciliter la stérilisation par filtration. De plugje telles petites tailles sont
nécessaires a l'extravasion hors du systéeme sanguia I'internalisation
cellulaire, ce qui constitue un avantage pour cegtaapplications biologiques.
stables : les solutions de nano-émulsions doiveavqir étre stockées pendant

plusieurs mois sans déstabilisation colloidaleiBaative.

Aprés avoir donné une description des nano-émudsiein détaillé les avantages

attendus de leur utilisation, ce chapitre se feeadi sur le choix des constituants et de la

technique d’émulsification afin de répondre awteres précédemment énonceés. Ainsi une

formulation dite de « référence » et ses propripl8siques seront présentées. Enfin quelques
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formulations issues de variations autour de cedleédérence seront décrites, afin d'illustrer

I'impact de certains facteurs sur la taille desmémulsions.

I1l.1. Définition et propriétés des nano-

émulsions

[11.1.1. Les émulsions

Les émulsions sont des matériaux dont l'usageréstrépandu et les applications
larges. En effet, elles sont fortement présentass das domaines agroalimentaire et
cosmeétique mais elles sont également a la basemerauses peintures et servent méme a
déposer le bitume qui recouvre nos routes. Maisceisont leurs utilisations pour la

délivrance de molécules activiesvivo qui hous intéressent.

[11.1.1.1. Définitions

Une émulsion est le mélange de deux liquides imbies ou faiblement miscibles.
Un liquide (la phase dispersée) est dispersé smowefde gouttelettes dans un autre (la phase
continue). Les émulsions sont généralement thermadiguement instables, mais I'ajout de
surfactants permet de stabiliser l'interface erlee deux liquides et confére ainsi aux
émulsions une stabilité cinétique plus ou moinsndea Il est a noter qu’il existe des
émulsions thermodynamiquement stables, celles-nt siésignées sous I'appellation de
micro-émulsions.

La nature de la phase dispersée (nommée égaleiseantinue ou interne) et celle de
la phase continue (appelée aussi externe ou dapejspermettent de définir deux types
d’émulsion : les émulsions de type huile dans ¢Hd& ou O/W pour oil in water en anglais)
ou la phase dispersée est lipophile et la phastencenhydrophile ; et les émulsions de type
eau dans huile (E/H ou W/O pour water in oil enlaisy ou cette fois la phase dispersée est

hydrophile et la phase continue est lipophile.
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[11.1.1.2. Emulsions naturellement présentes dans| ’organisme

Des émulsions de type huile dans eau a base dgcéigles, de cholestérol, de
phospholipides et de protéines amphiphiles sontreement présentes dans I'organisme et
plus particulierement dans la lymphe et le sang.

Les graisses ingérées sont absorbées au cours digelstion par des cellules de
I'intestin gréle, puis transférées et transporgmss forme de chylomicrons dans le systeme
lymphatique. Les chylomicrons sont des lipoprotgjrgest-a-dire des émulsions stabilisées a
la fois par des phospholipides et par des prot@angshiphiles nommées apolipoprotéines. lls
sont composés a 98 % de lipides (88 % de triglgeérii 8 % de phospholipides / 1 % de
cholestérol estérifié) et a 2 % de protéines ; iameétre est compris entre 20 et 1000 nm.
Les chylomicrons rejoignent la circulation sangumrsque le réseau lymphatique se déverse
dans le sang au niveau de la veine sous-claviére.gartie des chylomicrons (ceux dont la
taille est inférieure a 200 nm) vont ensuite éaptés par le foie, et transformés en d’autres
lipoprotéines telles que les HDL (« High Densitypdprotein ») ou les LDL (« Low Density
Lipoprotein ») dont la composition, la taille, atdature des apolipoprotéines sont différentes.
Ce sont ces lipoprotéines synthétisées par le daieseront assimilées et utilisées par les
cellules de I'organisme. Les chylomicrons en citioh, notamment ceux dont le diameétre
est supérieur a 200 nm, vont eux évoluer vers dilest plus petites par échanges de
« matiére » avec les autres chylomicrons et lepliptéines au cours de leur séjour dans le
compartiment sanguin, permettant ainsi leur capttiteur métabolisation par les cellules du
foie. Enfin une partie des chylomicrons en cirdolaidans le sang est également assimilée et
stockée par les cellules adipeuses.

Les chylomicrons et les différentes lipoprotéineseint également un réle important
dans le temps de circulation sanguine des nanopkasi injectées [43]. Les lipoprotéines
échangent couramment entre elles des apolipopestéan du cholestérol au cours de leur
circulation dans le systeme sanguin. |l sembleyaét de la méme maniere elles aient aussi la
capacité de réduire la furtivité des colloides attipulierement celle des liposomes, en
capturant les polyméres de furtivité par échangsutactants. L'altération de la couche de
répulsion stérique rend alors possible la fixatles opsonines a la surface des nanoparticules,
conduisant ainsi a leur phagocytose par les maaggshdu systeme réticuloendothélial (voir

Chapitre | et Chapitre V).
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[11.1.1.3. Emulsions pour la délivrance de médicame  nts

De nombreuses formulations d’émulsions ont été Idfpees, et méme
commercialisées pour certaines, afin de transpattsr molécules thérapeutiques aprés
injection intraveineuse. Ces formulations sont pdarplupart composées d'une phase
dispersée constituée de triglycérides. Les globulssbilisés par une couche de
phospholipides et de surfactants pegylés, ont gément un diametre aux alentours de 250
nm [64].

La production des ces émulsions submicrométriqueffestue principalement par
homogénéisation a haute pression d’'une émulsicssgn@ préparée par agitation mécanique
d’'une solution aqueuse contenant les surfactantie & phase huileuse contenant le principe
actif [65] (voir 111.2.2).

Les SLN (« Solid Lipid Nanoparticles ») presentassile chapitre | que I'on pourait
assimilés a des nano-émulsions pour lesquelleshisep dispersée est cristalisée sont
également utilisés pour encapsuler et vehiculeragesits thérapeutiques, et princapalement
des anticancéreux [28].

[11.1.2. Les nano-émulsions

[11.1.2.1. Définitions

Les nano-émulsions sont une sous-classe d’émulsions le diameétre est compris
dans une gamme « nanométrique ». Cependant, iarpas encore de consensus dans la
littérature pour définir précisément cette gamme pgut varier fortement : 10 a 100 nm [66-
68], 20 a 200 nm [34, 68-70] ou encore 100 a 106Q#1]. Nous retiendrons ici la définition
de Solanst al. [34], soit un diameétre compris entre 20 et 200 nm. Lew+f@amulsions sont
des systemes thermodynamiquement instables.

[11.1.2.2. Propriétés particulieres

Si d’'un premier abord, seul le diamétre sembleédifficier les nano-émulsions des

émulsions de taille micrométrique, de nombreusepr@tés découlent de ce seul paramétre.
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Parmi les propriétés qui seront intéressantes wains cas, on peut citer leur grande stabilité,
leur relative transparence, et la possibilité destériliser par filtration.

[11.1.2.2.1. Stabilité

La dispersion d'une phase dans une autre sous falf@mulsion n’est pas
thermodynamiquement stable. Il existe en effet iplus processus de déstabilisation
(réversible ou irréversible) qui vont favoriservidution du systéme dispersé vers son état
final stable thermodynamiquement, c'est-a-diresotetion biphasique.

Le crémage (migration de la phase dispersée veisalg de la solution) ou la
sédimentation (migration vers le bas de la sol)tisont des phénomeénes réversibles de
déstabilisation des émulsions, puisque I'agitatitnla solution permet de redisperser les
gouttelettes. Ces phénomenes favorisent cependantcoblescence, un phénoméne
irréversible, en entrainant une augmentation dstecentration locale en particules et donc
des probabilités de contact entre les globules phy®rtantes. La vitesse de migration des
gouttelettes (par crémage ou par sédimentation)égsé par la loi de Stockes (Equation
.1) :

9 e (Equation Ill.1)

v vitesse de migration de la goutte (%).s

g accélération due & la pesanteur (.s
Ap  différence entre les masses volumiques des plieges®)
r rayon de la goutte (m)

1. viscosité dynamique de la phase continue (Pa.s)

La vitesse de crémage (ou de sédimentation) étapogionnelle au carré du rayon
des globules, la diminution du diamétre de cestgtmites permet de ralentir fortement la
vitesse de migration verticale. En outre, pourdiamétres de I'ordre de quelques dizaines de
nanometres, le mouvement brownien (qui décrit levement aléatoire d’une particule dans
un fluide) devient prédominant devant le mouvernigént la pesanteur, permettant ainsi de
maintenir indéfiniment une homogénéité parfaitdalsolution (il 'y a plus de phénomene

de crémage ou de sédimentation) [68].
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Cependant, si grace a leur faible taille les nanaigions ne sont pas concernées par
les phénomenes de déstabilisation réversibles ogpiels crémage et la sédimentation, elles
restent néanmoins soumises aux phénomenes de iligatialn irréversibles que sont la
coalescence et le mirissement d’Ostwald (Figurd)ll

La coalescence correspond a la rupture du filmudiactants séparant deux globules
en contact, entrainant ainsi la fusion entre deowttglettes. Le madrissement d’Ostwald
intervient quand la phase dispersée est faibleswunble dans la phase continue. Dans ce cas,
la pression de Laplace plus importante dans lebuigs de faible diametre va forcer la
solubilisation de molécules de la phase disperaés th phase continue, qui vont ensuite étre
préférentiellement assimilées par les plus grogeatelettes (car la pression de Laplace y est
plus faible). Ce phénomene engendre donc un tndndée la phase dispersée des petits
globules vers les plus grands via la phase contieniainant une augmentation de la taille
globale des gouttelettes.

Etant donnés leurs faibles diametres, les nanostomsl sont trés sensibles au
marissement d’Ostwald, qui est de ce fait la canagure de vieillissement de ces systemes

colloidaux.
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Figure llI-1 : Schéma des phénoménes de déstabiltga irréversibles des émulsions. (1)
Coalescence : la coalescence correspond a la fustandeux globules par rupture du film de surfactans les
stabilisant. (2) Mdrissement d’Ostwald : le mlrissenent d’Ostwald intervient quand la phase disperséest
soluble (méme faiblement) dans la phase continuealdifférence de pression de Laplace qui existe ewetr
les globules de faible diamétre et ceux de tailldys importante va entrainer une migration des moléales
de la phase dispersée des petits vers les gros gilels.
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111.1.2.2.2. Transparence

Les émulsions de taille micrométrique diffusenttdarent la lumiére visible, et a
moins que les indices de réfraction de la phasgedigée et de la phase continue ne soient
ajusteés, elles apparaissent blanches et opaquesvamche, comme la taille des gouttelettes
des nano-émulsions est largement inférieure awuleurs d’onde du spectre visible (400-700
nm), la lumiere n'est pas ou peu diffusée et aim@me avec une différence d’indices de
réfraction importante, les nano-émulsions sont iquexst transparentes [68]. Ainsi, les
solutions de nano-émulsions dont le diametre ddtgjeties est proche de 100 nm sont
troubles, et plus le diamétre augmente plus lesitisos deviennent opaques. Cette
caractéristique optique permet donc d’évaluer dbibté des nano-émulsions par un simple
contrdle visuel, puisque 'augmentation de la ¢adlune faible minorité de globules suffit a

rendre la solution trouble.

111.1.2.2.3. Stérilisation

Le faible diamétre des nano-émulsions rend possitdestérilisation des solutions par
filtration sur des membranes dont les pores foB2 @m. Une telle taille de pores permet
d’éliminer toute contamination de la solution pasdnicroorganismes [72]. Cette technique
est plus simple a mettre en ceuvre que l'irradia¢ibmoins déstabilisante que la stérilisation
par la chaleur.

[11.1.2.3. Applications particulieres

Les nano-émulsions sont des colloides dont I'éetde développement sont récents.
Néanmoins, ces nano-objets apparaissent déja tr@sietieurs pour de nombreuses
applications.

Leur transparence par rapport aux émulsions dee tailcrométrique est un atout
indéniable pour I'industrie cosmétique car ellel@s aux notions de pureté, de simplicité et
de fraicheur. De plus, les nano-émulsions peuviatfécilement absorbées par la peau et
leur faible taille permet une stérilisation patréition [66, 73].

Les nano-émulsions sont également des particuleshdx pour la délivrance de
médicaments. Cependant, si de nombreuses eéquipesrecieerche travaillent sur

I'encapsulation de principes actifs dans des émudsi de taille submicrométrique
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(généralement autour de 250 nm de diamétre [64]) gpentre elles se focalisent sur
I'utilisation de nano-émulsions pour vectoriser adeddicaments [70, 74, 75]. Pourtant leur
tres faible diametre permet de favoriser leur d¢atton dans I'organisme en limitant leur
élimination, notamment par le foie et la rate [75].

On peut également noter I'existence de travauX’'saocapsulation de pesticides [69]
ou encore I'étude des propriétés antimicrobiennmeprps a certaines formulations de nano-

eémulsions [76].

[11.2. Choix de la formulation

Les nano-émulsions décrites ici sont de type tdales eau : la phase dispersée est de
I'huile et la phase continue est une solution ageell’émulsification consiste a disperser
finement la phase huileuse sous forme de gouttsleit quelques dizaines de nanométres de
diamétre dans la phase aqueuse, les goutteleties sthbilisées par la formation d’'une

couche de surfactants entre la phase dispersag@base continue.

Nous avons choisi, pour des raisons de biocompjidibdes constituants reconnus
comme inoffensifs (GRAS : Generally Recognized Agefpar la FDA. Les nano-émulsions
se composent ainsi d’'un mélange de phospholipides surfactants pegylés afin de stabiliser
les gouttelettes de glycérides, tous ces constguatant d’ores et déja utilisés dans des

formulations d’émulsions submicrométriques pouttdiivrance de médicaments.

Pour obtenir des nano-émulsions stabilisées ausmrirpartie par des phospholipides,
il est nécessaire d’employer des quantités beauptugpimportantes de ces molécules que
dans le cas des émulsions submicrométriques, pesquélles les surfactants sont
généralement apportés par la phase continue UIBJL. Or la dissolution d'une quantité
importante de phospholipides dans I'eau est unéo®dong et fastidieux. En effet, les
phospholipides doivent dans un premier temps é@s®ds dans un solvant organique ; puis
ce solvant est évaporé de maniére a former unlifficique, qui est ensuite réhydraté par une
solution aqueuse, et enfin soniqué afin de dispédasitalité des phospholipides sous forme
de liposomes. Afin d’éviter ce long processus dmsalution, nous avons choisi de dissoudre

les phospholipides dans la phase huileuse plutétdguns la phase continue. Bien que les
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phospholipides soient connus pour étre peu soluldes les huiles organiques, I'utilisation
de certaines cires permet néanmoins de grandenmeélioser cette solubilité. La phase
dispersée des nouvelles formulations développéetoes composée d’'une huile végétale et

d’une cire, afin de pouvoir solubiliser les phodfides dans la phase huileuse.

[11.2.1. Détails des constituants

[11.2.1.1. Surfactants

La couche de surfactants utilisée pour stabiligaielface entre la phase dispersée et

la phase continue est composée de lécithine assaddés surfactants pegylés.

111.2.1.1.1. Lécithine

La lécithine est un mélange de molécules amphiphawittérioniques d’origine
naturelle, majoritairement composées de phospli@#pi Les structures des principales
molécules composant la |écithine sont illustréedastrigure I11-2.

Les phospholipides sont les principaux constituaets bicouches lipidiques formant
les membranes des cellules ; c’est pourquoi, detnes propriétés émulsifiantes, ils sont aussi
biocompatibles et bioassimilables. Ils conferenhsiaiaux nano-émulsions un certain
biomimétisme avec les lipoprotéines et les cellusmettant ainsi d’augmenter la furtivité
des particules une fois en suspension dans lensgstanguin.

La lécithine utilisée dans les formulations de nrénmulsions est issue de graines de
soja; la composition des acides gras qu'elle eomtiest donc similaire a celle des
triglycérides de I'huile de soja (principalementsdacides gras insaturés comportant 18
atomes de carbone). La masse molaire de la Iéeithiété arbitrairement fixée a 750 g/mol,

ce qui correspond a la masse molaire moyenne deppblipides la composant.
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Figure 1ll-2 : Structure des principaux composantsde la lécithine. a) Phosphatidylcholine ;
b) Phosphatidyléthanolamine ; ¢) Lysophosphatidylcbline ; d) Acide gras (R, R, R, : résidus d'acides
gras). Les acides gras naturels sont constitués die chaine carbonée de 4 & 28 atomes de carbone s&tu
ou non. Ceux entrant dans la composition de la lébine de soja possedent plus particulierement 18
atomes de carbone et sont polyinsaturés.

[11.2.1.1.2. Surfactants pegylés

Les surfactants pegylés sont des molécules amdsphdn ioniques de synthése dont
la partie hydrophile comporte des motifs polyoxyéhe (POE ou par abus PEG). Ces
chaines peuvent étre linéaires comme dans le cassti#arates de polyoxyéthylene
(commercialisés sous la dénomination Myrj par lei&é Croda) ou bien ramifiees dans le
cas des Tween (voir la Figure Il1I-3). Les surfatdaegylés sont biocompatibles et possedent
de bonnes propriétés émulsifiantes et stabilisagi&se a la répulsion stérique engendrée par
leurs chaines polyoxyéthylene hydrophiles. Cesnasapermettent également d’augmenter la
furtivité des nano-émulsions vis-a-vis des systedeedéfense biologique (voir Chapitre I).

Le principal surfactant pegylé utilisé est le siéarde polyoxyéthylene 50 (Myrj 53)
commercialisé par Croda. Mais les stéarates deoppéhylene 20 ou 100 (respectivement
Myrj 49 et Myrj 59) et le Tween 80 vendu par SigMdrich entrent aussi dans la
composition de certaines formulations. Le Tablekudllindique les masses moléculaires
moyennes de ces surfactants, ainsi que le nombranokifs polyoxyéthylene qu’ils

comportent.
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Figure I1I-3 : Structures des surfactants pegylésa) Stéarate de polyoxyéthylene ou Myrj (avec n

=20; 50;100); b) Tween 80 ( avec w+x+y+z3520

Surfactant Nombre de motifs POE Poids moléculaire (g/mol)
TWEEN 80 20 1310

Myrj 49 20 1164

Myrj 53 50 2484

Myrj 59 100 4684

Tableau Ill-1 : Masses molaires et nombre de motifdes surfactants pegylés utilisés.

[11.2.1.2. Phase dispersée

Comme décrit préecédemment, la phase dispersée resnélange de glycérides
constitué d'une huile et/ou dune cire permettanbugmenter la solubilité des

phospholipides.

[11.2.1.2.1. Huile de soja
Un des constituants de la phase dispersée estuileevBgétale : I'huile de soja. Cette
huile biocompatible et bioassimable est principaetrcomposée de triglycérides a chaines
grasses longues et insaturées. Elle est autoribigeation principalement dans le cas de la
nutrition parentérale, du fait de sa richesse edeacgras essentiels (voir Tableau IlI-2 et
Chapitre I). Le Tableau IlI-2 indique le pourcemagoyen des principaux acides gras qui

composent I'huile de soja [77].
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Nature des acides gras Pourcentage
C16 8,0a13,3%
Cl6:1 <0,2%
C18 24a54%
C18:1 17,74 26,1 %
C18:2 49,8 a 57,1 %
C18:3 55a295%

Tableau IlI-2 : Composition de I'huile de soja. Lanotation des acides gras s'effectue selon la
nomenclature de type @:p, ou a correspond au nombre d’atomes de carbone ep au nombre
d’insaturations de la chaine carbonée.

Nous avons sélectionné cette huile car les trigigleé qui la composent sont
considérés comme insolubles dans l'eau, ce quiuest propriété indispensable pour
minimiser le processus de mdrissement d’Ostwaldpaesable en grande partie de la

destabilisation colloidale des nano-émulsions.

111.2.1.2.2. Suppocire® NC

La cire utilisée pour la formulation des nano-énmms est la Suppocife NC
commercialisée par Gattefossé. Cette cire est uile tle synthése composée de glycérides
(mono-, di-, triglycérides) d'acides gras saturéforidine naturelle, comportant
principalement entre 12 et 18 atomes de carbonbléda 111-3). La Suppocife NC est
solide a température ambiante et fond sur une mlagempérature relativement large centrée
autour de 38°C. Compte tenu de la présence d’agiesa chaine moyenne et de fonctions
alcool libre sur les mono- et diglycérides, cetite @st trés faiblement soluble dans I'eau,

mais elle posséde en contrepartie un importantgode solubilisation.

Longueur de la chaine
carbonée des Pourcentage
glycérides

C8 0,1a0,9%
Cc10 0,1a0,9%
C12 25a50 %
Cl4 104249 %
C16 10a24,9%
C18 10a24,9%

Tableau 111-3 : Composition de la Suppociré NC.
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[11.2.2. Choix de la technique d’émulsification

Les techniques permettant d’obtenir des nano-éongssont peu nombreuses. Elles
peuvent étre classées en deux catégories : lesidgeels a basse énergie et les techniques a

haute énergie.

Les techniques a basse énergie utilisent certgingmiétés physico-chimiques des
constituants pour obtenir des nano-émulsions auegpport énergétique relativement faible.
Par exemple, les techniques dites de températumgedsion de phase ou PIT (acronyme
anglais pour Phase Inversion Temperature) se basegnie changement de solubilité des
chaines polyoxyéthyléne en fonction de la tempégaties surfactants contenant des motifs
polyoxyéthyléne sont en général solubles en miéigueux a température ambiante, mais ils
deviennent liposolubles quand la température autgmdn fait de la déshydratation des
chaines polyoxyéthylene. Cette inversion de satélaist mise a profit pour obtenir des nano-
émulsions. Une micro-émulsion est préparée a ungpéeature supérieure a celle de
I'inversion de solubilité du surfactant: celui-se trouve alors encapsulé dans la phase
dispersée. En refroidissant la solution, les clapwyoxyéthylenes vont se réhydrater et les
surfactants vont migrer vers l'interface, défornemembrane et provoquer la création de
globules de faible diametre, aboutissant ainsi dotmation d’'une nano-émulsion. Les
caractéristiques finales des globules dépendetgniant de la structure de la micro-émulsion
initiale [34, 78, 79]. D’autres techniques d’obient de nano-émulsions se basant sur
I'inversion de phase catastrophique ont égaleméntitilisées [69, 79]. L'inversion de phase
catastrophique ou CPI (sigle anglais pour Catabicophase Inversion) consiste a déstabiliser
une micro-émulsion en ajoutant a la solution uruwa important de phase dispersée. Cela
induit une forte augmentation du taux de coaleseesicconduit au final a l'inversion de
I’émulsion et a la formation de gouttelettes délataille.

Ces techniques a basse énergie sont courammentdy&eplpour obtenir des nano-
emulsions. Cependant, comme les propriétés firddescolloides dépendent en grande partie
de la nature des micro-émulsions de départ, cesaués imposent une grande rigueur sur la
formulation. Elles laissent peu de marge de maneepeur optimiser la formulation des
nano-émulsions, notamment en fonction de leur cotepmnt en milieu biologique. De plus,
I'incorporation de surfactants fonctionnalisablesque de perturber fortement le processus

d’émulsification. Or de tels surfactants sont néagss pour le greffage de ligands
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biologiques permettant une vectorisation active n@so-émulsions dans la zone d’intérét
(voir Chapitre VI).

Les techniques a haute énergie se basent quatdsasal I'application d’une force
mécanique de cisaillement capable de fractionnerglebules en particules de plus petite
taille. Deux technologies différentes permettent fdernir un cisaillement suffisamment
puissant pour former des nano-émulsions : les hémg&geurs a haute pression et les sondes
a ultrasons.

Le principe de fonctionnement des homogénéiseunteharession est le suivant : la
phase dispersée et la phase continue sont préréémmig maniére a former une émulsion
grossiere. Cette solution est ensuite projetéeudeharession (jusqu'a 150 MPa) dans une
chambre d’interaction, dont la géométrie est érigpéur générer un intense cisaillement
capable de réduire fortement la taille des glob[86s73, 74, 80, 81].

Bien que I'obtention d’émulsions submicroniques gamication soit connue [71, 82,
83], et que les ultrasons soient capables de fodmiitres importantes quantités d’énergie,
cette technique est relativement peu utilisée geyoroduction de nano-émulsions [70, 75].
L’homogénéisation a haute pression ou les techeigqudasse énergie sont en effet plus
couramment employées. La sonication posséde pouttgnavantages non négligeables : en
tant que technique a haute énergie, elle permgbul’ane grande liberté sur la formulation,
et a I'inverse de 'homogénéisation a haute presséle permet de travailler sur des plus
petits volumes et avec des viscosités plus imptasarLa sonication est par conséquent la
technique qui a été utilisée pour obtenir I'ensemibés nano-émulsions décrites dans ce
travail.

Le processus d’émulsification par sonication egipedé ci-aprés. Un générateur
convertit le courant électrique discontinu (50/6@) Hen une énergie électrique a haute
fréquence (20kHz). Ce courant est transmis veisamsducteur ou il est changé en vibrations
mécaniques longitudinales grace a un cristal p@eotriqgue. Ces vibrations sont ensuite
amplifiées par la sonde (sonotrode) et transmisesliquide sous la forme d’ondes
ultrasoniques consistant en une succession de egsipns et de dépressions. Ces variations
de pression engendrent la formation de bulles rampiques (d’air ou de vapeur) appelées
cavités. Ces cavités se dilatent durant les phdsedépression et implosent violemment
durant les phases de compression. L’effondrementbdées provoque alors localement un

puissant cisaillement s’accompagnant d'une élématmla température.
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Bien que ce phénomene, appelé cavitation, duresemt quelques millisecondes et
que I'énergie libérée par chaque bulle soit failsie,fréquence fait que I'énergie cumulée
générée par toutes les bulles de cavitation estlayée. Il en résulte une intense agitation a
I’échelle de I'échantillon, et donc la dispersiom ld phase huile dans la phase agueuse sous
forme de gouttelettes de faibles diametres.

L’intensité du phénoméne de cavitation varie fodatravec les propriétés du milieu,
notamment la tension de vapeur, la viscosité, Iasitie et toutes les propriétés liees a la
guantité de molécules ou d’ions en solution.

L’énergie requise pour former une bulle de cawtatest proportionnelle a la tension
de surface et a la pression de vapeur. Ainsi, ldusnsion de surface est importante, plus
I'énergie nécessaire pour produire les cavitegngsbrtante. Cependant I'énergie de I'onde de
choc libérée est alors plus importante lorsquebldkes s’effondrent. De la méme maniere,
plus la viscosité de la solution est importanteisgh puissance nécessaire pour former les
bulles de cavitation est grande, mais en contrigpbénergie libérée par I'effondrement de
ces bulles est également plus intense.

L’appareil de sonication utilisé pour obtenir lesnno-émulsions est un sonificateur
AV505® (Sonics, Newtown USA) qui peut étre équipé de deandes différentes : une sonde
de 13 mm de diamétre et une sonde conique de 3 mrdiaimétre. Trois parametres
permettent de moduler la sonication : la puissate=,mpulsions (pulses) et le temps de
sonication.

La puissance s’exprime en pourcentage de la pussatale de I'appareil (500 W).
L'utilisation de la sonde conique impose de ne ¢igsasser 40 % de la puissance maximale.
Néanmoins, comme la surface de la sonde coniguargsiment inférieure a celle de la sonde
classique, la puissance délivrée localement estgrtanden fine.

Il est possible de soniquer la solution en contnuwar impulsions (pulses). Dans le
cas de la sonication discontinue, la durée de @haygpulsion (pulse on) ainsi que le temps
de repos (pulse off) entre deux impulsions d’utires doivent étre définis (en secondes).
Soniquer la solution par impulsions et non en cantpermet d’'une part d’équilibrer la
solution grace aux temps de repos entre les ingndsimais cela permet également de limiter
I'élévation de la température de la solution.

Il est & noter que le temps de sonication corredpdrila somme de toutes les
impulsions de sonication (pulse on) et differe ddndemps total de sonication qui comprend

aussi les phases de repos (pulse off).
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[11.2.3. Protocole général de fabrication

Les nano-émulsions, de type huile dans eau, sdehoes par sonication de la phase
huileuse dans la phase aqueuse. La phase dispmtséemposée d’'un meélange d’huile de
soja et de SuppocifeNC. Les globules sont stabilisés par I'associatienlécithine et de
surfactant pegylé. Cependant, pour des raison®ldbilié, la lécithine est dissoute dans la
phase dispersée : I'association de la lécithinéuetmélange huile/cire est nommée phase
huileuse. Un solvant organique (dichlorométhanepgaité pour faciliter la dissolution de la
lécithine. Une fois tous les composés dissous,olgant est évaporé sous vide a une
température supérieure a celle de fusion de lalc&resurfactant pegylé est quant a lui apporté
par la phase continue qui, en plus de la solutoqprease, peut éventuellement comporter du
glycérol afin d’augmenter la viscosité. En effeheuphase continue visqueuse favorise le
processus d’émulsification et permet aussi d’évisrprojections lors de la sonication. La
phase aqueuse est préparée par mélange a chaugcdrolg du surfactant pegylé et de la
solution aqueuse. Les deux phases préalablementanaes a environ 50°C sont mélangées
et la solution diphasique est soniquée directemestu'a obtention d'une solution

transparente de nano-émulsions (Figure I11-4).

A

Mélange des
2 phases

b= b=

Phase Phase Solution de
agueuse huileuse nanoc-émulsions

Figure 1lI-4 : Schéma du protocole de préparation tline solution de nano-émulsions.

Sonication

Une représentation graphigue des nano-émulsionzé&stntée ci-dessous (Figure -
5).
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Figure IlI-5 : Schéma de la structure des nano-émsions.

Les nano-émulsions sont produites par lot ; lesimels de lot couramment utilisés
sont de 2 mL ou 5 mL, mais des lots de 100 mL ostiaété réalisés. L'annexe Il décrit les

paramétres de sonication utilisés en fonction durae du lot.

I11.3. Caractéristiques de la formulation de

référence

La formulation décrite dans ce paragraphe estd#iteéférence, car c’est a partir d’elle
que la grande majorité des études physiques, @it biologiques a été réalisée. C’est
pourquoi, dans la suite de ce travail les nano-gimg décrites ont été obtenues avec la

formulation de référence, sauf mention contraire.

111.3.1. Composition

Le Tableau lll-4 indique la composition de la fotation de référence. La phase
dispersée représente 10 % de la masse totale edrapbsée a 75 % de SuppoCifeC et &
25 % d’huile de soja. La formulation comprend déypes de surfactants : la Iécithine et un
surfactant pegylé, représentant respectivement &t 11,40 % de la masse totale de la
solution finale. Le surfactant pegylé est un stitamde polyoxyéthyléne dont la chaine
hydrophile se compose de 50 motifs polyoxyéthyl@vgrj 53). Son poids moléculaire est

d’environ 2500 g/mol, la chaine hydrophile ayargll@ seule une masse molaire de 2250
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g/mol. Le surfactant pegylé représente 33 % en sndéela quantité totale de surfactants,
tandis que la lécithine en représente 67 %, saemastaire ayant été fixée a 750 g/mol. La
fraction globale de surfactants est ainsi de 188%masse, ce qui est nettement supérieur a
la quantité de phase dispersée. La quantité dermatellement dispersée est donc largement
supérieure aux 10 % mentionnés plus haut, la soligaline ne représentant finalement que
69,20 % de la masse totale de I'émulsion. Enfifigienulation comprend également 2,5 % de

glycérol afin d’augmenter la viscosité pour faeitite processus d’émulsification.

Masse (mg) % wiw
Phase Huile de soja 50 2,50
dispersee Suppocire ® NC 150 7,50
continue Solution saline g.s.p 2000 69,20
Lécithine 138 6,90
Surfactants
Myrj 53 228 11,40

Tableau Ill-4 : Composition de la formulation de réérence pour un lot de 2 mL.

[11.3.2. Propriétés physiques

La formulation décrite dans le paragraphe précédesit émulsionnée selon le
protocole présenté dans la section I11.2.3 (unquale détaillé est disponible en annexe 1V) et
conduit & une solution jaune translucide de nanolgions. Les paragraphes suivants sont
dédiés a I'étude des propriétés physiques des @amuisions issues de la formulation de

référence : taille des globules, potentiel zétapinologie et état du coeur des globules.

[11.3.2.1. Distribution en taille et taille moyenne

La diffusion quasi-élastique de la lumiére, égaleimeommée spectroscopie par
corrélation de photons ou DLS (sigle anglais pouymdnic Light Scatering), permet
d’accéder a la distribution en taille de petitedipales en solution. Lors de la mise en ceuvre
de cette technique, une solution colloidale estaigd par un faisceau lumineux
monochromatique. Une partie de la lumiere diffysaeles particules est alors détectée par un

photomultiplicateur.
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Le mouvement brownien des particules modifie canstant les distances entre les
particules diffusantes dans le temps. Le déplacerden particules engendre alors des
fluctuations au niveau des interactions constrestiet destructives de la lumiere diffusée. Le
traitement de ces fluctuations par un corrélataunérique permet d’obtenir une fonction
d’auto-corrélation du signal qui représente la ptolité pour une particule de se trouver a un
instant t+dt au méme point de I'espace gu’a l'instaPlus une particule est petite, plus cette
probabilité est faible. Inversement, la probabibiiggmente avec la taille des particules. Le
traitement mathématique de la fonction d’auto-datién permet donc d’obtenir la
distribution en taille des particules. De plustilisation de la théorie de Mie rend accessible
la pondération de la distribution en volume et emmbre et permet ainsi de définir un
diamétre moyen en volume ou en nombre.

Le diamétre moyen des nano-émulsions est mesurdiffi@sion quasi-élastique de la
lumiére grace a un Zeta-sizer Nano ZS (Malvern,draye-Uni). La Figure 1lI-6 représente
la distribution en taille de nano-émulsions issdeda formulation de référence. Le diametre
moyen pondéré en volume est de 35 + 2 nm, aveandioe de polydispersité (défini comme
le rapport de I'écart type sur le diametre moyergcphe de 0,170 ; la solution est donc
légérement polydisperse. Cependant, la méthoderagugtion conduit & une excellente
reproductibilité de la distribution en taille ddslaules obtenus puisque le diamétre moyen ne

varie que tres peu entre les différents lots de+anulsions réalisés avec cette formulation.

30

25

20 A

15 4

% volume

10

0 I T TTITT] I T TTTITTT I T TTTT
1 10 100 1000

d (nm)

Figure Il1-6 : Distribution en taille (pondération en volume) d'une solution de nano-émulsions
issues de la formulation dite de « référence » artgérature ambiante aprés fabrication.
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[11.3.2.2. Potentiel Zéta

Le potentiel zéta caractérise la charge de surflse colloides en solution. Il ne
correspond cependant pas a la charge réelle derfiace du colloide, mais a celle gu'il
acquiert en solution.

La solvatation d’'une particule chargée entraindolanation d’'une double couche
ionique. La couche la plus proche de la particstecemposée d’ions de charge opposée a
celle de la surface de la particule. Ces ions soldlement liés a la particule, c’est pourquoi
cette couche dite de Stern est aussi nommée cdigehéa couche de Stern attire a son tour
des ions de charge opposée (donc de méme charga gaeticule). Cette seconde couche
appelée couche diffuse ou couche de Gouy contgaleéent des ions de charge identique a
celle des ions de la couche liée (voir Figure l)J+dais en concentration volumique moindre.

Lorsque la particule est mise en mouvement, qusbitegpar mouvement brownien ou
induit (par un champ électrique par exemple), ilfaene un plan de glissement (ou plan
glissant) au niveau de la double couche de soleatata couche de Stern et une partie de la
couche de Gouy restent liées a la particule et lostiivre dans son mouvement, alors que le
reste de la couche diffuse reste immobile ou baywge du retard par rapport a la particule.
C’est au niveau de ce plan de glissement que lggydas interagissent entre elles et c’'est
donc a ce niveau que le potentiel zéta est mesuré.

Couche
de Gouy

I

i

i

i

v

Couche I
de Stern

F

Particule
chargée

Plan glissant

Figure 11I-7 : Schéma de la double couche ioniqueedsolvatation d’une particule.
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Le potentiel zéta est souvent mesuré pour prédirestabilité des particules en
suspension. L'intensité de la force de répulsi@ttébstatique est en effet liée au potentiel
zéta : plus les particules ont un potentiel zéevé&l(en valeur absolue), plus elles vont se
repousser et moins elles vont avoir tendance &é&gjeg.

Le potentiel zéta des nano-émulsions a été mestgé an Zeta-sizer Nano ZS
(Malvern, Royaume-Uni). La solution de colloides ®mumise a un champ électrique qui va
déplacer les particules vers les électrodes degeh@mposée avec une vitesse proportionnelle
a lintensité du potentiel zéta. Cette vitesse éplatement est mesurée par un anémometre
doppler laser. Le décalage de fréquence et de phaisdaisceau laser incident engendré par
les particules en mouvement permet de détermingrokilité des particules. A partir de la
viscosité de la phase continue, et grace a l'apiptio de la théorie de Smoluchowski, la

mobilité est convertie en potentiel zéta.

Le potentiel z&ta des nano-émulsions de la fornwlate référence est de -5 + 2 mV.

Le potentiel zéta des nano-émulsions est trés prdehzéro. Cette faible valeur peut
s'expliquer par le fait que la lécithine est prpamlement composée de phospholipides
zwittérioniques (donc globalement neutres), et Igsesurfactants pegylés sont quant a eux
non ioniques. Les charges négatives observéessaost doute liees aux acides gras libres
apportés par la phase dispersée ou la |écithinepréaence de la couche de surfactants
pegylés contribue également a diminuer le potertidh puisque la barriere stérique des
chaines polyoxyéthylene entraine I'éloignement d¢an pde glissement par rapport a la
particule.

Etant donné le faible potentiel zéta des nano-éomsds ce sont principalement les
forces de répulsion stérique dues aux surfactaetg/l@s, et non les forces de répulsion
électrostatique, qui permettent de contrebalaresfdrces d’attraction inter-particulaires de

Van der Walls, évitant ainsi I'agrégation des maigs.

111.3.2.3. Morphologie

La morphologie des nano-émulsions peut étre obsegvéce a la cryo-microscopie
électronique en transmission (CryoTEM : Cryo Traission Electronique Microscopy).
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Cette technique permet d'étudier des échantillonsadution dans I'eau et évite ainsi que les
propriétés morphologiques des particules étudi@esamnent modifiées par I'évaporation du
solvant qui est nécessaire pour l'utilisation dari@roscopie électronique en transmission
classique.

La préparation des échantillons consiste a dépasaiution sur une grille en carbone
puis a éliminer la majorité de la solution de memia ne laisser qu'un film de quelgques
centaines de nanometres d’épaisseur dans les tteuk grille. La grille est ensuite
rapidement plongée dans un bain d’éthane liquidd80°C) formant ainsi des films de glace
amorphe. L'échantillon est ensuite placé dans tatos de transfert maintenue a -190°C
(azote liquide) qui est introduite dans la chanthrenicroscope électronique en transmission
(MET).

Les grilles sont alors observées sur un MET (JEQQORIC) travaillant a 200 kV
équipé d’'un filament LaB6. Les analyses ont étésg&as par Audrey Royere en collaboration
avec le service de microscopie électronique dstitut de biologie intégrative (IFR 83).

Les clichés représenté Figure 111-8 montrent detiquédes de taille variable et aussi
de formes différentes. En effet, si certaines palds semblent sphériques, on observe
également des formes plus allongées. Si on suppasdoutes les particules ont la méme
forme mais qu’elles sont observées selon des atiens différentes alors deux formes
distinctes sont envisageables :

* soit les particules sont des tubes,

* soit ce sont des disques épais.

Or on observe peu de formes sphériques ayant degties compatibles avec la plus
petite dimension des particules aux formes allosgée l'inverse il y a plus de forme
circulaire ayant une taille comparable avec la gtende dimension des colloides oblongs.
Ce constat signifie donc que I'’hypothése de pddagsous forme de disques est a privilégier.

Le rapport mesuré entre la hauteur des disquesietiameétre est en moyenne de 0,5.
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Nano-émulsions pour la vectorisation d’agents théra peutiques ou diagnostiques ;
étude de la biodistribution par imagerie de fluores cence in vivo

S e z

Figure 111-8 : Clichés de cryo-microscopie électroque en transmission de nano-émulsions issus
de la formulation de référence.

Ces structures rappellent celles de nanoparticlipgdiques solides (SLN) déja
observées en CryoTEM nommées « plaquettes » maiigmpais [84].

Cette technigue permet également de vérifier l&srmations obtenues par diffusion
guasi-élastique de la lumiére. La polydispersité dano-émulsions mesuré par DLS est
également observée sur les clichés de cryo-micpisc@ependant les tailles des particules
observées semblent Iégérement inférieures a adtkesius par diffusion quasi-élastique de la

lumiere.
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[11.3.2.4. Calorimétrie différentielle a balayage

La calorimétrie différentielle a balayage (Diffeti@h Scanning Calorimetry ou DSC
en anglais) est une technigue thermo-analytiquengiéant d’obtenir les températures de
transition de phase des matériaux, ainsi que ldskaes qui y sont associées. Le principe de
la mesure repose sur la différence de chaleur’qaedbit fournir a un échantillon donné par
rapport a une référence inerte pour les ameneream@me température. La calorimétrie
différentielle a balayage permet donc de visualisertransitions exothermiques telles que la
cristallisation, et les transitions endothermigoa@sme la fusion.

Le mélange huileux constitué d’huile de soja, dpp®eiré NC et de lécithine est un
solide a température ambiante, et devient liquidewa de 37°C. Cette propriété physique est
due & la SuppocifeNC. Ainsi, I'analyse calorimétrique du mélangeléuk montre bien la
présence d’'un phénomene endothermique s’étalanurseirlarge gamme de température

centrée autour de 37°C qui correspond a la fustayute 111-9).

0 _
-0,5 +
1 A 37< fusion du
mélange huileux
-1,5 A
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)
‘w
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10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Température (T)

Figure 1lI-9 : Thermogramme du mélange huileux entant dans la composition des nano-
émulsions.

Il est intéressant de savoir dans quel état sedrtmicceur lipophile des globules aprés

émulsification. L'analyse des solutions de nano48ions nécessite d’utiliser des capsules
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fermées afin d’éviter les perturbations engendpaed’évaporation de la phase continue. Les
données obtenues pour les nano-émulsions indidladsence de transition de phase entre 5
et 45°C : la fusion de la cire n’est plus obser{fggure 111-10). L’hypothese la plus probable
est que la nano-structuration des globules empéctslidification de la cire lors de la
diminution de la température aprés I'émulsificatitinfaut rappeler que I'émulsification se
déroule & une température supérieure a la tempémLfusion de la SuppocitrélC, environ

50°C, afin de favoriser la fragmentation des glebul

-1 A —— Nano-émulsion —— Nano-émulsion ‘congelée’

-2,2

Flux de chaleur (mW)
)

2,4 -

j

-2,8 - 35T fusion du
coeur globules
'3 T T T T T

5 15 25 35 45 55

Température (T)

Figure 111-10 : Effet de la congélation sur les themogrammes de nano-émulsions.

Le comportement d’une solution de nano-émulsioapsalite été étudié sur une plage
de température plus large : entre -20°C et 60°GteCfeis le phénomene endothermique
associé a la fusion de la cire est clairement Msdutour de 35°C (Figure 111-10). La
congélation et la décongélation de I'échantillon donc permis de retrouver la transition de
phase de la SuppocfteNC. La fusion s’étale néanmoins sur une gammeedeérature
légerement décalée (autour de 35°C contre 37°Clpouélange huileux non émulsionné).

Il est important de noter que la congélation etldgongélation des nano-émulsions
engendrent une importante déstabilisation collei@galtrainant la coalescence des globules.
En effet apres conservation a -20°C les solutioasiethnent opaques, indiquant ainsi
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'augmentation du diamétre moyen des globules.mesures par diffusion quasi-élastique de
la lumiere confirment I'analyse visuelle puisquésllindiquent I'apparition d’'une population

de globules submicroniques d’environ 200 nm de diaen(Figure I1I-11).

18 —— Avant congélation —— Aprés congélation

16
14 -

12

% Volume

1 10 499 1000 10000

Figure IlI-11 : Effet de la congélation sur la distibution en taille de nano-émulsions issues de la
formulation de référence. L'échantillon ayant subitla congélation a été maintenu a -20°C pendant 12
heures avant d’'étre lentement ramené a températurambiante en vue de la mesure par diffusion quasi-
élastique de la lumiére.

En conclusion, il semble donc que ce soit le tedslé diametre des nano-émulsions
(35 nm) qui perturbe le changement d’'état de lasphdispersée. La nano-structuration
entraine en effet un phénomeéne de surfusion awamides globules [85]. La congélation de
ceux-ci engendre leur déstabilisation et une autgtien de la taille moyenne, ce qui

explique que I'on retrouve dans ce cas la transitie phase de la Suppo&insC.

[11.3.3. Stabilité et évolution dans le temps

Aucune opacification des solutions de nano-émussitast observée au cours de leur
conservation a température ambiante jusqu'a ausriBnmois. Cela indique I'absence de
vieillissement colloidal, puisque la formation daufaible proportion de globules de tailles

supérieures a 100 nm suffirait a troubler les smhst Cette observation visuelle est
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confirmée lorsque I'on compare les spectres deiloligion en taille d’'une nano-émulsion
réalisés juste aprés I'émulsification et aprés ples18 mois de stockage (a température
ambiante, soit environ 20°C, et a I'abri de la lere). Aucune différence significative n’est

observée (Figure IlI-12).
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Figure 11I-12 : Distribution en taille de nano-émulsions issues de la formulation de référence
aprés fabrication et aprés 18 mois de conservatiantempérature ambiante et a I'abri de la lumiére.

La formulation de référence est ainsi trés stablesde temps, tant au niveau de la
taille des globules que du potentiel zéta qui néegas avec le temps.

Cependant, méme si la grande majorité des éclun#titie semble pas évoluer avec le
temps, certains d’entre eux ont été déstabilisés.

La premiéere instabilité constatée est de type ghyshimique : au bout d'un temps
relativement long, une année environ, des graiasdsl se forment dans certaines solutions.
La présence de ces particules est systématiqueaneotnpagnée d’'un pH acide d’environ 3.
Les solutions n’étant pas acides apres émulsifinaglles se sont donc acidifiées au cours du
temps. La diminution du pH peut étre au moins emigaeliée au phénoméne d’oxydation
des acides gras et notamment des acides grasrésatupolyinsatures. En effet, 'apparition
de diverses molécules acides lors d’études sutalailig¢ d’émulsions micrométriques est
décrite dans la littérature [86, 87]. De plus, ithfication des solutions a également été

observée dans le cadre d’'une étude sur la stathdita fluorescence (voir Chapitre 1V). Cette
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Chapitre 111 : Nouvelles formulations de nano-émuls  ions

expérience a permis de constater que I'apparitesgtains blancs est beaucoup plus rapide
dans le cas des solutions dont le pH a été forteatmissé par ajout d’une solution d’acide
chlorhydrique. La formation des particules blanckes donc bien une conséquence de la
diminution du pH.

La seconde instabilité constatée est de type bLmeg Certaines solutions
s’opacifient localement a cause du développemant diicroorganisme qui apparait sous la
forme de fibres enchevétrées (Figure 111-13). Lafation microscopique permet également
de visualiser quelques globules dont le diamétrgpmehe de 500 nm. Le développement du
microorganisme (probablement une moisissure) emraionc une déstabilisation des
globules. Il est probable que pour s’assurer urodmn lipides, les microorganismes liberent
dans la solution des enzymes de type lipases auidégrader les triglycérides constituant les
nano-émulsions. Les produits issus de la réactiagraatique sont plus solubles dans l'eau ;
ils favorisent donc le marissement d’Ostwald, at ganséquent I'apparition de globules de

tailles plus importantes.

Figure 111-13 : Observation microscopique du microoganisme se développant dans les
échantillons de nano-émulsions. A : grossissemen®R / B : grossissement x 100.

En conclusion, afin d’augmenter la stabilité desaiémulsions, il peut étre utile
d’utiliser une solution tampon de maniére a limiteccidification des solutions lors de

'oxydation des acides gras et/ou de conditionesr dolutions sous atmosphére inerte. De
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plus, l'utilisation de molécules antioxydantes Bptubles telles que la vitamine E (ou
tocophérols) pourrait limiter la dégradation desdés. Enfin, I'ajout d’antimicrobien dans la
phase continue permettrait d’éliminer la croissadeemicroorganismes responsables de la
déstabilisation colloidale des nano-émulsions, a@ichue pour des applications en biologie,
il est de toute facon nécessaire de stériliserstdations de nano-émulsions de maniere
adaptée (par exemple par filtration). En tenantfende ces remarques, la stabilité des nano-
eémulsions pourrait étre améliorée, méme si ellel'eses et déja trés satisfaisante puisqu’elle

excede une année.

[11.4. Variations autour de la formulation dite

de référence

A partir de la formulation de référence de nombesuautres compositions ont été
élaborées. Les formulations présentées dans cetie pnt été congues pour évaluer 'impact
de certains parametres sur la taille des nano-émslsLes parametres étudiés sont les
suivants : la nature du cceur lipophile, la quamithale de surfactants par rapport a la phase
dispersée, le ratio entre les surfactants pegyléslécithine, et enfin la nature du surfactant
pegylé. Ces formulations ont également été réaliaéa d’évaluer ultérieurement I'effet des
modifications apportées vis-a-vis de la biodistiitu apres injection intraveineuse dans le

petit animal (voir Chapitre V).

[11.4.1. Nature du cceur lipophile

Afin de pouvoir étudier I'effet de la modificatiate la composition du coeur lipophile
sur la taille des nano-émulsions, une nouvelleesggiformulations différentes a été réalisée :
toutes les formulations ont la méme quantité desgltispersée, qui représente 10 % de la
masse totale de I'émulsion, mais la nature et tepgrtions des constituants de cette phase

varient (Tableau IlI-5).
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Composition Huile de soja | Suppocire® NC Huile de lin
A 0 100 10
B 25 75
C 50 50
D 75 25
E 0 75 25
F 0 50 50
G 0 25 75

Tableau IlI-5 : Composition des différentes phasedispersées en pourcentage massique.

Les différentes phases dispersées testées sonbséamde SuppociteNC pure, de
Suppocir® NC et d’huile de soja, et de Suppo&eC et d’huile de lin (Tableau I1I-5).
L’huile de lin est une huile d’origine végétale quusée de triglycérides dont les acides gras
comportent majoritairement 18 atomes de carbongoet insaturés (Tableau 111-6). Cette
huile est nettement plus riche en C18w3] que I'huile de soja.

Nature des acides gras Pourcentage
C16 40a7,0%
Cil6:1 0,1 %
C18 3,0a6,0%
ci8:1 13,0a29,0%
C18:2 17,02 30,0 %
C18:3 47,0 a 55,0 %

Tableau IlI-6 : Composition de I'huile de lin.

La quantité de surfactants est identique pour $olete formulations (0,14 mmol/mL).
Cependant, le ratio molaire differe de celui déotanulation de référence puisque qu'il est de
50 % de lécithine / 50 % de Myrj 53 au lieu de 687 33,3 %. Ainsi la |écithine représente
5% de la masse totale et le surfactant pegylé 1%56e changement a été effectué afin de
diminuer la quantité de lécithine par lot, permttainsi de réduire la proportion de
Suppocir€ NC dans la phase dispersée sans engendrer deémmlle solubilité pour les
formulations pauvres en cire. La formulation commpreégalement 2,5 % de glycérol afin
d’augmenter la viscosité pour faciliter le processliémulsification. Enfin, une solution
saline (Hepes 0,05M ; EDTA 0,01 M ; pH 7,4) consdites 65,95 % restants (Tableau IlI-7).
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Masse (mg) % wiw
d.Phase, Solution A-G 200 10
ispersée
Phase Glycérol 50 2,50
continue Solution saline g.s.p 2000 65,9
Lécithine 100 5
Surfactants
Myrj 53 331 16,6

Tableau I1I-7 : Composition des formulations testée pour évaluer I'impact de la composition du
ceoeur lipophile sur les nano-émulsions (lot de 2 mL)

L’histogramme suivant (Figure 111-14) représentediametre moyen des globules
obtenus en utilisant le méme protocole d’émulsiiocaque pour la formulation de référence,

en fonction de la composition de la phase dispersée
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Figure 111-14 : Evolution du diamétre moyen en fontion de la composition de la phase dispersée.

tion volume
N
o
|

eral

pond
w
o
1

Diamétre moyen (nm)
|_\
ol
|

Les différences de composition de la phase dispar$gduisent pas de changement
du diametre moyen des nanoparticules. La tailleenoge des particules pour I'ensemble de
ces formulations est de 29,5 £ 2,0 nm. Le poter#@&h n’évolue pas non plus avec les
changements de nature du cceur lipophile effechuésqu’il conserve sa valeur de - 5 + 2

mV pour toutes les formulations testées.
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Il est ainsi possible de faire varier la nature ldephase dispersée, et donc ses
propriétés de solubilisation, sans influencer Bmtétre moyen des particules et sans modifier
le potentiel zéta. Il est tres intéressant de pwufaire varier la composition du coeur
lipophile, notamment afin de s’adapter aux propsétle solubilit¢ de molécules que I'on

désirerait encapsuler.

111.4.2. Quantité totale de surfactants

L’influence de la quantité totale de surfactants mpport a la phase dispersée a
ensuite été explorée.

Pour cela, une série de différentes solutions digions a été réalisée. Pour toutes les
formulations, la phase dispersée représente 10 kbrdasse totale et est composée a 75 % de
Suppocir® NC et & 25 % d’huile de soja. La quantité totadesdrfactants est variable, mais
les proportions molaires entre les deux compossons toujours de 66,7 % de lécithine et
33,3 % de Myrj 53. La fraction de glycérol est dé 2 de la masse totale pour I'ensemble
des formulations. Enfin, le volume de la solutigueuse (Hepes 0,05M ; EDTA 0,01 M ; pH
7,4) est ajusté pour chaque composition afin quedase totale des solutions soit identique
pour toutes les formulations. Les compositions différentes formulations sont regroupées

dans le Tableau I11-8.

Masse (mg) % wiw
Phase Huile de soja 50 2,50
dispersee Suppocire® NC 150 7,50
Phase Glycérol 50 2,50
continue Solution saline g.s.p 2000 | 65,9 - 85,7
Lécithine 14 - 168 0,7-8,4
Surfactants
Myrj 53 22 - 264 1,1-13,2

Tableau I1I-8 : Composition des formulations testég pour évaluer I'impact de la quantité totale
de surfactants sur les émulsions (lot de 2 mL).

La Figure 1lI-15 représente le diamétre moyen pohdd volume des globules en

fonction de la quantité totale de surfactants, iex@e en millimoles par millilitre de solution.
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Figure 111-15 : Evolution du diamétre en fonction de la quantité totale de surfactants. Le carré
rose représente la formulation de référence.

L’influence du ratio surfactants / huile est inifuitplus il y a de surfactants pour la
méme quantité de phase huileuse, plus celle-ci @eatfinement dispersée. L'analyse du
graphique indique cependant gu’il existe deux régimdifférents qui sont fonction de la
quantité totale de surfactants : une « zone sensibét une « zone robuste » qui correspond
aux formulations riches en surfactants. La limitee les deux zones pour ces formulations se
situe autour de 0,1 mmol / mL de surfactants. Darz®ne sensible, le diameétre des globules
évolue fortement avec la quantité de surfactangs,qui correspond au comportement
classique attendu : plus la quantité de surfactastsmportante, plus la surface totale de
l'interface huile/eau qu’ils peuvent stabiliser ggande et donc plus la taille des globules
diminue. Dans la zone robuste en revanche, la ditoim du diamétre avec 'augmentation de
la quantité de surfactants est trés limitée.

Dans le cadre d'applications des nano-émulsionsanmment dans le domaine
biologique, il peut étre utile de se placer dars denditions de la zone robuste, dans la
mesure ou de faibles variations de compositioneedgux lots de formulation identiques

n'auront pas d’impact sur le diamétre des partgule
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La formulation de référence est représentée sgrdphique par le carré rose. Cette
composition se situe dans la zone robuste, cexgligee la grande reproductibilité observée

d'un lot a l'autre.

[11.4.3. Ratio phospholipides / surfactants pegylés

La couche de surfactants stabilisant les globués@nstituée d’'un mélange de deux
surfactants différents : la Iécithine et un sudattpegylé. Les séries d’expériences sur la
nature du cceur lipophile (111.4.1) et sur la quente surfactants (11.4.2) montrent que pour
une méme quantité globale de surfactants (0,14 /)| la taille des globules obtenus est
différente : environ 30 nm et 35 nm respectivemént.entre ces deux séries de formulations,
le ratio phospholipides / surfactant pegylé n’eat pdentique, laissant supposer que la
composition des surfactants impacte le diamétregitasules. Une série de formulations a
donc été élaborée afin d'évaluer linfluence de piportion respective de ces deux
surfactants sur la taille finale des globules dedao-émulsion. Comme précédemment, la
phase dispersée représente 10 % de la masseebéstecomposée & 75 % de SuppSchE
et a 25 % d’huile de soja. En revanche, la quatdiee en moles de surfactants est cette fois
identique pour toutes les formulations (0,14 mmblntandis que les proportions entre les
deux surfactants varient entre 100 % de Iécithiri06 % de Myrj 53. Leurs masses molaires
n'étant pas identiques, la masse totale de surftsctee sera par contre pas constante d’'une
solution a l'autre. Le glycérol représente toujo2ys % de la masse totale, et le volume de la
solution tampon (Hepes 0,05M ; EDTA 0,01 M ; pH) 74t ajusté pour chague composition
afin que la masse totale des solutions soit ideatpur toutes les formulations. Le Tableau

[1I-9 résume les compositions des différentes fdatons étudiées.

Masse (mg) % wiw
Phase Huile de soja 50 2,50
dispersee Suppocire® NC 150 7,50
continue Solution saline g.s.p 2000 | 53,3-77,2
Lécithine 0-206 0-10,3
Surfactants
Myrj 53 0-685 0-34,2

Tableau I1I-9 : Composition des formulations testég pour évaluer I'impact du rapport entre les

phospholipides et les surfactants pegylés sur leamo-émulsions (lot de 2 mL).
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Le Figure 1lI-16 représente le diamétre moyen desilgions en fonction du
pourcentage molaire de surfactants pegylés. Laulation de référence est représentée par

un carré rose sur ce graphique.
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Figure 111-16 : Evolution du diamétre moyen des glbules en fonction du pourcentage molaire de
surfactant pegylé. La formulation de référence esteprésentée par le carré rose. Les ratios molaires et 2
correspondent respectivement a 66,7 % lécithine 333 % Myrj 53 et 50 % lécithine / 50 % Myrj 53.

L’analyse de ces données indique que le diaméetgemdes globules diminue quand
la proportion en surfactants pegylés augmentefdresulations comportant uniquement de la
|écithine ne permettent pas d’obtenir des partgudéerieures a 200 nm. A l'inverse, I'ajout
de Myrj 53 permet une réduction trés efficace déaie des globules. Ainsi, pour un ratio
molaire de 10 % en Myrj 53, il apparait une popatade globules dont le diameétre est de
58,8 nm. Pour un ratio molaire de 25 % en Myrj &8 diametre des globules est déja
descendu en dessous de 50 nm. L’'augmention du gqetage de surfactants pegylés permet
de réduire encore la taille des particules maiglifainution est alors nettement moins
prononceée. A partir d’'un ratio molaire de 66,7 %augmentation de la quantité de Myrj 53

n'a que tres peu d’effet sur le diametre.
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Chapitre 111 : Nouvelles formulations de nano-émuls  ions

S’il est impossible d’obtenir des nano-émulsions eenployant uniquement de la

|écithine, il est en revanche possible d’obtens glebules de moins de 30 nm de diamétre en
utilisant exclusivement le surfactant pegylé.

La combinaison de toutes les données obtenues Ipsuformulations a base de

|écithine et de Myrj 53 permet de tracer le grapbigeprésenté Figure 11I-17. Pour toutes les
formulations, la phase dispersée (composée & 78 Bugpocir® NC et & 25 % d’huile de
soja) représente 10 % de la masse totale de lasulu
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Figure 111-17 : Evolution du diamétre en fonction de la quantité de Iécithine et de Myrj 53. La
taille des particules est représentée sous la forn#un disque dont le diameétre est proportionnel au

diamétre moyen pondéré en volume des globules (doliat valeur est indiquée a proximité des disques).a.
formulation de référence est représentée par le disie violet.

Ce graphique permet de représenter a la fois Wanfte de la quantité totale de
surfactants lorsque le ratio molaire lécithine/M$} 66,7 : 33,3 est conservé (AXE A),
I'impact du ratio lécithine/Myrj pour une quantitdobale de surfactant fixée (AXE B), et
enfin le diametre des globules en présence de ctanfia pegylé uniquement (axe des

ordonnées).

Ce graphique illustre la « souplesse » de la foatrman qui peut ainsi étre adaptée en

fonction de la taille moyenne souhaitée. Il metlégant en évidence l'importance du

-89 -



surfactant pegylé dans la réduction du diamétrepdescules. En effet, si la |écithine est
utilisée seule, ou avec une faible quantité deastahts pegylés (axe des abscisses), la taille
des globules ne diminue pas significativement néalgre quantité de surfactants importante.
A l'inverse, en présence du surfactant pegylé wmgent (axe des ordonnées), une réduction
importante du diamétre est observée avec des ciratiens tres faibles.

La capacité des surfactants pegylés a réduirédlla des globules peut étre liée a leur
structure. En effet, leurs longues chaines polythwgéne forment une téte hydrophile de
taille tres importante, beaucoup plus que celle gresspholipides. Cela induit un rayon de
courbure de l'interface huile/eau plus grand ebfese donc les globules dont le rayon de
courbure est le plus élevé, soit ceux de faiblamédires.

[11.4.4. Longueur et structure des chaines pegylées

Nous avons vu dans le paragraphe précédent l'impogtdu surfactant pegylé sur le
contrble de la taille des globules, mais jusqu'as@nt toutes les formulations testées
contenaient le méme type de surfactant pegyl&lykg 53.

Un nouveau parametre a donc été testé : il s'agladhature des surfactants pegylés,
avec d'une part la longueur des chaines polyoxyértiey et d'autre part la structure de ces
chaines qui peuvent étre ramifiées ou linéaires. durfactants pegylés utilisés pour cette
étude sont des stéarates de polyoxyéthyléene (MyrjMyrj 53 ; Myrj 59) a chaine linéaire et
le monooléate de polyoxyeéthylene sorbitane (Tween ddnt la chaine est ramifiee. Les
structures et les propriétés physiques de cescsamia sont respectivement rappelées Figure
[1I-18 et Tableau IlI-10.

OH
O w
OH
0. x

(©)
a) b)

O
P J .
Cy7H35 O OH Cy7H33 O O
n-1 z y

Figure 111-18 : Structures des surfactants pegylésa) Stéarate de polyoxyéthylene (avec n = 20 ;
50; 100) ; b) Tween 80 (avec w+x+y+z=20).
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Surfactant pegylé Nombrggg motifs Poids(grlr}r(])qlggulaire MljansT; (drr;gz) r[?qol_ur % WiW
Tween 80 20 1310 180 9
Myrj 49 20 1164 160 8
Myrj 53 50 2484 331 16,6
Myrj 59 100 4684 644 (322) 32,2 (16,1)

Tableau IlI-10 : Masses molaires et nombre de mosfdes surfactants pegylés.

Plusieurs formulations employant ces différentsfasiants pegylés ont ainsi été
préparées (voir Tableau IlI-12 et Tableau IlI-10gs formulations sont basées sur celles
utilisées lors de l'étude de Il'impact du ratio thoie / surfactant pegylé, et plus
particulierement sur les formulations dites « Rdtis et « Ratio 2 » (111.4.3). En effet, afin
d’évaluer I'impact de la structure des surfactgatgylés et de mettre en évidence un éventuel
effet de la concentration, deux ratios molaires gbadiés : 66,7 % de lécithine / 33,3 % de

surfactant pegylé (Ratio 1) et 50 % de IécithiB® £6 de surfactant pegylé (Ratio 2).

Les solutions contiennent 10 % en masse de phaperdée composée a 75 % de
Suppocir® NC et & 25 % d’huile de soja. La quantité molaleesurfactants est identique
pour toutes les formulations (0,14 mmol/mL), avedit sin ratio molaire de 66,7 % de
lécithine / 33,3 % de surfactant pegylé (Ratiosbjt un ratio molaire de 50 % de Iécithine /
50 % de surfactant pegylé (Ratio 2). Toutes lesédations comprennent également 2,5 % de
glycérol, toujours dans le but daugmenter la v&#&0 pour faciliter le processus
d’émulsification. Enfin, le volume de solution taomp(Hepes 0,05M ; EDTA 0,01 M ; pH
7,4) est ajusté pour chaque composition, afin guadsse totale des solutions soit identique
pour toutes les formulations.

La masse molaire du Myrj 59 est élevée ; par caredg la quantité de surfactant
pegylé nécessaire est également trés grande pelisgua représenter plus de 20 % ou plus de
30 % de la solution selon le ratio considéré. elanduire une viscosité trop importante et
perturber le processus d’émulsification. C’est powi, pour les solutions a base de Myrj 59,
une concentration deux fois plus faible en phaspeaisée (5 %) a été utilisée. Les quantités
de surfactant nécessaires ont été adaptées enquoensé. Les valeurs utilisées pour ces
solutions « diluées » sont indiquées entre parsethdans les Tableau IlI-11 et Tableau IlI-
12.
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Nano-émulsions pour la vectorisation d’agents théra peutiques ou diagnostiques ;
étude de la biodistribution par imagerie de fluores cence in vivo

Ratio 1 Ratio 2
SUGCENPERNE | Masse (g pour |y | Massemgpour |y,
Tween 80 120 6,0 180 9,0
Myrj 49 107 54 160 8,0
Myrj 53 228 11,4 331 16,6
Myrj 59 431 (215) 21,5 (10,8) 644 (322) 32,2 (16,1)

Tableau Il1I-11 : Quantité massique des surfactantpegylés. Ratio 1 : 66,7% lécithine / 33,3%

surfactant pegylé ; Ratio 2 : 50% lécithine / 50% wsrfactant pegylé.

Masse (mg) % wiw
Phase Huile de soja 50 (25) 2,50 (1,25)
dispersee Suppocire® NC 150 (75) | 7,50 (3,75)

Phase Glycérol 50 2,50

continue Solution saline 1384 | 659-73,9
o Ratol | 138(69) | 6,90 (3,45)

Surfactants Lectthine Ratio 2 100 (50) 5(2,5)
Surfactant pegylé 107-331 | 54-16,6

Tableau I1l-12 : Composition des formulations testés (lot de 2 mL).

La Figure 11I-19 représente le diamétre moyen debules en fonction du ratio

Lécithine / Myrj et de la nature du surfactant gégy
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Figure 111-19 : Evolution du diamétre moyen en fondion de la nature du surfactant pegylé. Ratio
1: 66,7% lécithine / 33,3% surfactant pegylé ; Rab 2 : 50% lécithine / 50% surfactant pegylé. La
solution réalisée avec le tween 80 et le ratio ltemposée de deux populations distinctes de gloles|
I'une autour de 28 nm de diameétre et I'autre a plugle 700 nm de diamétre.

Les résultats montrent que pour les concentragonsurfactants pegylés importantes
(Ratio 2), la structure de la chaine polyoxyéthglenpeu d’influence sur le diamétre des
globules. En effet, il N’y a pas d’écart signifi€&ntre les solutions contenant le Tween 80, le
Myrj 49 et le Myrj 53, les globules stabilisés paMyrj 59 étant quant a eux tres Iégérement
plus gros.

Néanmoins, dans le cas ou la concentration enctarfs pegylés est plus faible
(Ratio 1), la structure semble avoir une importaptgs importante sur le diametre des
globules. Il apparait effectivement que pour un mé&ombre de motifs polyoxyéthylene, une
structuration ramifiée (Tween 80) conduise a deaputations de globules, I'une avec un
diametre d’environ 28 nm et l'autre largement piuande (712 nm de diametre). Pour une
chaine linéaire (Myrj 49) en revanche, une seufifation avec un diametre autour de 67 nm

est observée.

Ces résultats illustrent le réle essentiel desndsapolyoxyéthylene dans le contréle
du diametre des globules. Cette influence estdidéa quantité de surfactants pegylés mais

€galement a leurs structures.

111.5. Conclusions

La problématique était de concevoir des nanopdescorganiques biocompatibles
furtives et stables. Nous avons ainsi développéndas-émulsions de type huile dans eau de
quelques dizaines de nanometres de diametre, dophdse dispersée est composée d'un
mélange d’huile de soja et de SuppotiNg, les globules étant stabilisés par I'assoaiatie
lécithine et de surfactants pegylés.

La solubilisation de la lécithine dans la phaseelisée grace a l'utilisation de la
Suppocir® NC permet de grandement faciliter la production fdemulations riches en
surfactants, et simplifie ainsi I'obtention de partes dont le diamétre est inférieur a 100 nm
par rapport a ce qui était proposé préecédemmens dmnlittérature. La technique de

fabrication permet ainsi de pouvoir facilement agidement obtenir des nano-émulsions de
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taille contrdlée. De plus, la formulation est ssdfinment souple pour permettre de modifier
certains parametres tels que la composition dehtse dispersée, la nature du surfactant
pegylé ou la taille des particules (voir Figure-1I7).

La taille des nano-émulsions est un parametre aiéad@riser car elle impacte non
seulement les propriétés de circulation dans lgéesyws sanguin, mais également les
possibilités de stérilisation des solutions et Istabilité colloidale. En effet, la littérature
indique que les globules de faibles diametres qudapplus facilement a la capture par les
macrophages que les particules submicrométriqués (& les nano-émulsions issues de la
formulation de référence ont un diameétre de 35 lnanfaible taille des globules permet une
stérilisation des solutions par filtration, méthadeins « agressive » que les techniques de
stérilisation par la chaleur couramment employé&adin les particules sont suffisamment
petites pour s’affranchir des phénomenes de déisatiomn colloidale réversibles que sont le
crémage et la sédimentation.

Les nano-émulsions développées sont d'une graabdditet puisque qu’'on ne mesure
aucune variation de la taille ou du potentiel z&e@me aprés plus de dix-huit mois de
conservation a température ambiante. C’est le ctiesxsurfactants et surtout I'utilisation de
surfactants pegylés qui vont générer une barrigmqae autour des globules qui permet de
prévenir leur coalescence. En effet, la stabilés dlobules vis-a-vis des phénoménes de
floculation et de coalescence n’est pas due awe$ode répulsions électrostatiques comme
dans d’autres cas rapportés dans la littératureqpai les nano-émulsions présentent un
potentiel zéta proche de la neutralité. Cette ktalast liee a la formation par les chaines
polyoxyéthyléne des surfactants pegylés d’'une ceudd répulsion stérique suffisamment
dense pour prévenir la fusion des gouttelettes.chesctéristiques des globules sont d’ailleurs
tres sensibles a la concentration en surfactargglg® et, quand ceux-ci sont présents en
faible quantité, a leur structure.

Toutefois, le principal facteur de vieillissemeapporté dans la littérature pour les
émulsions nanométriques est le mlrissement d’Odtwadus n'avons cependant pas observé
d’évolution dans la distribution en taille des pares. Les formulations choisies permettent
donc de réduire ce phénomene grace a la faiblebittdudans I'eau de I'huile de soja,

conférant ainsi aux nano-émulsions une stabilg importante.

La désignation de ces nanoparticules sous le teleneano-émulsions peut parraitre
injustifiee. On observe effectivement sur les didicde CryoTEM que les nanoparticules

lipidiques ont une forme en plaquette qui est coumant observée pour les SLN. De plus
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I'utilisation de la Suppocife NC, une huile cristalisable solide & températumbiante mais

pas a la température de I'etre humain, laisse pensele coeur des nanoparticules est solide.
Néanmoins les études par calorimétrie differemti@lbalayage montrent que le cceur des
nanoparticules n’est pas solide, mais liquide, ed& sans doute d0 a un retard a la
cristalisation. Ainsi les nanoparticules que nowsna dévéllopées ne peuvent pas etre
classées parmis les SLN, elles se situent plusamdlament a l'interface entre les nano-
émulsions a cceur liquides et les SLN a cceur solideterme de nano-émulsions pouvant

englober les deux définitions c’est celui que nawsns utilisé pour désigner ces objets.

Méme si dans ce chapitre la furtivité réelle desorémulsions n'a pas été évaluée
(voir Chapitre V), I'importante stabilité des paties, malgré la faible valeur absolue du
potentiel zéta associée a la forte densité declaughe » de chaines polyoxyéthyléne, est de
bon augure en ce qui concerne la furtiuité&ivo de ces nanoparticules.

D’autre part, tous les constituants des nano-éondsisont reconnus comme
inoffensifs par la FDA. Cependant, le fait qu’iloient structurés sous forme de
nanoparticules est susceptible d’engendrer unainertoxicité comme cela a pu étre observé
pour des nanomatériaux inorganiques. Il est évidenine étude compléte de toxicité est
indispensable avant de pouvoir réellement statwelfisnocuité de ces nano-émulsions. Nous
pouvons malgré tout supposer que leur toxicité selativement faible, notamment du fait
des grandes similitudes de structure existant ex@separticules et celles naturellement en
circulation dans les organismes vivants (chylonmisret lipoprotéines). De plus, le fait que
des microorganismes aient pu se développer, vesinier les lipides constituant les nano-

émulsions apparait comme positif vis-a-vis de acompatibilité.

Ainsi les nanoparticules organiques développéet stahles, biocompatibles et, nous
I'espérons, furtives. Toutes les raisons énoncéedont donc des nano-émulsions des
particules de choix pour transporter vivo des molécules d'intérét, et notamment des

fluorophores pour 'imagerie optique.
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Chapitre |V :
Nano émulsions

fluorescentes



Le chapitre 1l a permis d’illustrer les avantagesl’dnagerie de fluorescende vivo
dans le domaine du proche infrarouge en termesrmislité, de contraintes de manipulation,
de rapidité d’acquisition, et de colt de fonctiameat, par rapport aux autres techniques
d'imagerie moléculaire. Cependant, s’il existe dembreuses molécules organiques
utilisables en tant qu’agent de contraste pour tgpss d’'imagerie, les traceurs de type
nanoparticules sont rares, a I'exception princigis nano-cristaux semi-conducteurs de type
« Quantum dots » (ou boites quantiques en frandais) la composition souléve néanmoins
de nombreuses interrogations liées a leur toxpoténtielle [88, 89]. Pourtant, I'utilisation de
nanoparticules permettrait de disposer plus fa@lgnde traceurs plus performants et plus
modulables que les fluorophores organiques.

Les nanoparticules décrites dans le chapitre IHt sbes nano-émulsions d’huile
naturelle dans I'eau, stabilisées par de la lGo#tlet des surfactants pegylés, dont les globules
ont un diametre moyen de 35 nm. Leur facilité dedpction, leur stabilité, leurs propriétés
physiques et leur composition biocompatible fontcde systemes des candidats pertinents
pour le développement de nouveaux traceurs. Cepemtaur étre utilisables en tant qu’agent
de contraste pour l'imagerie de fluorescemnteivo, les nano-émulsions doivent avoir des
propriétés d’absorption et d’émission dans le peaofrarouge. Or les constituants des nano-
émulsions n’ont aucune propriété optique satisfaésde ce point de vue ; il convient donc de
les doper avec des molécules fluorescentes.

Ce chapitre est donc consacré au dopage des narisi@ms par des fluorophores
absorbant et émettant dans le proche infrarouga,l'étude des propriétés optiques de ces
nanoparticules fluorescentes. Dans un premier tel@psoix de la localisation des molécules
fluorescentes au sein des nano-émulsions, aindieqei®ix des fluorophores seront discutés.
Ensuite, le protocole général de dopage, son efficaet son impact sur les propriétés
physiques des nano-émulsions seront détaillésptagwiétés optiques de ces nanoparticules
fluorescentes, telles que les spectres d’absorgiatiémission, le rendement quantique, la
durée de vie de fluorescence, et le photoblanchisenont étudiés. Pour finir, la stabilité du

dopage en fluorophore des nano-émulsions serarnpéése
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Chapitre IV : Nano-émulsions fluorescentes

IVV.1. Localisation du fluorophore au sein

des nanoparticules

Le dopage des nano-émulsions implique de détermie préalable la zone
d’incorporation des molécules fluorescentes. Etloninée la structure des globules, trois

localisations différentes sont envisageables pocueillir les fluorophores (Figure 1V-1):

Figure IV-1 : Localisations envisageables des fluophores :

1: Le fluorophore est a I'extérieur du globule, i de facon covalente a un surfactant, ou
juste adsorbé sur la couche de surfactants.

2: Le fluorophore fait partie intégrante de la caiche de surfactants.

3: Le fluorophore est situé dans le cceur lipopléldu globule.

Chacun des trois cas implique que les fluorophpossedent des propriétés physico-
chimiques et donc des structures adaptées a ldisktotan prévue : ils doivent étre
hydrophiles pour la localisation en surface, amipités pour prendre place dans la couche de
surfactants, et lipophiles pour rester dans le @timpent huileux. Ainsi une méme molécule
ne peut pas occuper les trois localisations en miémps de fagcon durable.

Le Tableau IV-1 résume les avantages et les incoents attendus en fonction du
type d’incorporation, pour cing parametres impadan’étape d’incorporation (flexibilité de
I'étape de dopage au cours du processus de fabrifae choix des molécules fluorescentes
(nombre de molécules commerciales candidates)pdichsur les propriétés de surface (telle
gue la modification du potentiel zéta ou I'altépatide la furtivité) ; la stabilité physique du
dopage (diffusion du fluorophore dans le milieu tomn) ; et la stabilité chimique
(dégradation chimique ou extinction de la fluoreseepar des molécules du milieu continu

par exemple).
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Localisation des fluorophores
Surface Interface Ceeur

Critére évalué

Incorporation lors de
I'émulsification,
possibilité

Incorporation lors de

I'émulsification ou Incorporation lors de

. Etape fonctionnalisation post- dincorporation post- I'émulsification
d'incorporation émulsification orporation p
émulsification
+++ + - + -
Grand choix de Peu de molécules ont de
Choix des molécules fluorescentes bonnes propriétés Choix restreint
molécules hydrophiles greffables | optiques et surfactantes
+++ --- -

L'exposition des Impact faible car la

Impact sur les fluorophores a la surface paArtie hydropr]ile devrait Pas d'impact sur la
proprietes de peut diminuer la furtivité etre masquee par la surface
--- + - +++
La molécule est Molécule amphiphile Une molécule lipophile a
susceptible de se donc soluble en milieu peu de probabilité de
Stabilité physique désolidariser de la nano- aqueux (au moins passer en phase
émulsion faiblement) agueuse
- - +++
Tres sensible au milieu | Peu sensible au milieu Tres peu sensible au
Stabilité Chimique extérieur extérieur milieu extérieur
- + +++
- . Inconvénient +: Avantage

Tableau IV-1 : Avantages et inconvénients des troiscalisations envisageables.

Le principal avantage de l'incorporation du fluonope au niveau de la surface est le
nombre important de molécules hydrophiles greffabllisponibles commercialement.
Cependant, ce type de localisation expose forteteghiorophore au milieu extérieur, ce qui
peut entrainer des modifications rapides et irgobrs des propriétés optiques en fonction du
milieu continu. En outre, les échanges constansudactants entre la membrane et le milieu
continu sont problématiques car la présence deaulele fluorescentes libres en solution va
perturber l'interprétation du signal de fluoresaeassocié a la nanoparticule.

L’encapsulation des molécules fluorescentes daneeler des globules permet quant a
elle de les isoler du milieu extérieur, et dongpdetéger leurs propriétés optiques tout en ne
modifiant pas la surface des nano-émulsions. Cepdntk dopage des globules aprés
emulsification est difficilement envisageable, c& iqnpose de le réaliser durant la production

des nano-émulsions.
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Enfin, l'incorporation des molécules fluoresceni@s sein de la membrane de
surfactants offre peu d’avantages par rapport aanuapsulation dans le cceur, et peu de
molécules commerciales ont de plus les propriétéshighiles recherchées.

Parmi les objectifs définis lors de la concepties dano-émulsions, la stabilité dans le
temps ainsi que la facilité d’'industrialisation @t identifiees comme primordiales. C’est
pourquoi il a été choisi de localiser le fluoroph@u niveau du coeur lipophile, puisque cette
localisation propose I'encapsulation la plus stadtle&a moins sensible au milieu extérieur. Ce
choix impose cependant de trouver des moléculephipes absorbant et émettant dans le

proche infrarouge.

I\VV.2. Choix des fluorophores

IV.2.1. Structure générale de fluorophores compatib les

avec lI'imagerie de fluorescence in vivo

Il existe différents types de fluorophores absorban émettant dans le proche
infrarouge qui peuvent des lors étre compatiblec d'imagerie de fluorescence : on peut
citer les oxazines [90-92], les borondipyromethefBesdipy®) [93, 94], les squaraines [95],
et dans une moindre mesure les bactériochlorinés989, mais la grande majorité des
fluorophores dans ce domaine de longueur d’'ondeptatie de la classe des cyanines [99]
(Figure IV=2).
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Figure IV-2 : Structures générales de fluorophorepouvant émettre et absorber dans le proche
infrarouge : a) squaraines ; b) borondipyromethenes ¢) oxazines ; d) cyanines ; e) bactériochlorines

Les bactériochlorines sont trop faiblement fluoezdes dans le proche infrarouge. La
présence d’'un cycle cyclobutene hautement réaetifl les squaraines chimiquement peu
stables. Ces deux types de molécules n'ont donétgaestés. Les trois autres structures sont

envisageables pour le dopage des nano-émulsionsi @és essais d’encapsulation ont été

réalisés avec l'oxazine 750/12]@:665 nm ; /IZTSJ =700 nm (méthanolj)et un boron

max max

dipyromethene, le Bodif5y665/676 @abs =665 nm ;/lﬂuo =676 nm (méthanol)), dont les

structures sont représentées a la Figure IV-3. ik, il est apparu que I'oxazine diffuse
rapidement vers le milieu continu, et que le Boflip$5/676 n'est pas chimiquement stable
dans les nano-émulsions, ou il se dégrade rapideetgrerd ses propriétés de fluorescence.
L'étude de leur encapsulation a donc été stoppéscelies les études réalisées avec les

cyanines, présentées au paragraphe suivant, gpb@tsuivies.

. max max .
!lLes notat|ons/.|abs et /]ﬂuo correspondent respectivement aux longueurs d'quie lesquelles

I'absorption et I'émission du fluorophore sont nmaaies.
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Figure IV=3 : Structures des fluorophores testésa) Oxazine 750 ; b) Bodipy® 665/676.

IV.2.2. Cyanines

Les cyanines sont des chromophores synthétiquest agatrés bonnes propriétés
optiques. Leur structure de base se compose dealennres d’azote, jouant le réle de donneur
ou d’accepteur d’électrons, reliés par une chaimgugée de longueur variable (Figure IV-2).
Les atomes d'azote font généralement partie d'béyeies et notamment de noyaux
indoliques. Ces molécules sont couramment utilisies certaines applications biologiques
(tel le marquage de protéines ou d'acides nucléigeedans I'industrie (la couche chimique

des disques compacts enregistrables (CD-R) edtatradbase de cyanines).

S'’il existe de nombreuses cyanines commerciales,fdbricants ne précisent que
rarement les structures et les propriétés phydianiques de leurs molécules. Il faut
néanmoins préciser qu’étant donné que ces fluoregheont principalement utilisés en
biologie, leur solubilité dans I'eau a été optinreiseotamment grace a I'ajout de groupements

sulfonates sur les molécules. Parmi les cyaninelsophiles absorbant et émettant dans le

proche infrarouge, on peut notamment citer : landya5 (/I;,as* =650 nm ;/1?3;( =~ 665 nm)

. max max RTINS
et la Cyanine 7 45,. =750 nm Afe =775 nm) commercialisées par Amersham ou leurs

- 108 -



équivalents dans le catalogue d’Invitrogen, respectent I’Alexa 647 et I'’Alexa 750 (Figure
IV—4 et IV-5).

Cependant, pour étre incorporés de fagon optimates ¢ coeur des nano-émulsions,
les fluorophores doivent étre lipophiles. Les dydlarbocyanines, une sous-classe de
cyanines, et en particulier celles dont les chaiakyles portées par les azotes sont
composées d'au moins 12 atomes de carbone, possedenlipophilie importante. Ces
molécules ont initialement été développées pourgoar la bicouche de phospholipides
formant la membrane cellulaire, et ainsi étre sgfis en tant que traceur pour les neurones
[100]. Elles ont également été employées pour nmrga membrane de cellules
hématopoiétiquesx vivq puis suivre leur déplacementvivo apres injection dans des souris,
les animaux étant imagés grace un systeme d’ineaderfluorescence similaire a celui décrit
dans le Chapitre 1l [101]. Un autre exemple d’sétion de ces fluorophores lipophiles est le
marquage de lipoprotéines modifiées. Des lipopnet®ide basse densité sont prélevées dans
le plasma de donneurs sains, puis sont marquées gurification par intercalation du
fluorophore dans la monocouche de phospholipidaslidoprotéine (apoB-100) est ensuite
modifiee chimiquement par des acides foliques. llgsprotéines ainsi modifiées sont dans
un premier temps incubées avec des cellules carsgeexprimant des récepteurs a I'acide
folique, puis injectées dans des souris porteusssmemes cellules cancéreuses, le ciblage
des tumeurs étant observé par imagerie de fluaresgevivo[31].

Parmi les dialkylcarbocyanines commercialisées Ipgitrogen, le DiD et le DIiR
possedent les caractéristiques nécessaires powr @fficacement les nano-émulsions, a
savoir a la fois une bonne lipophilie, et des piétps d'absorption et d’émission dans le
proche infrarouge compatibles avec I'imagerie apig vivo. Le DID ou perchlorate de 1,1'-
dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindodicarbocyangst un analogue de la Cyanine 5 (Figure
IV-4), tandis que le DiR ou iodure de 1,1'-dioctades,3,3',3"-
tetramethylindotricarbocyanine est un analoguead@yanine 7 (Figure 1V=5). Les structures
des dialkylcarbocyanines et celles de leurs anaeduydrophiles présentent de grandes
similitudes, en particulier au niveau de la padrematique, représentée en rouge sur les
Figure IV—4 et Figure IV-5. Or c’est cette parti®raatique qui détermine les propriétés
optiques des cyanines ; seuls les groupements Idbilgé different entre les molécules
hydrophiles Cyanine 5 / Cyanine 7 (groupement salfe) et lipophiles DiD / DIR

(groupement octadécyl).
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Chapitre IV : Nano-émulsions fluorescentes

-+
O3S, SOz K

Figure 1IV-4 : Structure des molécules fluorescentes) Cyanine 5 (Cy5); b) DiD. Les sous-
structures représentées en rouge font ressortir lt@alogie structurelle entre les deux fluorophores ene qui
concerne la partie aromatique responsable des proj#ités optiques. La sous-structure du fluorophore
hydrophile représentée en violet correspond aux gupes de greffage, ici des esters activés par un
groupement N-hydroxysuccinimide capable de former ne liaison amide avec des amines.

038 s0;

Figure IV-5 : Structure des molécules fluorescentes) Cyanine 7 (Cy7); b) DiR. Les sous-
structures représentées en rouge font ressortir li@alogie structurelle entre les deux fluorophores ene qui
concerne la partie aromatique des propriétés optiges. La sous-structure du fluorophore hydrophile

représentée en violet correspond aux groupes de dfi@ge, ici des esters activés par un groupement N-
hydroxysuccinimide capable de former une liaison aide avec des amines.
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Les propriétés optiques des deux cyanines lipopliidD et DiR) en solution dans un
solvant organique ou encapsulées dans les nanciémul sont détaillées dans les

paragraphes suivants.

I\VV.3. Incorporation des fluorophores dans

les nano-émulsions

IV.3.1. Production de nano-émulsions fluorescentes

IV.3.1.1. Mode de production

Comme énoncé précédemment, l'utilisation de fluboops lipophiles impose un
dopage des nano-émulsions avant émulsification. rhekcules fluorescentes sont donc
ajoutées dans la phase huileuse (composée du redaiilg / cire et de la lécithine) avant le
mélange avec la phase continue et la sonicatiomr. fagiliter leur dispersion dans la phase
huileuse, les fluorophores sont préalablement dsstans un solvant organique comme le
chloroforme, le dichlorométhane, le méthanol, kétbl, ou le DMSO. Cette solution de
fluorophores est ensuite ajoutée a la phase heildasolution est homogénéisée et le solvant
organique est retiré par évaporation sous videsliége du protocole de fabrication est
similaire a celui décrit dans le paragraphe Ill.&@8ir Chapitre Ill). Brievement, la phase
agueuse, contenant entre autres le surfactant @egst ajoutée a la phase huileuse et ce
mélange diphasique est homogénéisé par ultrasensyatiiére a former des nanoparticules
piégeant en leurs coeurs les fluorophores lipophlles solutions de nano-émulsions ainsi
obtenues sont ensuite purifiées par dialyse de erara éliminer les molécules n’ayant
eventuellement pas été encapsulées. Le protocompleb d’obtention de nano-émulsions
dopées DiD est décrit dans I'annexe V.

Un cliché photographique représentant des soluti@nsano-émulsions aprés dialyse
est visible en Figure IV-6 ; il permet de visualiSencapsulation des fluorophores DID et
DiR.
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Figure IV-6 : Photographie de solutions de nano-énisions : de gauche a droite, nano-émulsions
dopées DiR, non dopées et dopées DiD.

IV.3.1.2. Efficacité d’encapsulation

Le mode de fabrication décrit ci-dessus assure#psulation totale des fluorophores
(DID ou DIR) dans les globules. En effet, la congigon des spectres d’absorption avant et
apres purification par dialyse montre bien quedlité des molécules fluorescentes est
piégée dans les nanoparticules (ceci sera détailé paragraphe IV.5.1). Le taux
d’incorporation du fluorophore dans les nano-énomisi étant de 100%, la quantité de
fluorophores encapsulés correspond donc a la deatgifluorophores initialement introduite

lors de la fabrication (préparation de la phaséehse).

Le dopage en fluorophores est ici exprimé en mitiaire (uUM). Cette valeur
correspond a la quantité en moles de fluorophooes p litre de solution de nano-émulsions,
avec un pourcentage de phase dispersée (huilehdarl0%. Par exemple, un lot de 2 mL de
la formulation classique (10% de phase disperséajenant 800 nmol de fluorophores

800x10°

2x107° )

correspond & un dopage de 400 pd@x107° =

IV.3.2. Calcul du nombre de fluorophores par globul e

En se basant sur le fait que le taux d’encapsuldta taux de dopage) est de 100%, et
sachant que le diametre moyen des nano-émulsiess pas modifié par I'encapsulation des
fluorophores (ceci sera détaillé au paragraphe.1Y, 3 est possible d’obtenir une indication

sur le nombre de molécules de fluorophores contedaas chaque globule d’émulsion. Ce
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calcul reste cependant tres approximatif étant éorl@ nombre d’hypotheses et
d’approximations qui vont étre utilisées pour oltémrésultat.

Le nombre de molécules fluorescentes par glolNle, .., €st calculé grace a la

formule suivante (Equation 1V-1)

Neio/cion = News (Equation 1V-1)

Glob

Le nombre de fluorophoresN s'obtient grace a I'équation IV-2, o, ..

Fluo

correspond au taux de dopadg, au volume du lot, &, au nombre d’Avogadro.

Ng, =C xV,

Fluo dopage lot

xN, (Equation 1V-2)
La détermination du nombre de globuldg,, est accessible via I'équation 1V-3, dans

laquelle <v > représente le volume moyen d’un globule (directgnobtenu a partir de son

diamétre moyerx d > et de I'équation IV-4), el\/¢ , e volume total de la phase dispersee.

N = —V¢ d E [ V-3
= uation -
Glob <vV> ( q )

3

<v>=7rT (Equation IV-4)

La détermination d(§/¢d constitue le point critique du calcul car ellease sur une

hypothése et une approximation. La proportion de$astants par rapport a la quantité
d’« huile » est telle qu’elle ne peut étre négligle fait donc I'hnypothése que la totalité des
surfactants participe a la stabilisation des glebulAinsi le volume peut étre estimé grace a
'équation IV-5, a partir de la masse totale dephase dispersée (huile, cire, lécithine, et
surfactants pegylés) et de la densité globale dehkse dispersée (cette densité varie en

fonction des formulations ; elle sera approximégia.

x (rnhuile + mcire + rnIécithine + ms. pegyIéS) (Equation IV-5)

On obtient ainsi pour des nano-émulsions de la ddation de référence, dopée a 400
MM en DiD (lot de 2 mL) et dont le diametre moyest @e 35 nm, environ 21 molécules de

fluorophores par globule.
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IV.3.3. Impact de I'encapsulation sur les propriété s des

nano-émulsions

IV.3.3.1. Distribution en taille et taille moyenne

Le diameétre des nano-émulsions est mesuré pasdiffiquasi-élastique de la lumiére
(voir Chapitre 3). Cependant, la longueur d’ondefalaceau laser utilisé par I'appareil de
mesure pour €éclairer la solution colloidale es688 nm, longueur d’onde a laquelle le DiD
absorbe fortement (1V.4.1.2). Cela induit donc angmentation de I'absorption du faisceau
lumineux par les particules dopées DiD, mais em¢raigalement I'apparition d’'un signal de
fluorescence qui risque de perturber la mesureeftat, une évolution de la distribution en
taille est observée entre des échantillons coneégmmin dilués : la distribution est plus fine et
plus homogéne pour les mesures réalisées aveollgmss diluées. Le graphique ci-dessous
représente la distribution en taille (avec une goation en volume) de trois solutions de
nano-émulsions, dont la formulation de base esttigiee (formulation de référence) excepté
pour le dopage : nano-émulsions non dopées ; natsidns dopées DID 400 uM ; nano-
eémulsions dopées DiR 400 uM (Figure IV-7). Avec &asnulations, les solutions sont
suffisamment diluées pour qu’aucune différenceiaative ne soit observée entre les nano-
émulsions non dopées et dopées DID ou DiR. Dansasg I'encapsulation de molécules
fluorescentes ne modifie pas le diamétre des namdséons : les globules de la formulation
de référence ont ainsi un diamétre moyen de 3stn2qu’ils soient dopés en fluorophores

ou non.
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Figure IV-7 : Comparaison de la distribution en talle de nano-émulsions en fonction du dopage
IV.3.3.2. Potentiel zéta

L’encapsulation des molécules de fluorophores neupgme pas la double couche
ionique qui se forme autour des globules en solutians I'eau. Ainsi le potentiel zéta des

nano-émulsions dopées en fluorophore (DiD) esttigea a celui mesuré pour les nano-

émulsions non dopées, soit -5 + 2 mV.

IV.3.3.3. Morphologie
Les clichés de CryoTEM représentés Figure V-8 sonilaires a ceux décrits dans le

Chapitre Ill. L’encapsulation de fluorophores (DiB) sein des nano-émulsions ne modifie

donc pas la morphologie de ces dernieres.
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Chapitre 1V : Nano-émulsions fluorescentes

Figure IV=8: Clichés de Cryo-microscopie électromjue en transmission de nano-émulsions
encapsulant du DiD.

I\VV.4. Proprietés  optiques des  nano-

emulsions fluorescentes

Nous allons au cours de cette section détaillerplegpriétés optiques des nano-
émulsions dopées en fluorophores. La majorité dpsreences porte sur les nano-émulsions
dopées DIiD, car les tests biologiquewitro etin vivoont principalement été réalisés avec ce
type de dopage.

IV.4.1. Spectres d’absorption et d’émission

IV.4.1.1. Nano-émulsions non dopées

Bien que translucides, les solutions de nano-éondsinon dopées ne sont pas
totalement transparentes dans le domaine du visilles possedent une Iégere coloration
jaune. La Figure IV-9 représente le spectre d’'giignr d’'une nano-émulsion non dopée en

fluorophores.
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Figure IV-9 : Spectre d’absorption d’une nano-émul®n non dopée.

Les nano-émulsions non dopées absorbent princigaliedans I'ultraviolet (entre 200

et 300 nm) puis, entre 300 et 900 nm, I'absorptiéoroit avec une dépendanceléh Cette
décroissance est caractéristique des phénomeraiffudgon de la lumiéere dus a la taille des
nanoparticules. En effet, 'approximation de Ragleiest valable dans ce cas puisque le
diamétre des particules est inférieur au dixieméadengueur d’'onde de la lumiére diffusée.
Il N’y a donc pas d’absorption significative damasfénétre optique utilisée en imagerie de
fluorescence (650-900 nm), seule une légere ddfusist observée. Les nano-émulsions non

dopées ne sont pas fluorescentes.

IV.4.1.2. Nano-émulsions dopées DiD

Comme attendu au regard de leur structure (Figurd)l les spectres d’absorption et
d’émission du DID dans le méthanol et ceux du Qy3ndieu aqueux sont similaires (Figure
IV—10).
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Figure IV=10 : Spectres d'absorption et d'émissiomle la Cyanine 5 en solution dans une solution

tampon PBS (Phosphine Buffer Saline) et du DiD erokution dans le méthanol.

Les valeurs des longueurs d’onde pour lesquellglsstirption et I'émission sont

maximales sont regroupées pour chaque fluorophame & Tableau IV-2.

Fluorophore ?&X ?3;(
Cy5 (PBS) 646 663
DiD (méthanol) 644 665

Tableau IV-2 : Longueurs d’onde d’absorption et d’énission maximales du Cy5 dans le PBS et du

DiD dans le méthanol.

Le DiD est une molécule trés lipophile et est dpaa soluble dans I'eau. En effet, en
milieu aqueux, il s’agglomere puis précipite afie diminuer les interactions avec les
molécules d’eau. Le spectre d’absorption du DiBselution aqueuse, représenté Figure IV—
11, montre une forte augmentation de la bande an®@0ce qui est caractéristique de la

formation de dimeéres. Dans cette configuration, feslécules perdent leur propriété de

fluorescence [102].
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Figure IV-11 : Spectre d'absorption du DiD en solubn aqueuse.

L’encapsulation du fluorophore dans le cceur deso4ganulsions via le protocole
décrit précédemment (IV.3.1.1) ne modifie pas gEctses d’absorption et d’émission par
rapport a ceux obtenus dans le méthanol (Figurd2y-Seul un Iéger décalage de quelques
nanometres vers le rouge est observé apres inediggodu DiD dans les particules (Tableau
IV-3). On retrouve sur le spectre d’absorption k@nfe caractéristique du signal du
fluorophore, mais également le phénomeéne de diffugdil & la taille des nanoparticules qui se
traduit par une faible absorbance sur tout le specette absorbance augmentant légérement

dans les faibles longueurs d’onde.

- 114 -



1-
0,9 \
0,8
0,7 4
0,6 4
0,5 1
0,4
0,3
0,2

0,1 LAWL‘
J S il

O T T T - T 1
400 500 600 700 800 900

n

m
DiD (nano-émulsion) DiD (méthanol)
—— Absorption ——Fluorescence Absorption Fluorescence
Figure IV=12 : Comparaison des spectres d'absorptio et d'émission de nano-émulsions dopées
DiD avec ceux du DiD en solution dans le méthanol.

Fluorophore ?SSX ?Sg
DiD (nano-émulsion) 646 668
DiD (méthanol) 644 665

Tableau IV-3 : Longueurs d'onde d'absorption et d'énission maximales des nano-émulsions
dopées DiD et du DiD en solution dans le méthanol.

Le spectre d’'absorption est donc la résultante dex dcomposantes distinctes :
'absorption par le fluorophore, et la diffusionrpkes nanoparticules. Le rapport entre
'absorbance a 400 nm (due a la diffusion) et call€50 nm (due au fluorophore) est
uniquement lié au dopage, donc au nombre moyenlwegophores par globule, et est
indépendant de la dilution de I'échantillon. Ainpius les nano-émulsions sont dopées en
fluorophores, plus le phénoméne de diffusion devfaible par rapport a I'absorption du

fluorophore, pour une méme taille de nanoparticules

IV.4.1.3. Nano-émulsions dopées DiR

Le DIR a une structure chimique tres proche deeadili DiD (Figure V-4 et Figure
IV-5). En effet, les deux molécules se différentiemquement par la longueur de la chaine

carbonée conjuguée entre les 2 noyaux indoliquedle du DIR est composée d'une
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insaturation supplémentaire, ce qui décale sestrgged’absorption et d’émission d’une
centaine de nanometres vers l'infrarouge. Néanmeixsepté du point de vue optique, leurs
propriétés physico-chimiques sont similaires.

La Figure IV-13 illustre, comme pour le DiD, I'almee de différences significatives
entre les spectres d’absorption et d’émission dR Bn solution dans du méthanol et
encapsulé dans les nano-émulsions (Tableau IV-4).shectre d’absorption des nano-
émulsions encapsulant le DIR présente égalemenpthnoméne de diffusion, qui est

particulierement visible dans les faibles longualionde.
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Figure IV=13 : Comparaison des spectres d'absorptio et d'émission de nano-émulsions dopées
DiR avec ceux du DiR en solution dans le méthanol.

Fluorophore ?SSX ?Sg
DiR (nano-émulsion) 748 775
DIiR (méthanol) 747 774

Tableau IV-4 : Longueurs d'onde d'absorption et d'énission maximales des nano-émulsions
dopées DiR et du DiR en solution dans le méthanol.
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IV.4.2. Rendement quantique de fluorescence

IV.4.2.1. Définition et méthode de calcul

Le rendement quantique de fluorescence est la vakactéristique de I'efficacité
relative de la fluorescence (désexcitation radggticomparée aux autres voies de
désexcitation non radiatives du fluorophore damsétat excité. Il correspond au rapport du
nombre de photons émis par seconde sur le nomlpkadens absorbés par seconde.

Les rendements quantiques de fluorescence desoflnores organiques dans le
proche infrarouge sont généralement compris ent@ €t 0,30. lls sont fortement dépendants
des conditions de solvatation : solvant, tempéeatpH. Ainsi, outre les problemes de
solubilité, le rendement quantique d’un fluorophest souvent plus faible en milieu aqueux
gue dans un solvant organique. D’une maniere gknénas la fluorescence est décalée vers
l'infrarouge, plus le rendement quantique dimini@d].

La détermination directe du rendement quantiquen diuorophore est relativement
difficile, puisqu’elle impose de connaitre de fagatacte le nombre de photons absorbés et
émis. Il est plus couramment obtenu par compara@sa@at une molécule fluorescente de

référence dont le rendement quantique est connuatiea IV-6).
réf

. -Abs
[1¢°dA 1-10
X X

N, .
-x—L (Equation IV-6)

ECTF T A

avecd,, : Rendement quantique de la solution étudiée

(O I : Rendement quantique de la solution de référence

[réhda . Intégrale du spectre de fluorescence de laisolétudiée

[ da - Intégrale du spectre de fluorescence de laisolake réféerence

Abs " : Absorbance de la solution étudiée a la longaéande d’excitation

Aps™ : Absorbance de la solution de référence a laguear d’onde
d’excitation

Nechr - Indice de réfraction du solvant de la solutbudiée

Nyt - Indice de réfraction du solvant de la solutilenréférence
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La molécule utilisée en tant que référence doé éxcitée a la méme longueur d’onde
gue la solution étudiée ; elles doivent donc ades propriétés spectrales proches.

IV.4.2.2. Nano-émulsions dopées DiD

Le rendement quantique de fluorescenbg qu DiD en solution dans le méthanol a
été mesuré en utilisant la Cyanine 5 comme moléftu@escente de référence (Tableau
IV-5). L'efficacité de fluorescence est supériepaair le DiD en milieu organigue que pour la
Cyanine 5 en milieu aqueux. Le rendement quantgidluorescence du DiD en milieu

agueux est lui quasi nul.

Fluorophore )
Cy5 (PBS) 0,28 + 0,02
DiD (Méthanol) 0,33+0,02

Tableau IV-5 : Rendement quantique de fluorescencdu Cy5 en solution dans le PBS et du DiD
en solution dans le méthanol. Les solutions de flumphores sont excitées a 600 nm.

Les mesures d’absorption ont montré que les nandsémns diffusent légerement la
lumiere et ce, également a la longueur d'onde daten du fluorophore, soit 600 nm
(IV.4.1.1). Ce phénomene engendre une diminutioreddement quantique puisque la valeur
d’absorption du fluorophore est alors surestiméec@nséquence, les rendements quantiques
sont corrigés de maniéere a tenir compte de la sldfu des particules, afin de mettre en
evidence l'effet de la seule encapsulation suptegpriétés optiques du fluorophore.

On obtient ainsi, pour la formulation de référedopée DIiD a 400 uM, un rendement
guantique de fluorescende= 0,38 + 0,02 (non corrigé = 0,31).

Les variations effectuées sur la composition durdgeophile ne montrent qu’une tres
légere influence sur le rendement quantigue derdhaence (Tableau IV-6). Cependant, il
semblerait que l'efficacité de fluorescence augmdiaiblement avec le pourcentage de
Suppocir& NC.
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Composition du coeur lipophile )

100 % Suppocire® NC 0,38 £ 0,02
75% Suppocire® NC / 25% huile de soja| 0,37 +0,02
25% Suppocire® NC / 75% huile de soja| 0,36 + 0,02

Tableau IV-6 : Rendements quantiques de fluoresceadcorrigés) de nano-émulsions dopées DiD
a 400 uM en fonction de la composition du cceur ligdile.

La diffusion de la lumiére augmente fortement akgetaille moyenne des particules.
Ainsi une diminution conséquente du rendement dggaetde fluorescence « brut » (non
corrigé) est attendue pour les particules dontdendtre est important. C’est effectivement ce
qui est observé pour des nano-émulsions dopée® aMOen DiD dont le diamétre moyen
varie de 35 a 200 nm. Toutefois, la correction’aeslorbance permet de retrouver des valeurs

de rendements quantiques similaires a celles peéodent obtenues (Tableau 1V-7).

Diamétre (nm) ® « brut » ® corrigé NEuo/Glob
35nm 0,31 +£0,02 0,38 £ 0,02 21
45 nm 0,27 £ 0,02 0,38 £ 0,02 45
100 nm 0,22 +£ 0,02 0,38 £ 0,02 490
200 nm 0,05 £ 0,02 0,39 £ 0,02 3922

Tableau IV-7 : Evolution du rendement quantique avat et aprés correction en fonction de la
taille des globules, pour un taux de dopage en Dide 400 uM.

Les molécules de type cyanines ayant la propriéééeiddre mutuellement leur
fluorescence si elles sont suffisamment proches tHespace [102], on pourrait craindre qu’a
partir d’'une valeur seuil de dopage, le rendemesinjque de fluorescence diminue avec
'augmentation de la quantité de fluorophores iadans les nanopatrticules. Le Tableau IV-8
indique les valeurs des rendements quantiquesigésjrobtenues pour des nano-émulsions
(issues de la formulation de référence) possédesttdux de dopages en fluorophores
différents. Ce tableau indique que pour des dopagkst jusqu’'a 1000 pM, aucun

phénomene significatif d’extinction de fluorescenéest observe.
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Dopage DiD (uM) ® Neiuo/Giob
78 0,37 £ 0,02 4
156 0,37 £ 0,02 8
234 0,36 £ 0,02 12
313 0,36 £ 0,02 16
400 0,38 £ 0,02 21
1000 0,35 +£0,02 53

Tableau IV-8 : Evolution du rendement quantique enfonction du taux de dopage en DIiD des
nano-émulsions. Tous les globules ont un diamétree @5 nm.

En conclusion, les nano-émulsions dopées DiD orgxaellent rendement quantique
de fluorescenced( = 0,38) pour des fluorophores étant in fine dispsren milieu agueux.
L’augmentation du rendement quantique entre le BiDsolution dans du méthanadb
0,33) et le DID encapsulé dans les nano-émulsidns: (0,38) pourrait s’expliquer par la

différence de viscosité entre les deux milieux @l\t).

IV.4.2.3. Nano-émulsions dopées DiR

Les rendements quantiques de fluoresce®}al(l DiR, en solution dans le méthanol
et encapsulé dans les nano-émulsions, ont étéléalguace a I'équation 1V-6 en utilisant
'HITC ou iodure de 1,13,3,3,3-Hexaméthylindotricarbocyanine comme molécule
fluorescente de référence (Figure IV-14). Le HIT& ene cyanine dont la structure, et
notamment la partie aromatique, est trés procheetie du DiR. Son rendement quantique est

de 0,28 lorsqu’elle est solubilisée dans le méthanexcitée a 700 nm.

Figure IV-14 : Structure du HITC.

Le Tableau IV-9 indique les résultats obtenus pleuDiR en solution dans le
méthanol et pour des nano-émulsions dopées en BIR @&aM. On observe ici une trés faible
diminution du rendement quantique lors de I'encigsn du fluorophore dans les nano-

émulsions.
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Solution ®
HITC (méthanol) 0,28 + 0,02
DIiR (méthanol) 0,28 + 0,02
Nano-émulsions dopées DIiR 0,25+ 0,02

Tableau IV-9: Rendement quantique de fluorescenceudHITC en solution dans le méthanol, du
DiR en solution dans le méthanol, et de nano-émuisis dopées en DIR a 400 pM. Les solutions de
fluorophores sont excitées a 700 nm.

IV.4.3. Durée de vie de fluorescence

La durée de vie de I'état excité, ou durée de giflubrescence, correspond au temps
moyen pendant lequel la molécule reste a I'étaitéexavant de retourner a son état
fondamental par émission de fluorescence ou paxd#éation non radiative.

Ce parametre est primordial pour I'imagerie de fsoence résolue en temps. Cette
technique vise en effet a réduire I'auto-fluoreseenes tissus biologiques qui parasite le
signal, en utilisant des sondes fluorescentes Wonlurée de vie est supérieure a celle de
I'auto-fluorescence des tissus. L’excitation est@akéalisée par un laser pulsé, et le signal de
fluorescence est recueilli dans une fenétre tentiporkcalée par rapport a l'impulsion
d’excitation. Ceci permet d’observer uniquemensilgnal émis par le traceur en évitant le
signal d’'auto-fluorescence des tissus (Figure IV=1Ainsi, plus la durée de vie de
fluorescence de I'agent de contraste est élevés, lplfenétre d’observation sera grande, et

donc plus la sensibilité sera importante.
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Figure V=15 : Schéma illustrant le principe de I'magerie de fluorescence résolue en temps.
Aprés une excitation bréve (quelques picoseconde$ruto-fluorescence des tissus décroit plus viteug
I'émission de fluorescence du traceur dans le casida durée de vie de fluorescence du traceur est
supérieure a celle des tissus. L'observation de Ruorescence peut alors étre réalisée sur une femét
décalée dans le temps par rapport a I'impulsion dcitation, de maniére a prendre en compte uniquemen
le signal d’intérét (celui du traceur) et en s’affanchissant des signaux parasites (auto-fluorescendes
tissus et signal d’excitation). La répétition & hate cadence des acquisitions permet d’obtenir un sigl de
bonne qualité.

Les durées de vie de fluorescence sont calculgesté des déclins de fluorescence
enregistrés sur des bancs expérimentaux au lalmergtmir annexe Il). Le Tableau IV-10
regroupe les valeurs obtenues pour les fluoropHdii®set DiR en solution dans le méthanol
ou encapsulés dans des nano-émulsions (en suspeiasis du PBS - 10 mM - pH 7,3).

Fluorophore ; Durée de vie de
uorescence T (ps)
DiD en solution dans le méthanol 1200 £ 50
DiD encapsulé dans une nano-émulsion 2000 +50
DiR en solution dans le méthanol 800 + 50
DiR encapsulé dans une nano-émulsion 1200 £ 50

Tableau IV-10 : Durée de vie de fluorescence poues$ fluorophores DiD et DIiR en solution dans
le méthanol ou encapsulés dans les nano-émulsionga un dopage de 400 pM.

Les résultats montrent que plus les fluorophorestemt loin dans le proche
infrarouge, plus la durée de vie de fluorescendecesrte, mais l'information la plus

intéressante est l'augmentation significative dedlaée de vie de fluorescence avec
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'encapsulation. En effet, les valeurs obtenuest swmettement supérieures a celle des
fluorophores hydrophiles analogues Cy5 et Cy7 diemaqueux : respectivement 1000 + 50
ps et 450 + 10 ps. Cela représente une améliordech00 % entre les cyanines hydrophiles

et les nano-émulsions fluorescentes.

IV.4.4. Vitesse de photoblanchiment

Le photoblanchiment est un phénomene photo-induntigisant a la dégradation du
fluorophore. Lorsque la molécule est a I'état €xait existe une certaine probabilité pour
gu'elle participe a des réactions chimiques (otepalors de réactions photochimiques), en
particulier avec l'oxygene sous forme de radicabre$. Le fluorochrome perd alors ses
propriétés de fluorescence. Autrement dit, quandegnite une solution de molécules
fluorescentes, une certaine proportion d'entres @t détruite a chaque instant, ce qui induit
une décroissance de lintensité de fluorescenceaauns du temps. Le photoblanchiment
représente un inconvénient majeur des fluoropharganiques par rapport aux nano-cristaux
semi-conducteurs (boites quantiques ou quantuny. dots

Pour déterminer la vitesse de photoblanchiment, dispositif dimagerie du
laboratoire a été utilisé. Le spectre d’excitatesmt centré autour de 633 nm et la densité de
puissance de I'éclairage est de 2 pW/mming solutions ont été testées : Cyanine 5 en
solution dans du PBS (Phosphine Buffer Saline);n@y&a5 en solution saline ([NaCl] = 154
mM) ; DiD en solution dans du méthanol ; DiD encd@slans des nano-émulsions dispersées
dans une solution saline ([NaCl] = 154 mM) ; DiDcapsulé dans des nano-émulsions
dispersées dans du PBS. Toutes ces solutions entantentration en fluorophores (Cy5 ou
DiD) de 10 uM. 100 pL de chaque solution sont iehlits dans des capillaires fermés puis les
cing capillaires sont placés sous la zone d’égjairde la caméra de la FRI. Une séquence
permet alors d’enregistrer une série de clichésteérvalles réguliers (toutes les 2 minutes
pendant 180 minutes puis toutes les 10 minuteg @#6 minutes et 24 heures), I'éclairage
étant constamment allumé tout au long de I'expégerDes zones d'intérét de surface
identique et centrées sur chaque capillaire peemiett’avoir acces a la fluorescence émise
par chaque échantillon en fonction du temps.

Le graphique Figure IV-16 représente I'évolutiorupehaque solution du rapport

(Fluorescexe capillaire(t) - fond)
(Fluorescewe capillaire(t, ) - fond)

x100 en fonction du temps.
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¢ Cy5 (PBS) = Cy5 (NaCl) DD (Méthanol) x Nano-émulsions DiD (NaCl) x Nano-émulsions DiD (PBS)
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Figure IV=16 : Evolution de la fluorescence émisegr cing solutions en fonction du nombre de
joules par millimétre carré. Les solutions sont somises a une excitation continue pendant toute la dée
de la mesure, soit 24 heures.

Pour toutes les solutions, le graphigue montre uagide diminution de la
fluorescence dans les premiers instants, puis aoidsance linéaire avec des vitesses de
dégradation différentes en fonction des solutikwes. variations sinusoidales observées pour
toutes les solutions de fagcon synchronisée sors dua fluctuation réguliére dans le temps de
la puissance d’excitation. Cette fluctuation netyrbe pas la décroissance globale qui peut

étre considérée comme uniquement due au photolaech

Il ressort de I'analyse de ces résultats que le 88Dtrés stable en milieu organique
(méthanol). Son encapsulation dans les nano-émgld®rend légérement plus sensible au
photoblanchiment, mais il reste nettement plusistaje les solutions de Cyanine 5. |
semble également que la vitesse de dégradation lpsutuorophores encapsulés dans les
nanoparticules dépende du milieu continu ; celaégatement vrai pour la Cyanine 5 mais
dans une moindre mesure. Les molécules de DiD g&dans les nanoparticules en solution
dans le PBS se dégradent en effet plus vite qlesailuées dans la solution saline.

La difference de sensibilité au photoblanchimenteele fluorophore en solution dans
le méthanol et le fluorophore encapsulé dans lespeaticules peut donc étre attribuée, au
moins en partie, a des échanges entre l'intérieargibbules et le milieu continu. Quoi qu'il
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en soit, les nano-émulsions dopées en fluoroptsesplus résistantes au photoblanchiment

gue les cyanines hydrophiles.

I\VV.5. Encapsulation et stabilité

Un des parameétres primordiaux dans le développemesntnano-émulsions est la
stabilité du dopage en fluorophores. En effetJuerbphore ne doit pas diffuser des globules
vers le milieu continu au cours du temps (stabpit§sique), et il ne doit également pas se

dégrader chimiquement a l'intérieur du ceceur lipigigstabilité chimique).

IV.5.1. Stabilité de I'encapsulation

La faible solubilité des fluorophores DiD et DiR erilieu aqueux permet de supposer
gue I'encapsulation dans les nano-émulsions semedpart totale, mais aussi qu’elle sera
stable dans le temps. Le taux d’encapsulation estébilité physiqgue des molécules
fluorescentes peuvent étre vérifies par simpleyde@ld’'une solution de nano-émulsions
fluorescentes, en enregistrant un spectre d’aliearptant et apres la purification. La dialyse
permet d’éliminer les molécules dont la taille @derieure a la taille des pores de la
membrane séparant la solution a purifier du dialysa

Lors de la dialyse, le systéme tend a équilibreaqale coté de la membrane. Les
molécules dont la taille est inférieure au seuikcdapure (notamment le fluorophore dont la
taille est proche de 1 kDa) égalisent leurs comatiohs de part et d’autre de la membrane.
Etant donné que le volume du dialysat est plusieargaines de fois supérieur au volume
dialysé, cela permet d’éliminer presque totalemlest petites molécules de la solution
dialysée. Cependant, comme la concentration detsotpnt la taille est supérieure au seuil
de coupure ne peut s'équilibrer par passage aarsae la membrane, c’est donc I'eau qui va
traverser la membrane en sens inverse afin de denila concentration de ces objets par
dilution, et ce jusqu'a ce que la pression a Ifietd de la membrane empéche l'arrivée de
molécules d’eau supplémentaires. Il en résultedilkion de la solution dialysée, ce qui ne

permet pas de comparer directement les spectrésalfation des solutions avant et aprés

- 125 -



dialyse, la concentration en nano-émulsions n’épast conservée. Une correction est donc
appliguée au spectre de la solution dialysée dearm@ faire correspondre les parties des
signaux liés a la diffusion engendrée par la préseles nanoparticules.

La Figure V=17 représente les spectres d’absorptarrigés du facteur de dilution
d’'une nano-émulsion dopée avec du DiD, avant edsadralyse. La solution a été dialysée
pendant 15 jours a 37°C contre de I'eau déioniséavec une membrane dont le seuil de
coupure est de 12-14000 kDa. Apres correctiorpdetes des spectres d’absorption liées aux
fluorophores se superposent parfaitement, indigtantd’abord que le taux d’encapsulation
du fluorophore est bien de 100 %, mais aussi qila pas de diffusion des molécules
fluorescentes vers le milieu continu. Etant dondégsimilitudes entre les structures du DiD
et du DiR, on peut légitimement extrapoler ce m@sudux nano-émulsions encapsulant du
DiR.
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Figure IV=17 : Spectres d'absorption et d’émissiom’une nano-émulsion dopée a 400 uM en DiD
avant et apres dialyse (15 jours a 37°C contre d&hau déionisée ; seuil de coupure de la membrane 2-
14000 kDa). L'unité de fluorescence est une unitélatraire.
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IV.5.2. Stabilité chimique du fluorophore

La stabilité physique de I'encapsulation du fludroe étant maintenant admise, il
convient d’étudier la stabilité chimique du fluohmpe. En effet, le fluorophore peut se
dégrader au cours du temps, perdant ainsi sesigtéproptiques. Certaines solutions de
nano-émulsions encapsulant du DIiD ont par exengpldance a changer de couleur au cours
de leur stockage a température ambiante, passableduau vert, voire au jaune clair dans
certains cas.

Pour évaluer ce phénomene, nous avons choisi g&erall'influence du pH,
parametre connu pour altérer les cyanines, sdudaefscence de solutions de nanoparticules
encapsulant du DiD. Pour cela, deux nano-émuldimmsiulation de référence - voir annexe
V) avec une concentration en DiD de 400 uM ontpééparees, I'une avec un tampon HBS
(Hepes : 0,02 M / EDTA : 0,01 M) qui correspond tampon de greffage qui sera utilisé
ultérieurement (voir Chapitre 6), et l'autre avecl@au déionisée. Ces solutions sont ensuite
aliquotées et diluées (respectivement avec le tari{BS et de I'eau déionisée) de maniere a
obtenir une concentration en DiD de 100 uM. Le mHcHaque aliquot est ajusté via I'ajout
de base ou d’'acide forts (NaOH 1 M / HCI 1M). Neofutions dans le tampon HBS (pH
compris entre 3 et 11) et treize solutions dareul’déionisée (pH compris entre 1,5 et 12,75)
ont ainsi été préparées. Régulierement, 10 uL dgqushaliquot sont prélevés et dilués dans
990 pL d’eau déionisée de maniére a obtenir uneesdration de fluorophores de 1 uM, puis
les spectres d’absorption et d’émission de cegisokisont enregistrés.

Il est a noter qu’une dérive du pH a été observeeaurs du temps. En effet, une
acidification des solutions les plus basiques aofigervée, notamment pour les solutions
préparées avec I'eau déionisée. Cette acidificag@rt étre due a la migration des acides gras
piégés dans les globules vers la surface, libéasnsi leur hydrogene labile dans le milieu
continu. Cependant, elle est plus slrement liééappdrition de certains produits de
dégradation acides lors de I'oxydation des lipi@&s 87] (voir Chapitre III).

La Figure IV-18 représente l'intégrale du signalflderescence en fonction du pH
des solutions, juste apres leur préparation etsald@ jours de conservation a 4°C et a I'abri
de la lumiere. Lorsque le pH a été modifié apreésjdars, le nouveau point correspondant est
indiqué par une fleche.

La Figure IV-19 représente quant a elle I'évolutinla fluorescence dans le temps

pour trois solutions caractéristiques (pH 1,5 ;6HoH 10).
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Figure IV-18 : Evolution de la fluorescence en fortmn du pH.
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Figure 1V-19 : Evolution de la fluorescence en forion du temps pour trois solutions de pH

différents.
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L’analyse de ces deux graphiques met en évidengesience de trois comportements

différents qui sont fonction du pH :

neutre.

Absorbance

Pour les pH compris entre 3 et 8, la fluoresceststable au cours du temps.
Pour les pH supérieurs a 8 (faiblement basiquesasigbes), le signal de
fluorescence diminue quand le pH augmente. Celesdale fluorescence est
relativement rapide puisqu’elle intervient danspgesmiers jours. D’un point de
vue visuel, la diminution de la fluorescence s’aopagne d’une évolution de la
coloration : les solutions passent du bleu au peait au jaune pour les solutions
les plus basiques. L’analyse des spectres d’absorpiermet d’expliquer ce
phénomene de jaunissement des solutions par unadddign chimique du
fluorophore. En effet, la comparaison des specii@se solution a pH 6 (restée
bleue) et d’'une solution a pH 10 (devenue jaund)aneévidence la disparition
de la bande d’absorption du fluorophore a 650 rinsi @ue I'apparition d’'une
nouvelle bande a 465 nm pour la solution a pH i§ufe IvV-20). L’excitation
de cette nouvelle bande d’absorption engendre d#utaescence avec un
maximum d’émission a 497 nm. Les conditions basigeietrainent donc une

dégradation chimique du fluorophore qui modifie gespriétés optiques.
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Figure 1IV-20 : Comparaison des spectres d'absorptio de solutions dont le pH est basique et
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e Pour les pH inférieurs a 3 (fortement acides),dea de fluorescence diminue
dans le temps. Cependant, cette décroissance astcag plus lente que celle
observée en milieu basique. D’un point de vue Vjaareobserve la formation de
« grains » et les solutions deviennent opaquesc®estat est confirmé par
'analyse des spectres d’absorption de la soludigpH fortement acide (Figure
IV=21) ; celle-ci montre en effet une trés fortgeentation de I'absorbance liée
au phénomene de diffusion, ainsi gqu'une diminutide lI'absorbance du
fluorophore. La diminution de l'intensité de flusoence est donc a la fois liée a
une dégradation du fluorophore mais aussi a un¢algisation colloidale.
Néanmoins, la dégradation du fluorophore doit utur mécanisme différent de
celle observée en milieu en basique car le phénerdénjaunissement n'a pas

été détecté.
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Figure IV-21 : Comparaison des spectres d'absorptiode solutions dont le pH est acide et neutre.

En conclusion, nous pouvons dire que les fluoroghate type dialkylcarbocyanine
(DID et DiR) sont bien encapsulés dans les nanostams. Cependant, ils restent sensibles

au milieu extérieur et plus particulierement au fiH.effet, deux types de dégradation ont été
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observés :

'un en milieu basique et l'autre en ieuil fortement acide, ce dernier

s’accompagnant d’'une déstabilisation des nano-éomsls Toutefois, pour un pH compris

entre 3 et 8, la fluorescence est trés stable pialbg est supérieure a une année (Figure V-

22).

80000 ~
70000 -
60000 -
50000 -

40000 +

Fluorescence

30000 -

20000 -

10000 +

0 T T T

50 100

150

200 250 300 350 400

Temps (jours)

Figure V=22 : Evolution de la fluorescence avec léeemps. La solution suivie est une nano-
émulsion issue de la formulation de référence dopéen DD a 400 uM. Le pH de la solution tampon

(Hepes : 0,02 M / EDTA : 0,01 M) est d’environ

5,9.a solution est conservée a température ambiante &

I'abri de la lumiére. L'unité de fluorescence est ne unité arbitraire.

IVV.6. Discussion et conclusions

IV.6.1. Discussion

Les résultats obtenus démontrent que I'encapsuldtofluorophores lipophiles dans

les nanoparticules confere aux nano-émulsionsedebiwnnes propriétés optiques.

Elle n’engendre pas de décalage significatif desctsps d’absorption et d’émission

des fluorophores lipophiles DDA . =

max
fluo

max

644 nm ; Aj, =665 nm) et DIR Ao, = 748
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nm ; /12‘.‘32 =775 nm) par rapport a leur solvatation dans le arah(IV.4.1). On observe

néanmoins une augmentation de la durée de vieudeeicence lors de I'encapsulation dans
les nanoparticules des fluorophores DiID=2000 ps dans les nano-émulsions cortre
1200 ps dans le méthanol) et DiIR<£1200 ps dans les nano-émulsions contre800 ps
dans le méthanol) (1V.4.3). En ce qui concernerégglements quantiques de fluorescence,
seul le DID semble profiter de I'encapsulatiof® £ 0,38 dans les nano-émulsions contre
® = 0,33 dans le méthanol) puisque l'efficacité deofascence du DIR est légerement
inférieure a celle mesurée lorsque le DIR est dutiso dans le méthanoldf = 0,25 dans les

nano-émulsions contr® = 0,28 dans le méthanol) (1V.4.2).

Nous pensons que le parametre qui entraine lesaati&ns des propriétés optiques
est la viscosité du milieu dans lequel évoluenfllesrophores, qui module les probabilités de

désexcitations non radiatives.

Il est connu que certains fluorophores peuventr ges raisons énergétiques, changer
de configuration a I'état excité, par exemple ptation de la molécule autour d'au moins une
de ses liaisons, pour prendre une autre géométrieparle alors de photo-isomérisation. Le
cas de la photo-isomérisation du 11-cis rétinalegtia I'origine du mécanisme de la vision en
est un parfait exemple (Figure IV-23). Ainsi, apedsorption de I'énergie lumineuse, les
deux tiers des molécules de 11-cis rétinal a I'ébatité changent de configuration pour
devenir tout trans rétinal, ce qui déclenche urscade réactionnelle aboutissant a I'envoi
d’'impulsions électriques dans le nerf optique &idason du cerveau.

HaC Ha CHs

£
$
$

66%

hv

Figure IV-23 : Photo-isomérisation du 11-cis rétineen tout trans rétinal.
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Les cyanines, dont font partie le DID et le DiRt @galement été décrites comme
pouvant se photo-isomériser par un processus siengacelui précédemment décrit [104].
Ainsi une fois excitées (état)Sune partie des molécules de cyanines (proballts) vont
changer de configuration (état°8’) car ce nouvel état est énergétiquement plus establ
Cependant, I'état & n'est pas un état émissif; la molécule retourmacda I'état
fondamental par une désexcitation non radiativguiiei IV-24). Ce phénomene de photo-
isomérisation est concurrent de I'émission de #goence et contribue donc a diminuer la
concentration de molécules a I'état excitg),(8e qui entraine une diminution de I'efficacité

de fluorescence.

IAbsorption éDésexcitation non radiative lFIuorescence

b »
L’augmentation de la viscosité
défavorise le changement de
Changement de conformation a I'état excité
conformation a
I'état excité
kconf
kY r 4
\ //

o] S R o] S

2 L 2

[} [}

c c
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2|15

| ¥ 4
\ r/
SO ::
Coordonnées nucléaires Coordonnées nucléaires
Milieu faiblement visqueux Milieu fortement visqueux

Figure IV-24 : Schéma simplifié des états électrogues fondamentaux et excités d’'une molécule
fluorescente pouvant changer de configuration a I#t excité en fonction de la viscosité du milieu.

En simplifiant, il y a ainsi pour le fluorophord’état excité $ trois voies de retour a

I'’état fondamental :

* |'’émission de fluorescence (avec un ta;&)

+ la désexcitation non radiative (avec un teyx*)
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* le changement de configuration (avec un tayx)

Le rendement quantique de fluorescennpef () et la durée de vie de fluorescenee)(

peuvent également étre décrits a partir des différédaux de désexcitation grace aux
équations suivantes (Equations V-7 et V-8 respentent) :
_ kfsn _ kfsl

o, = =
f zi ki kdnrsl +kf% + k

(Equation IV-7)

conf

1 1 . )
= = Equation V-8
Zi ki kdnrsl +kal +k ( ; )

Iy

conf

ziki qui représente I'ensemble des phénomeénes de d@siexc possible est ici

ramené aux trois phénomeénes précédemment decrits.
Le rendement quantique et la durée de vie de fhoerece sont ainsi liés par la relation
suivante (Equation IV-9) :

®, =k, > x7, (Equation IV-9)

Le changement de configuration relatif a la phetmmérisation est influencé par la
viscosité. En effet, plus le solvant sera visqueains la vitesse de formation de la nouvelle
configuration a I'état excité sera lente car lation sera mécaniqguement génée (Figure IV—
24). Ainsi k

conf

diminue en milieu visqueux, et la durée de vie 'dtal excité augmente

(Equation IV-8). De plus, le rapport de I'émissioa quorescencek(fSl) sur 'ensemble des
processus de désexcitation augmente puisgye est plus faible, ce qui explique

I'amélioration du rendement quantique de fluoresee(Equation IV-7). Cela confirmerait
egalement ['évolution de lefficacité de fluorescenobservée lors de l'étude de la
modification du cceur lipophile des nanoparticulascours de laquelle il a été démontré que
plus la phase huileuse est riche en Supp8dit€ plus le rendement quantique est important
(Tableau 1V-6).

Ces explications correspondent aux observatiorecteifes sur les nano-émulsions
dopées en DID, et partiellement a celles réalisdex les nano-émulsions dopées DiR.
Comme la chaine polyéthyne du DiR est plus longwee eglle du DiD, la molécule est plus

« flexible » ; on peut alors supposer que l'effetld viscosité sera plus faible et glg,,

diminuera plus lIégérement que dans le cas du DibBsi&ette flexibilité pourrait expliquer

- 134 -



les gains moins importants sur la durée de viduwdscence engendrés par I'encapsulation
de DiR par rapport au DiD.

Cependant, cela n’explique toujours pas pourquoetelement quantique du DIR est
plus faible quand il est encapsulé dans les p&scque lorsqu’il est en solution dans le

meéthanol. Comme la durée de vie de fluorescencenanig mais le rendement quantique
diminue et que ces deux paramétres sont liés @aqudtion IV-9, cela implique qulefsi est

plus faible quand le DIR est confiné dans les nartaqules que lorsqu’il est en solution dans
le méthanol.

Il semble ainsi que l'effet de I'encapsulation mé pas uniquement di a la viscosité
mais également a la nature méme du solvant. Lasiigca I'intérieur des globules permet de

diminuerk mais le mélange de glycérides qui compose le dgeidique semble par

conf ?
ailleurs affaiblirk, > et a aussi certainement une influence sur lesesuprocessus de

désexcitation non radiatifs.

L’encapsulation des fluorophores lipophiles damsnano-émulsions est d’'un point de
vue optique tres bénéfique. Néanmoins, d’'un poetde de la stabilité chimique et de la
protection des molécules fluorescentes vis-a-visnilieu extérieur, I'encapsulation semble
moins profitable (IV.5.2).

En effet, le fluorophore se dégrade rapidement dirurbasique (pH > 8) et en milieu
fortement acide (pH < 3) ce qui indique que deesp chimiques, et plus particulierement
des protons peuvent diffuser du milieu continu Versoeur des globules.

La gamme de pH pour laquelle la fluorescence rsistiele (3 < pH < 8) est tout de
méme suffisamment large pour étre compatible aa®anilieux biologiques. Le sang, qui est
le principal milieu dans lequel les nano-émulsisépurnerontn vivo, a en effet une valeur
de pH autour de 7,4.

L’expérience de photoblanchiment a d’autre part tmoane plus grande stabilité de la
fluorescence des fluorophores encapsulés dansales-é@mulsions par rapport a celle des
molécules fluorescentes hydrophiles analogues Bu Di

L’encapsulation des fluorophores est égalemensfagante du point de vue de la
stabilité physique puisque nous n’observons padgifflesion des molécules fluorescentes des
globules vers le milieu continu. Ce parametre eshqrdial pour I'imagerie de fluorescence
in vivo si I'on veut pouvoir associer le signal détecta présence des nano-émulsions et non

uniquement au fluorophore.
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IV.6.2. Conclusion

En conclusion, I'encapsulation de fluorophores pipites ne perturbe ni la taille des
nanoparticules, ni leur potentiel zéta et ne megifas non plus leur stabilité dans le temps.

En revanche, l'insertion de molécules fluorescel@® ou DiR) dans le coeur des
nanoparticules permet de conférer a ces dernieeedrébs bonnes propriétés optiques
(rendement quantique et durée de vie de fluoresg¢ehes nanoparticules fluorescentes étant
in fine en solution aqueuse, ces propriétés doivent émrgacces a celles des fluorophores
hydrophiles analogues tels que le Cy5, le Cy 7Adxa 750, qui sont parmi les fluorophores

organiques les plus performants disponibles comalerment (Tableau IV-11).

Fluorophore Solvant ?bix ?ﬁ); ¢ T
Cy5 PBS 646 nm 663 nm 0,28 1000 ps
DiD Méthanol 644 nm 665 nm 0,33 1200 ps
DiD Nano-émulsions 646 nm 668 nm 0,38 2000 ps
Cy7 PBS 749 nm 774 nm 0,13 450 ps

Alexa 750 PBS 747 nm 775 nm 0,11 500 ps
DIR Méthanol 747 nm 774 nm 0,28 800 ps
DIR Nano-émulsions 748 nm 775 nm 0,25 1200 ps

Tableau IV-11 : Résumé des principales caractérigiues optiques des fluorophores lipophiles en
milieu organique et encapsulés dans les nano-émuss, ainsi que celles des molécules fluorescentes
hydrophiles analogues au DiD et au DiR.

Il est évident, d’apres les données rassembléesaatableau, que les nano-émulsions
fluorescentes sont d’un point de vue optique negterplus performantes que les fluorophores
hydrophiles commerciaux actuels. Leurs propriétgssgaes leur permettent de soutenir la
comparaison avec les nano-cristaux semi-conductiEutgpe boite quantique (quantum dots).
Ces nanoparticules inorganiques possedent en affet caractéristiques optiques
remarquables. Elles ont des rendements quantiqumegris entre 0,20 et 0,65, une tres grande
stabilité au photoblanchiment, des durées de viudeescence de I'ordre de la dizaine de
nanosecondes, un spectre d'absorption tres latgen spectre d’émission étroit [39, 105].
Cependant, leur caractére inorganique et notamlagésence de métaux lourds et toxiques

(cadmium, plomb, mercure ou arsenic par exempte) keur utilisationin vivo problématique
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[88, 89]. Les nano-émulsions fluorescentes appsgais donc comme une alternative
biocompatible a ces particules, pour lesquellesolaportement en milieu biologique reste a
étudier.
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Chapitre V :
Comportement des

nano-emulsions en

milieu biologique



Les chapitres précédents ont présenté le dévelopgert I'étude de nouvelles
nanoparticules fluorescentes dans le proche infggolls ont montré que les propriétés
physico-chimiques et optiques de ces nouvelles dtations de nano-émulsions font de ces
objets des traceurs prometteurs pour I'imageridl@escencan vivo. Les objectifs de ce
chapitre sont d’étudier le comportement des nanolsions dans la souris saine, et
notamment d’obtenir des premiéres indications autokicité et la biodistribution de ces

nanoparticules.

Dans un premier temps, il convient de détermineroi@ d’administration des nano-
émulsions dans les souris. Le systéme sanguinuamigtous les organes et tissus de
I'organisme, cela fait de lui une voie privilégipeur atteindre les tissus ou cellules ciblés. II
existe plusieurs voies d’acces au systeme sangems voies entérales (principalement au
niveau de la mugueuse gastro-intestinale et derla gublinguale), la voie percutanée, la voie
pulmonaire et les voies parentérales (injectionssmutanée, musculaire ou veineuse). Le
mode d’administration que nous avons privilégié rpdatude des nano-émulsions est
I'injection par voie veineuse, car elle permet daffanchir des différents problemes
d’absorption liés aux autres voies et permet adfesimaitriser réellement la quantité en

circulation dans le sang au moment de I'administnat

V.1. Le sang, un vehicule de distribution et

d’élimination des nanoparticules

Comme expliqué dans [lintroduction, les nano-énmmisi vont étre injectées
directement dans le sang afin de s’affranchir de [gassage a travers certaines barriéres
biologiques (intestin, peau, ...). C’est lors de Is@jour dans le compartiment sanguin que se
joue le devenir des patrticules. Il est donc utgerdppeler la composition de ce milieu ainsi
que les processus d’élimination qui participent enaintien de ses nombreuses et

indispensables fonctions.
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V.1.1. Composition du sang

Le sang est un fluide corporel dont la fonctionnpipale est de transporter les
nutriments et I'oxygéne vers les tissus biologiquleue également un rdle primordial dans
le systéme immunitaire. Les cellules du sang sest drythrocytes ou globules rouges
(environ 99 % des cellules du sang), les leucocytesglobules blancs (0,2%) et les
thrombocytes ou plaquettes (entre 0,6 et 1 %).

* Les globules rouges ne sont pas réellement dada=ltar ils ne possedent pas
de noyau ni d’organites. lls contiennent principaet de 'hémoglobine, une
protéine dont la fonction est de transporter |'oxyg mais €également le dioxyde
de carbone issu de la respiration cellulaire.

* Les globules blancs regroupent différentes celldlesystéme immunitaire : les
granulocytes, les lymphocytes et les monocytes.

* Les thrombocytes ne sont pas non plus des celkiesant que telles car a
I'instar des globules rouges ils n'ont pas de noyuinitient la polymérisation
du fibrinogéne, protéine du plasma, et sont aiesponsables de la coagulation

sanguine.

Ces cellules représentent seulement 45 % du sanmpleb Les 55 % restant
constituent le plasma sanguin, liquide assuransuspension des cellules sanguines. Le
plasma est une solution aqueuse (I'eau représel’e @e la masse totale du plasma)
contenant de nombreuses molécules organiquesrgaimques. Il est effectivement composé
de nombreux ions participant entre autres a I'#étivatalytique de plusieurs enzymes, a la
stabilisation des membranes cellulaires, et au tieainlu pH sanguin entre 7,35 et 7,45 grace
a leur pouvoir tampon.

La pression osmotique et le pH du sang sont aiesighrametres critiques et il est
important de ne pas les modifier lors des injectian risque de détruire les globules rouges.
Le plasma transporte également de nombreuses negémganiques que I'on peut classer en
deux catégories : les substances en transit girtggines plasmatiques. Les substances en
transit correspondent aux nutriments tels quedeage, les acides aminés et les lipides (sous
forme de lipoprotéines), les hormones et les déchmeétaboliques comme l'urée. Les
protéines plasmatiques, quant a elles, sont dédipes qui ont vocation a rester dans le sang.

Elles contribuent notamment a maintenir le pH égailibrer la pression osmotique. Parmi
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Nano-émulsions pour la vectorisation d’agents théra peutiques ou diagnostiques ;
étude de la biodistribution par imagerie de fluores cence in vivo

les protéines plasmatiques, on peut entre authes Ealbumine, le fibrinogéne, mais
également les anticorps (immunoglobulines) et legénes du complément qui jouent un

réle prépondérant dans le systeme immunitaire.

V.1.2. La circulation sanguine des nanoparticules

L’injection des nano-émulsions se fait dans la ggiaudale de la souris. Cette veine
permet au sang de remonter vers |'oreillette drditecceur, puis de passer dans le ventricule
droit qui I'envoie dans l'artere pulmonaire en diten des poumons pour étre ré-oxygene.
retourne ensuite vers le coeur au niveau de l'etwllgauche via la veine pulmonaire, puis
passe dans le ventricule gauche qui va le projdtars l'aorte. Cette derniére, en se
subdivisant en de nombreuses artéeres et artéripsyet d’irriguer tous les organes de
I'organisme. Le sang est ensuite collecté au nivdemiorganes par un réseau de veines qui

vont ensuite se déverser dans l'oreillette droiteabur, et entamer ainsi un nouveau cycle.

Cerveau
Poumon
Coaur
Foie Artére
Yéiiia Intestin
Rein
Organes

Figure V-1 : Schéma de la circulation sanguine.

Les plus petits vaisseaux sanguins humains foatuaute 4 um de diameétre ; pour la

souris ce diameétre est légerement plus faible (3 [166]. Les globules des nano-émulsions
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ont un diamétre inférieur a 100 nm ; ils ne dewvraidonc pas rester bloqués dans les
vaisseaux pour des raisons géométriques. Cepelidasttpossible qu’ils puissent s’échapper
de la circulation sanguine a travers des fenestratidans les cellules endothéliales qui

forment les vaisseaux sanguins. La taille de cessfteations dépend de chaque organe.

V.1.3. L’élimination des nanoparticules du sang

Le sang a également pour fonction de transporgeeléments indésirables vers les
organes qui vont les traiter. Ces éléments inddlsisasont en grande majorité des déchets liés
au fonctionnement de I'organisme (acide lactiquéewu déchets de cellules sanguines par
exemple), mais peuvent aussi étre de nature émarftgxines, métabolites de médicament,
bactéries, et vecteurs colloidaux).

Les éléments indésirables sont soit directementgs hors de I'organisme, soit pris
en charge par le systéeme réticuloendothélial afi@trel dégradés, puis excrétés. Les
principaux organes d’excrétion sont les reins, a&sdune moindre mesure le foie. Les
paragraphes suivants détaillent brievement ledétereins, du systeme réticuloendothélial et

de deux organes fortement associés a « I'entretiinsang, le foie et la rate.

V.1.3.1. Le rein

Le rein est le principal organe d’excrétion. Laification est effectuée par filtration
du sang suivi de la réabsorption de certains désats filtrés. Le rein est notamment
responsable de I'excrétion de l'urée et de I'adadique, du maintien du pH sanguin et plus
largement de la concentration dans le sang de rambons et molécules. Il est également
responsable d’'une grande partie de I'éliminatios detabolites des principes actifs des
médicaments. Il semble cependant qu’il y ait urileetimite au-dela de laquelle les objets ne
peuvent plus étre éliminés par le rein, car tropumineux pour étre filtrés. La taille des
pores, appelés également fenestrations, est d@mB0 nm. Cependant, ces pores sont
recouverts d’'un diaphragme en forme de roue étajléeobstrue une grande partie de
'ouverture [107, 108]. Ainsi I'élimination des pmules colloidales est souvent liée a

d’autres processus impliqguant notamment le systétriloendothélial.
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V.1.3.2. Le systeme réticuloendothélial

Le systéme réticuloendothélial correspond a unéiepdu systeme immunitaire en
charge de I'élimination des corps étrangers (paei& ou bactéries) et des cellules sanguines
en fin de vie. Au cours de leur transit, les objetiesirables sont marqués par des opsonines
ce qui va déclencher leur phagocytose par les phages. Les opsonines regroupent les
anticorps et certaines protéines du complément/gni se lier a la surface des éléments a
éliminer. Les anticorps sont spécifigues des ansigeprésents a la surface des corps
étrangers, les antigenes étant généralement desna®y des polysaccharides ou des dérivés
lipidiques. Les protéines du complément peuvenintjdaelles se fixer spontanément sur
toutes les surfaces. Des mécanismes de régulagomeftent néanmoins de supprimer
rapidement la complexation des protéines du comgmérsur les cellules de I'organisme,
évitant ainsi leur destruction. Les macrophagessguent a leur surface des récepteurs
spécifigues des opsonines activées. Une fois lescplas opsonisées reconnues par les
macrophages, ceux-ci vont développer une invaginate maniére a encapsuler la particule
dans une vésicule appelée phagosome qui va éamatisée au sein de la cellule. Celle-ci
fusionne ensuite avec un lysosome pour former hmgplysosome afin de dégrader la
particule. Si la particule est dégradée par le @olcd’enzymes, par le peroxyde d’hydrogene
ou par les anions superoxydes générés dans le lghagome, alors les produits de
dégradation sont absorbés par le macrophage otégeje I'extérieur de la cellule. En
revanche, si les particules ne sont pas dégraddess elles restent piégées dans les

phagosomes au sein des cellules phagocytairesi'gusgmort du macrophage.

Macrophage Phagolysosome
Particule
Produits de
Particule dégradation
opsonisée
Phagosome Particule non
dégradable
Lysosome

Figure V-2 : Phagocytose d'une particule par un maophage : (a) internalisation de la particule
dans un phagosome ; (b) dégradation de la particulapres fusion du phagosome et d’un lisosome ; (&sl
produits de dégradation sont absorbés par le macrdge ou expulsés hors de la cellule ; (d) les parties
non dégradables sont conservées par la cellule dasess phagosomes.
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V.1.3.3. Le foie

Le foie est le principal lieu de métabolisation Kerganisme, il est également
responsable d’'une partie de I'excrétion, et il jauessi un réle important dans le systeme
réticuloendothélial.

Les veines irrigant le foie se subdivisent en s, sorte de capillaires dont les
parois sont fortement fenestrées. Les fenestrafimmsentre 100 et 300 nm de diametre et
sont dépourvues de diaphragme ; elles représeetard 6 et 8 % de la surface totale des
capillaires [109]. On peut donc considérer les Sifides comme un tamis autorisant ou non le
passage des particules vers les hépatocytes. Agasinanoparticules dont la taille est
inférieure a celles des pores vont pouvoir travelfeadothélium et passer dans I'espace de
Disse ou elles seront en contact avec les hépatcie passage des fenestrations est a
double sens et les nanoparticules peuvent repdsskespace de Disse vers la sinusoide. A
I'inverse, les particules dont la taille est troppiortante pour franchir les fenestrations vont
rester dans la circulation sanguine.

La principale fonction du foie est la métabolisatioLes hépatocytes sont
effectivement fortement impliqués dans de nombrpumcessus métaboliques : celui des
lipoprotéines au cours duquel les fenestrationd' edeothélium jouent un réle primordial
puisqu’il discrimine les chylomicrons selon leuragtietre, mais aussi les métabolismes du
glucose et de certaines protéines. Ces celluldsgaement en charge de la détoxification de
I'organisme, et en particulier de la dégradatios tixines et des principes actifs absorbés
lors de la digestion. Le foie est en effet le pemurgane a travers lequel le sang chargé des
molécules issues de lintestin va passer. Les béptas sont aussi responsables de la
production de la bile, qui sert a la digestion dgaisses ingérées. Certaines molécules
absorbées (et dégradées) par les hépatocytes painsnétre libérées dans les canalicules
biliaires en méme temps que la bile. C’est pourdgifdie est également considéré comme un
organe d’excrétion.

Enfin, le foie est fortement impliqgué dans le syseréticuloendothélial puisqu’une
grande majorité des particules opsonisées sontoplies par les macrophages résidents du
foie : les cellules de Kupffer. Ces cellules, qei situent en contact avec la circulation
sanguine au niveau des sinusoides du foie, refgedgda moitié de tous les macrophages du

corps humain.
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Figure V=3 : Schéma de la structure fine du foie.

V.1.3.4. Larate

La rate peut étre considérée comme deux organéscths. un organe du systeme
immunitaire (la pulpe blanche) et un organe phatzoy (la pulpe rouge). Une des fonctions
principales de la rate est I'élimination des érgtiytes en fin de vie, le foie s’occupant plus
particulierement des globules rouges endommagéj.[11

L’élimination des globules rouges vieillissantsdosese sur un procédé de filtration. Les
artérioles apportant le sang depuis 'artére sglénidans la pulpe rouge aboutissent dans des
sinusoides nommeés cordons cellulaires. Ces corslomsen contact avec les sinus veineux
qui permettent I'évacuation du sang. Cependantstess sont structurés de telle fagcon que
seuls les globules rouges suffisamment flexiblasgamt passer. En effet, la paroi des sinus
est constituée de cellules endothéliales qui smues paralléles entre elles et par rapport a
I'axe du vaisseau sanguin comme les planches dedhan tonneau. Un systeme de fibres de
stress permet la formation d’interstices plus ouingoimportants entre ces cellules
endothéliales. Les fentes ainsi formées sont dedaectangulaire d’environ 5 um de long
sur moins de 1 um de large avec une profondeur @& 21m [111]. Les érythrocytes ayant
une taille d’environ 7 um, ils doivent se défornpaur pouvoir traverser les interstices.
Cependant, en vieillissant ils perdent leur capaaitse déformer et ne peuvent donc plus

passer dans les sinus. Les particules ne pouvanpasser a travers les interstices des sinus
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Chapitre V : Comportement des nano-émulsions en mil  ieu biologique

sont alors prises en charge par les macrophageaméslans les cordons cellulaires de la
pulpe rouge qui éliminent les objets indésirabke$accirculation sanguine.

La structuration de l'arborescence sanguine de ak@ timplique qu’une partie
importante du sang transite également a travemilige blanche riches en lymphocytes T.
Celle-ci regroupe également une multitude de cotimpants lymphoides (follicules
lymphatiques), ressemblant a autant de gangliomptatiques rassemblant de nombreux
lymphocytes B. Cette organisation favorise la reaissance des antigénes déja connus par
I'organisme, mais également I'établissement d’w@éponse immunitaire dite adaptative face a
de nouveaux pathogenes.

a
%&f \":‘.__.:-‘. —— Artére splénique

Yeine

Sinus veineux

Cordons cellulaires

Artériole central
Follicule lymphatique
Pulpe blanche

Zone marginale

Erythrocyte

Fibre annulaire

Figure V-4 : a - Schéma de la rate ; b - Schéma diwsinus veineux situé dans un cordon cellulaire
de la pulpe rouge.

La structure histologique de I'endothélium vasaelale la rate, a l'instar de celle du
foie, va donc favoriser I'accumulation des vectecwoidaux dans ces organes. Méme en

limitant la capture des nanoparticules par les o@t@ges, notamment grace a un revétement
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et des charges de surface adaptés, celles-ci pesiamtumuler de maniére passive (par

convection) dans ces tissus.

V.2. Compatibilité ex vivo entre le sang et

les nano-émulsions

Avant de passer aux testsvivo sur I'animal, il est important de vérifier que lesno-

émulsions fluorescentes et le sang sont compatibles

V.2.1. Stabilité de la fluorescence des nano-émulsi ons en

milieu sanguin

Un des premiers points a vérifier est la stabdigda fluorescence des émulsions dans
le systéme sanguin. L'expérience présentée icirng gour objectif d’évaluer I'impact de la
dispersion des nano-émulsions dans le sang suflleuescence.

V.2.1.1. Protocole expérimental

Le sang utilisé est du sang d’origine humaine fopar I'établissement francais du
sang (EFS). Il a été additionné d’EDTA (acide &hg-diamine-tétraacétique) pour éviter sa
coagulation. Une partie du sang est centrifugé®d59 pendant 5 minutes a température
ambiante) pour isoler le plasma.

Une nano-émulsion (formulation de référence) dap&®0 uM en DiD est préparée
selon le protocole décrit précédemment dans leithdl. La solution saline dans laquelle la
nano-émulsion est préparée est une solution dewhblde sodium a 154 mM ; elle est donc
isotonique avec le sang. Enfin la nano-émulsiordi#gée avec une solution de PBS dont le
pH est auparavant ajusté a 7,4, elle aussi isalen&tyec le sang, de maniere a obtenir une
concentration en fluorophores de 50 uM. La solutsh stérilisée par filtration (0,22 pum)

avant utilisation.
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Quatre solutions sont ensuite préparées selonoi@sées fournies dans le tableau ci-

dessous (Tableau V-1).

Nom de la solution Composition
A (Plasma + NE) 1,1 mL de plasma 200 pL nano-émulsion
B (Sang + NE) 3 mL de sang 300 pL nano-émulsion
C (PBS + NE) 1,1 mL PBS (pH 7,4) 200 pL nano-émulsion
D (Sang) 2 mL sang

Tableau V-1 : Composition des solutions utiliséesopr I'étude de I'évolution de la fluorescence
dans le sang. Les 3 mL de sang de la solution B tiemnent 1,65 mL de plasma, ainsi la concentratioen
nano-émulsion (NE) dans le plasma est similaire &lte de la solution A.

Les solutions sont incubées a 37 °C pendant laeduté I'expérience. Des
prélevements sont ensuite effectués a différemgpse(30 minutes ; 1 heure ; 5 heures ; 24
heures et 48 heures) de maniére a pouvoir mesaveiution de la fluorescence du plasma
ou de la solution saline. Pour les échantillongeoent du sang complet (B et D), 300 uL de
solution sont centrifugés (5000 g pendant 5 minatésmpérature ambiante) afin de pouvoir
prélever 99 pL de plasma qui sont ensuite dispatags 551 pL de PBS (pH 7,4). Pour les
échantillons A et C, 99 pL de plasma sont directdrpeélevés et dispersés dans 551 uL de
PBS (pH 7,4).

Les solutions ainsi préparées sont rapidement s@ady par spectrométrie de
fluorescence : les solutions sont soumises a upgadgn a 600 nm, et leur émission est

recueillie entre 620 et 770 nm.

V.2.1.2. Résultats et discussion

La Figure V-5 représente I'évolution de lintégrader spectre de fluorescence

(exprimée en unité arbitraire) en fonction du temjrscubation pour les 4 solutions.
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Figure V-5 : Evolution de la fluorescence en fonain du temps. A : 1,1 mL de plasma + 200 pL de
nano-émulsion ; B : 3 mL de sang + 300 pL de nanawélsion ; C: 1,1 mL de PBS (pH 7,4) + 200 puL de
nano-émulsion ; D : 2 mL de sang. La fluorescencesteexprimée en unité arbitraire.

Premierement, cette expérience confirme que laadégon de la fluorescence en
milieu légerement basique est rapide (voir Chapitde puisque la fluorescence dans le PBS
(pH de 7,4) a diminué d’environ 50 % en 48 heurgxdbation. Il est de plus vraisemblable
gue la température d’incubation (37°C) favorisdédgradation chimique du fluorophore.

L'incubation des nano-émulsions avec le plasma eusang complet entraine
également une diminution de la fluorescence auscdur temps, mais celle-ci est moins
importante qu’'avec la solution tampon (PBS ; pH) pdisque qu’elle est inférieure a 20 %.
Ainsi la dispersion des nanoparticules dans lenpdapermet d’atténuer la dégradation du
fluorophore, ce qui laisse supposer que la désdramr du fluorophore n’est pas uniquement
due au pH, mais sans doute aussi a la présenaartdens ions en solution. Il est a noter que
la fluorescence du plasma est tout a fait négligeab

La diminution de la fluorescence dans le sang cetrgdt donc relativement faible (20
%) sur 48 heures d’incubation a 37°C, ce qui effisamt pour que les nano-émulsions

fluorescentes soient utilisables en imagarieivo.
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V.2.2. Stabilité des globules rouges en présence de nano-

émulsions

Si I'expérience précédente portait sur I'impactsdung sur la fluorescence des nano-
émulsions, celle décrite ici se focalise sur I'effiees nano-émulsions sur le sang, et plus

particulierement sur I’'hnémolyse des globules rouges

Les globules rouges sont des cellules sensibleyatiations de leur environnement.
La modification de leur milieu peut en effet induieur lyse (on parle alors d’hémolyse) qui

conduit a la destruction des globules et a la dithén d’hémoglobine dans le plasma.

V.2.2.1. Protocole expérimental

C’est l'absorption spécifigue de I'hémoglobine oest utilisée ici pour évaluer
I’'hémolyse. Cette protéine absorbe fortement autieu400 nm mais également a 538 nm et
575 nm. Cependant, l'absorption a 400 nm peut &ussée par I'absorption d’autres
protéines et la diffusion des particules, et ladead’absorption a 575 nm est trop proche de
celle du fluorophore ; c’est donc I'absorbance & B qui est utilisée.

Ainsi quatre solutions ont été préparées selondemées fournies dans le tableau ci-
dessous (Tableau V-2), afin de visualiser l'infleerdu pH, de la présence de surfactant

pegylé (Myrj 53), et de la présence des nanopdescsur ’lhémolyse.

Nom de la .
. Composition
solution
El 300 pL de sang 200 pL de solution de nano-émulsion (NE) pH 7,4
E2 300 pL de sang 200 yL de PBS pH 7,4
E3 300 pL de sang 200 pL de PBS pH 7,4 + 2 % Myrj 53
E4 300 pL de sang 200 pL de solution de nano-émulsion (NE) pH 7,4 dialysée

Tableau V-2 : Composition des solutions utiliséesopr I'étude de 'hnémolyse.

Aprés 24 heures d’incubation a 37 °C, ces solutsmmd centrifugées (5000g pendant
5 minutes a température ambiante) afin de pouveéleper 99 uL de plasma qui sont ensuite
dilués dans 551 pL de PBS (pH 7,4). Ces solutiamé ensuite rapidement analysées par

spectrophotométrie d’absorption.
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V.2.2.2. Résultats et discussion

La Figure V-6 représente I'absorbance a 538 nnoules$ les solutions préparées.

0,080 -

Sang
0,070 - +

NE

0,060 -
Sang

+ Sang
0,050 + PBS (2% Myrj 53) +

NE dialysée

0,040 -

0,030 A Sang

Absorbance a 538 nm

PBS

0,020 -

0,010 -

0,000
El E2 E3 E4

Figure V-6 : Absorbance a 538 nm en fonction deslsitions.

Le graphiqgue montre que la présence des nanodasjcet plus particulierement des
surfactants en solution, favorise I'hémolyse. Osese en effet, une augmentation de la
concentration d’hémoglobine dans le plasma lor¢ideubation de la solution E1 (sang +
nano-émulsion) par rapport a la solution E2 (saiB8). Le role des surfactants pegylés est
mis en avant car leur ajout favorise 'hnémolyse m@&m I'absence de nanoparticules (solution
E3). Ces molécules peuvent en effet entrainer @neinpation de la membrane cellulaire,
conduisant ainsi a sa rupture. La dialyse de lao+@mulsion (solution E4) de maniere a
éliminer I'exces de surfactants permet dailleues ldniter 'hémolyse par rapport a la

solution non dialysée (solution E1).

Un effet hémolytique des nanoparticules est dorseie, mais il est modére et reste
tout a fait acceptable. Il peut toutefois étre mmisé en dialysant les solutions afin de

supprimer I'exces de surfactants. De plus, uneeatiedMoreyet al. sur ’lhémolyse engendrée
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par des micro-émulsions de taille nanométrique aleégent montré que ce phénomene

pouvait étre considéré comme négligeable [112].

V.2.3. Conclusions

Les expériences de compatibiligx vivo entre le sang et les nano-émulsions
fluorescentes ont montré que les nanoparticulesgeledrent pas une hémolyse significative
des globules rouges, et que leur fluorescenceuffsgaanment stable pour pouvoir envisager

de réaliser des expériences d’imagerigivo sans risque majeur pour les animaux.

V.3. Etude de Ila Dbiodistribution des

nanoparticules sur souris saine

Avant d'utiliser des nano-émulsions fluorescentesurp imager un processus
biologique donné, il est primordial de connaitner leiodistribution au sein de I'organisme, et
notamment de savoir quels organes accumulent lesulgls fluorescents et quelle est
I'évolution de cette accumulation au cours du terhjigtilisation des systéemes d’'imagerie de
fluorescence permet d'acceder facilement et quiaiament a la biodistribution des
nanoparticules organe par organe. De plus, diftéssformulations sont testées afin d’évaluer
'impact de certains parametres, tels que la tails particules et la nature des surfactants
pegylés, sur la biodistribution.

Il est important de rappeler que l'imagerie paofescence ne permet pas d’observer
les particules proprement dites mais uniquemesigieal émis par le fluorophore. En effet, il
n’'est pas possible de savoir si le fluorophore td@rluorescence est nulle en milieu aqueux
(voir Chapitre 1V), est resté encapsulé dans leparticules ou s'il a été pris en charge par
une autre structure lipophile naturellement présedans l'organisme des animaux
(lipoprotéine, membrane cellulaire ...).

Toutes les expériences avec les animaux ont éigééés a l'institut Albert Bonniot a

La Tronche par Véronique Josserand et ses collehosa
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V.3.1. Evolution de la biodistribution des nanopart icules en

fonction du temps

V.3.1.1. Protocole

V.3.1.1.1. Nano-émulsions issues de la formulation de référence

Une nano-émulsion issue de la formulation de réf&edopée a 312 uM en DiD est
préparée selon le protocole décrit précédemmeiit Ghapitres 1l et 1V). La solution saline
dans laguelle la nano-émulsion est préparée estalngon de chlorure de sodium a 154 mM.
Afin d’éliminer les molécules non désirées (glydérsurfactants pegylés en exces) et
d’ajuster le pH, la solution est dialysée pendd@ntBnutes contre une solution de chlorure de
sodium a 154 mM dont le pH est ajusté a 7,4, |dyshh étant changé toutes les trente
minutes. La concentration finale en fluorophoreeapurification est déterminée par dosage
fluorimétrique. La solution est ensuite diluée avee solution de NaCl a 154 mM (pH 7,4)
de maniére a obtenir une concentration en fluorggghde 50 UM, et est enfin stérilisée par
filtration (0,22 pm). Cette solution peut ensuiteeédirectement utilisée comme traceur

fluorescent pour lI'imagerie fonctionneitevivo.

V.3.1.1.2. Animaux

Huit souris Swiss Nuddemelles de 5 & 6 semaines (IFFA-Credo, Marcyoil&t
France) maintenues sous conditions sans pathogemesutilisées comme modéle animal
pour analyser la biodistribution des nanoparticalass I'organisme. Toutes les injections et
acquisitions d'images sont réalisées alors quesdesis sont maintenues sous anesthésie
générale par voie gazeuse (isoflurane).

L'injection des nano-émulsions se fait dans la gquale la souris par voie
intraveineuse a raison de 200 pL de solution aMQ0ppr souris (d’environ 20 a 25 g). Cela
correspond a 10 nmol de fluorophores DIiD et a 3¢ da phase huile (huile de soja et
Suppocir& NC).

V.3.1.1.3. Imagerie
Les animaux anesthésiés sont imagés a l'aide digpositif d’imagerie de

fluorescence par réflectance comportant comme sadiexcitation une couronne de LEDs
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munies de filtres interférentiels et émettant & AB8 (puissance d’éclairement 50 pW:dm
[113]. Les images sont recueillies par une camée® ¢Orca BTL, Hamamatsu) avec un
temps d’exposition de 20 ms, apres passage a srawveffiltre coloré RG665 de densité
optique supérieure a 5 a la longueur d’'onde d’akioi. Les signaux sont quantifiés a l'aide
du logiciel de traitement d'images Wasabi.

Les souris sont imagées a plusieurs intervallggmi@s aprés injection : 20 minutes, 1
heure, 3,5 heures, 5 heures, 24 heures, 48 hdutrdd beures (6 jours).

V.3.1.1.4. Analyse du sang et des organes

Afin d'étudier I'évolution de la biodistribution da le temps, deux animaux sont
sacrifiés et disséqués apres 1 heure, 5 heurele@4s et 144 heures apres injection. Les
principaux organes sont prélevés et disposés sodispositif d'imagerie de fluorescence par
réflectance afin de mesurer le signal émis parwhakentre eux. Lors de la dissection, une
partie du sang est également prélevée puis ceygefafin de récupérer le plasma et d’'en
mesurer la fluorescence grace au spectrofluorimeé&olume sanguin total d’une souris est
compris entre 1,5 et 2 mL. Pour le calcul de lantjt&a de fluorophore en circulation, la
valeur maximale (2 mL) est utilisée, ce qui cormspa 1,1 mL de plasma. Comme 200 pL
de solution représentant 10 nmol de fluorophores sjectés, la concentration plasmatique
théorique juste aprés injection est de 7,7 uM, wecqrrespond a la valeur de 100 % sur la
Figure V-8. Les mesures de fluorescence permedters de remonter a une concentration en
fluorophores dans le plasma lors du prélévementesfuensuite convertie en pourcentage de
la quantité de fluorophores restant en circulation.

Dans un second temps, afin d’évaluer cette foirmpact de la formulation sur la

biodistribution, les animaux sont sacrifiés 24 heapnjection.

V.3.1.2. Résultats

V.3.1.2.1. Clichés de fluorescence
L’'analyse des clichés de fluorescence obtenus mambe bonne distribution des
nanoparticules dans I'organisme des souris : HEitétde la souris émet du signal (Figure V—
7). Dans les premieres minutes aprés l'injectiersyistéme sanguin est clairement visible au

travers de la peau. On observe toutefois une adatiom préférentielle dans le foie mais
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également, pour certains animaux, une augmentdtiosignal au niveau du postérieur de la

souris.

Intensity

11000

9200

Figure V-7 : Clichés de fluorescence réalisés a ffifents intervalles de temps aprés l'injection
dans la queue de I'animal de 200uL de nano-émulsidiuorescente contenant 10 nmol de fluorophores.
Les animaux sont positionnés sur le dos de maniégece que leur ventre soit face a la caméra (M20ms /
2000-20000).

V.3.1.2.2. Dosage plasmatique

Le dosage de la fluorescence dans le plasma petawetir un ordre de grandeur de la
quantité de nano-émulsion fluorescente restant iulation sanguine. Le graphique ci-
dessous (Figure V-8) représente ainsi I'évolutionpdurcentage de la quantité de nano-
émulsion présente dans le plasma en fonction dpgef@ette courbe ne tient cependant pas
compte de la dégradation chimique du fluorophomsda systeme sanguin, ce qui signifie
que les valeurs présentées sont sans doute sougestLa valeur de 100 % sur le graphique
correspond a la concentration théorique en fluosogdh dans le plasma aprés injection

déterminée par calcul (7,7 uM).
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Figure V-8 : Evolution de la quantité de fluorophoes dans le plasma en fonction du temps. Cette
guantité est exprimée en pourcentage de la quantitétale injectée.

V.3.1.2.3. Analyse des organes

Le sacrifice et la dissection des souris permetittiserver la fluorescence émise par
différents organes.

La Figure V-9 représente les principaux organesceqiibles d’accumuler ou
d’éliminer les nanoparticules aprés leur injectpar voie intraveineuse. Les poumons sont,
apres l'injection intraveineuse dans la queue dmlais, le premier réseau de capillaires que
vont rencontrer les nanoparticules. Le foie et later sont diimportants sites
d’élimination/séquestration des corps étrangerks; possedent en effet des quantités
importantes de macrophages pouvant phagocyter &wparticules. Ces organes se
caractérisent également par un endothélium vaseulaitement fenestré qui peut favoriser
I'extravasion des nanoparticules hors de la citcatasanguine. Le systeme digestif est quant
a lui fortement vascularisé. Enfin, le systéme Féfmain et vessie) constitue la voie

d’excrétion majoritaire de lI'organisme.
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Nano-émulsions pour la vectorisation d’agents théra
étude de la biodistribution par imagerie de fluores cence in vivo

peutiques ou diagnostiques ;
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Figure V-9

Evolution de

émulsion fluorescente contenant 10 nmol de fluoropnes.

fluorescence émise par les tissus diminue aveer®s ; pour d'autres, la fluorescence
augmente avec le temps au moins jusqu'a 24 h apge&sion puis diminue ensuite. L'étude

de la fluorescence d’autres organes de la sourgiede retrouver ces deux types de

Les organes peuvent étre classifiés suivant dempodements : pour certains, la

cinétiques (Figure V-10).

la fluorescence des prinpaux organes d'élimination des
nanoparticules en fonction du temps apres l'injectn dans la queue de l'animal de 200uL de nano-
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Figure V=10 : Evolution de la fluorescence de diver organes en fonction du temps aprés
l'injection dans la queue de l'animal de 200uL de ano-émulsion fluorescente contenant 10 nmol de

fluorophores.
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V.3.1.3. Discussion

V.3.1.3.1. Clichés de fluorescence

Les clichés de fluorescence montrent une distobutelativement homogene dans
'organisme des animaux, et ce des les premiéresites apres l'injection du traceur. En
effet, on observe I'absence de séquestration dudhhore par un organe en particulier, avec
toutefois une accumulation plus ou moins important@iveau du foie (Figure V-7).

Le signal global de fluorescence mesuré augmenteas des premiéres 24 h suivant
I'injection puis diminue jusqu’a atteindre un sitjda fluorescence qui reste non négligeable
apres 144 h (6 jours). La lente augmentation doasigans les premieres heures correspond a
I'extravasion du traceur, ou tout du moins du fapitore, du compartiment sanguin vers les
tissus et notamment vers les tissus superficidgiee le derme. En effet, plus le fluorophore
est proche de la « surface » de I'animal, moinsifaiere qu'il recoit ou celle qu’il émet en
retour est absorbée ou diffusée, et donc pluggleaside fluorescence recueilli est important.
Autrement dit, le dispositif d’imagerie détecte pldacilement et plus intensément la
fluorescence émise prés de la surface de I'animal.

On note également a partir de ces clichés queria postérieure (base de la queue) de
nombreux animaux émet un signal de fluorescencérmyy a la zone environnante. Cela est

d’autant plus visible sur les vues de flanc ou o @igure V-11).

10400

7600

Figure V-11 : Clichés de fluorescence d'une sourislans différentes positions 3h30 aprés
I'injection dans la queue de I'animal de 200uL de ano-émulsion fluorescente contenant 10 nmol de
fluorophores. (M20ms / 2000-30000).
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Lors de l'injection intraveineuse du traceur, cqttatie de I'animal est irritée par
frottement, ce qui peut expliquer I'émission densigde fluorescence dans cette zone. En
réponse a une irritation, les capillaires sangamsasodilatent en effet de maniére a faciliter
le passage de I'endothélium (les fenestrations grauslors atteindre 700 nm), que se soit
pour I'’évacuation des toxines générées au niveallirdemmation, ou pour apporter les
éléments nécessaires a la guérison, en particdéer globules blancs. La présence des
nanoparticules fluorescentes dans la zone d'inflatton peut ainsi s’expliquer par deux
mécanismes : soit 'augmentation de I'espace desecellules endothéliales des vaisseaux
sanguins causée par la vasodilatation favorisarégasion des nanoparticules vers les tissus
inflammés ; soit les nano-émulsions sont préalablgntapturées par les leucocytes qui

migrent ensuite dans la zone irritée.

V.3.1.3.2. Dosage plasmatique

Les mesures de fluorescence dans le plasma moninentiminution du signal de
fluorescence dans le temps qui est plus imporigumecelle observée lors des tests de stabilité
de la fluorescence dans le sang (V.2.1). Ce rédspitvisible confirme qu’en plus de la
détérioration « physico-chimique » du fluorophoik, se produit une extravasion des
fluorophores, et a fortiori des nanoparticules, sdung vers d’autres tissus. Néanmoins, il
semble que la furtivité du traceur soit suffisgmbeir maintenir en circulation pres de 20 % de
la dose injectée en fluorophores apres 5 h et p#Esa24 h. La courbe de la concentration en
fluorophores dans le plasma ne suit toutefois pees décroissance exponentielle classique.
On n'observe effectivement qu’une trés faible dimion de la fluorescence entre 1 heure et 5
heures apres l'injection du traceur. Cela pouétig d0 soit a la libération des nanoparticules
fluorescentes apres leur séquestration dans ureetethe que I'espace de Disse du foie ou les
sinus de la rate, soit a la remise en circulatiorildorophore sous une nouvelle forme apres
destruction des nanoparticules.

La fluorescence mesurée ici est celle de nanop&tiadans le plasma ; cela signifie
gu’elle n'englobe pas celle émise par les nanapdes éventuellement capturées par les
globules blancs. Ainsi cette mesure montre bien lggenanoparticules sont circulantes et
gu’elles disposent d’une certaine furtivité visia-ttes défenses de I'organisme.

Il semble donc que les nano-émulsions fluorescemésine bonne furtivité mais ce
résultat doit cependant étre nuancé étant donnéajusuit uniquement le fluorophore et non

la particule.

- 160 -



Chapitre V : Comportement des nano-émulsions en mil ieu biologique

V.3.1.3.3. Analyse des organes
La dissection et I'analyse de fluorescence émiselggmorganes a mis en évidence
deux classes d’organes avec deux cinétiques ditiése

* Classe | : on observe une diminution de la fluczese dés la premiere heure
suivant l'injection.

» Classe Il : on observe une augmentation progressivgégnal dans les premiéres
heures suivant l'injection puis une diminution dgnal pour les temps plus
longs.

La Figure V=12 et la Figure V-13 représentent l@ews obtenues pour les organes

appartenant respectivement au premier et au segpes de cinétique en fonction du temps.
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3000 ~

Intensité de fluorescence (u.a.)

2000

1000 +

poumon rein pancréas muscle vessie coeur cernveau
N J
Figure V-12 : Evolution de la fluorescence émise p#es organes dont la cinétique est de classe |
en fonction du temps apres l'injection dans la quezide I'animal de 200uL de nano-émulsion fluorescemt
contenant 10 nmol de fluorophores. Les organes sonlassés en fonction de leur fluorescence moyenng 2
heures apres l'injection du traceur. Les valeurs ¢y » correspondent a I'auto-fluorescence des organes
(fluorescence sans injection de traceurs).
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Figure V-13 : Evolution de la fluorescence émise p#es organes dont la cinétique est de classe Il
en fonction du temps apres l'injection dans la quezide I'animal de 200uL de nano-émulsion fluorescemt
contenant 10 nmol de fluorophores. Les organes soolassés en fonction de leur fluorescence moyenng 2
heures aprées l'injection du traceur. Les valeurs ¢y » correspondent a I'auto-fluorescence des organes
(fluorescence sans injection de traceurs).

Le premier type de cinétique (classe |) s’apparémtement a celle de la quantité de
fluorophores dans le plasma. Les organes qui saumis a cette cinétique sont les poumons,
les reins, les muscles, le cceur, le cerveau, et gia@ moindre mesure la vessie. Les poumons
et les reins sont des organes fortement vascuarigée grande partie de la fluorescence
émise par ces organes peut donc étre liée a lete tieneur en sang. Il est effectivement
important de rappeler que les organes n’ont pasaités pour éliminer le sang résiduel. Il est
ainsi légitime de supposer qu’il n'y a pas ou p&accumulation du traceur fluorescent dans
ces organes. Le poumon joue également un roleldaysteme réticuloendothélial grace aux
macrophages alvéolaires. La faible fluorescenceedeorgane semble donc indiquer que la
phagocytose par les macrophages résidents n'estrggmsmportante, attestant ainsi d’'une
bonne furtivité des nanoparticules. Il est égalen@enoter que la fluorescence émise par le
cerveau est tres faible ; les nanoparticules néblgrndonc pas franchir de fagon notable la
barriére hémato-encéphalique protégeant le cerveau.

Ces resultats indiquent également qu’il n'y a pas peu dexcrétion des
nanoparticules par la voie rénale. En effet, l@aiggmis par la vessie est faible et évolue peu
avec le temps, confirmant ainsi que la taille dasoparticules est trop importante pour
gu’elles puissent passer a travers les pores des e plus, la fluorescence des reins évolue
selon le premier type de cinétique, ce qui tratlalitsence d’accumulation dans ces organes.

Cette donnée est intéressante pour la délivranceédiicaments pour laquelle I'accumulation
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au niveau des reins et la toxicité rénale qui ecodi& est souvent un effet secondaire

important et rédhibitoire.

Le deuxieme type de cinétique observé (classeddiuit quant a lui une accumulation
des nanoparticules, ou tout du moins du fluorophauwesein des tissus concernés. On observe
ainsi une réelle accumulation dans le foie, l'ititest la rate.

Le comportement du foie et de la rate était prblesétant donné leurs structures
fenestrées et I'abondance de macrophages dansisses.tEn revanche, I'augmentation
tardive du signal au niveau de l'intestin semble @lutét liée a un mécanisme différent. En
effet, il est possible que ce signal soit lié gphenomene de recapture du traceur fluorescent.
Les nanoparticules qui s’accumulent dans le forg aa moins en partie internalisées par les
hépatocytes (peut-étre a cause de leur mimétisnee s lipoprotéines). Ces cellules
hépatiques dégradent ensuite les particules etiémbainsi le fluorophore par les canalicules
biliaires, la bile étant une voie d'élimination d®rganisme. La bile contenant les
fluorophores passe ensuite dans l'intestin afimédablir le pH et d’émulsionner les graisses
ingérées. Les cellules intestinales absorbent déoiftuorophore en parallele des graisses,
libérant ensuite les lipides sous forme de chyloomis dans la lymphe. On peut alors
supposer que le fluorophore suit la méme route eesouve de nouveau encapsulé dans ces

particules lipidiques.

Le cas des organes reproducteurs (ovaire et utéstigjélicat a analyser car le cycle
de la souris est tres court (4 a 5 jours). Or dabreuses modifications de la vascularisation
des organes reproducteurs ont lieu au cours dgate, €t ces changements sont susceptibles

de fortement favoriser I'extravasion des nanopalei vers les tissus.

V.3.1.3.4. Conclusions

L’injection de nano-émulsions fluorescentes entraine distribution homogene de la
fluorescence au sein de I'animal. Le dosage plago&tet I'évolution de la biodistribution
dans les organes indiquent clairement que les ratioges sont circulantes et qu’elles
possedent donc une bonne furtivité leur permettdathapper a l'action du systéme
réticuloendothélial.

Il semble cependant que les nanoparticules suilentoie de dégradation des

lipoprotéines, comme le suggeére I'évolution du algfe fluorescence des intestins.
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La technique d’'imagerie de fluorescence ne permastde connaitre la localisation
exacte des nanoparticules fluorescentes, et neigeespas completement sur le mécanisme
d’accumulation. On observe par exemple une accuronlaans le foie, mais celle-ci peut
étre engendrée par la capture des nanoparticutelepanacrophages, par I'extravasion des
nanoparticules a travers les fenestrations de d#@dium ou par la combinaison des deux
processus. Cela illustre I'utilité d’effectuer dasalyses histologiques complémentaires afin
d’avoir une compréhension plus fine des phénomdraxumulation dans les organes. De
plus, a cause des propriétés optiques d’absorptiate diffusion des tissus, on ne peut pas
comparer quantitativement les signaux d’'un organenaautre. Cette technique apporte
néanmoins tres rapidement et a moindre colt umennaition qualitative sur le devenir des

nano-émulsions.

V.3.2. Evolution de la biodistribution en fonction de la

formulation

Afin d’évaluer I'impact de la taille des particules de la nature du surfactant pegylé
sur la pharmacocinétique des nano-émulsions flaergss, la biodistribution des

nanoparticules a été analysée pour differentesuiations 24 h apres l'injection du traceur.

V.3.2.1. Protocole

V.3.2.1.1. Nano-émulsions

Pour évaluer I'impact de la taille des nanoparésultrois types de nano-émulsions
sont préparés selon les formulations décrites ta@hapitre Il afin d’obtenir des solutions
pour lesquelles le diametre des nanoparticulesd’estviron 35, 45 et 100 nm (diametre
mesuré par diffusion quasi-élastique de la lumédngondéré en volume).

De la méme maniére, afin d’évaluer l'influence denlature du surfactant pegylé,
quatre types de nano-émulsions sont préparés ‘afitedir des particules d’environ 30 nm de
diamétre stabilisées par les surfactants suivants :

« Tween 80 : surfactant dont la chaine est ramifiegue comporte 20 motifs

polyoxyéthylénes.
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 Myrj 49: surfactant dont la chaine est linéairegei comporte 20 motifs
polyoxyéthylénes.

 Myrj 53: surfactant dont la chaine est linéairegei comporte 50 motifs
polyoxyéthylénes.

 Myrj 59 : surfactant dont la chaine est linéaireqat comporte 100 motifs

polyoxyéthylénes.

Chacune des sept nano-émulsions est dopée a 408nuMD selon les protocoles
décrits dans le chapitre IV. Avant leur injectidas solutions sont dialysées pendant 90
minutes en changeant le dialysat toutes les 30teBniLa dialyse se fait contre une solution
de chlorure de sodium a 154 mM dont le pH est @jast,4. La concentration en fluorophores
aprés purification est déterminée par dosage flugtrique puis les solutions sont diluées
avec une solution de NaCl a 154 mM (pH 7,4) de arana obtenir une concentration finale
en fluorophores de 50 pM. Enfin les solutions siétilisées par filtration (0,22 um) avant

injection.

V.3.2.1.2. Animaux

Pour chacune des sept formulations, trois soBisss Nudefemelles de 5 a 6
semaines (IFFA-Credo, Marcy I'Etoile, France) satiitsées comme modele animal. Toutes
les injections et acquisitions d'image sont réalsglors que les souris sont maintenues sous
anesthésie générale par voie gazeuse (isoflurane).

L’injection des nano-émulsions se fait dans la quele la souris par voie
intraveineuse a raison de 200 pL de solution aMQppr souris (d’environ 20 a 25 g). Cela
correspond a 10 nmol de fluorophores DIiD et a 2¢b da phase huile (huile de soja et
Suppocir& NC).

V.3.2.1.3. Imagerie
Les animaux anesthésiés sont imagés 24 heureslagextion du traceur a lI'aide du

dispositif d'imagerie de fluorescence décrit présédent (V.3.1.1.3).

V.3.2.1.4. Analyse des organes
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Aprés avoir été imagés, les animaux sont sacriéigslisséqués. Les principaux
organes sont prélevés et sont placés sous le dipdisnagerie de fluorescence par

réflectance afin de mesurer le signal émis parwhaentre eux.

V.3.2.2. Résultats

V.3.2.2.1. Clichés de fluorescence

La Figure V-14 et la Figure V-15 représentent lehés de fluorescence obtenus 24
h apres injection des traceurs.

Figure V-14 : Clichés de fluorescence réalisés 24aprés l'injection dans la queue de I'animal de
200uL de nano-émulsion fluorescente contenant 10 minde fluorophores, en fonction de la taille moyens
des nanoparticules. Les animaux sont positionnésrsie dos de maniére a ce que leur ventre soit faéela
caméra (M200ms / 2500-65500).
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Figure V-15 : Clichés de fluorescence réalisés 24apres l'injection dans la queue de I'animal de
200pL de nano-émulsion fluorescente contenant 10 minde fluorophores pour des nanoparticules
stabilisées par différents surfactants pegylés. Leanimaux sont positionnés sur le dos de maniére & que
leur ventre soit face a la caméra (M200ms / 2500-3Q0).

V.3.2.2.2. Analyse des organes
Le sacrifice des animaux 24 h aprés injection daenr permet, aprés dissection, de
mesurer l'intensité de fluorescence de différengmoes.

La Figure V-16 et la Figure V=17 comparent respeatient I'impact de la taille des

nanoparticules et de la nature du surfactant peggyléa biodistribution.
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Figure V-16 : Intensité de fluorescence émise paiiftrents organes en fonction de la taille des
nanoparticules, 24 h apres l'injection dans la queaide I'animal de 200uL de nano-émulsion fluorescemt
contenant 10 nmol de fluorophores.
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Figure V=17 : Intensité de fluorescence émise paiftérents organes en fonction de la nature du
surfactant pegylé, 24 h aprés linjection dans la weue de I'animal de 200uL de nano-émulsion
fluorescente contenant 10 nmol de fluorophores.

Les ovaires ne sont pas représentés sur ces dapkigues car leur intensité de
fluorescence est trop importante et masque les émnrdes autres organes. En effet,
l'intensité de fluorescence mesurée est envirors fias supérieure a celle du foie, et cela
quel que soit le parametre considéré (taille desparticules ou nature du surfactant pegylé),
ce qui n’'était pas le cas lors de I'étude de laisivibution de la formulation de référence.
Ceci est sans doute d( au fait que ces expérianteété réalisées a différentes étapes du

cycle de la souris.
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V.3.2.3. Discussion

V.3.2.3.1. Impact de la taille des globules

Les clichés de fluorescence (Figure V-14) montiguné I'intensité globale de la
fluorescence diminue quand le diameétre des nanopkasd augmente. Cette observation nous
permet de supposer que I'accumulation dans la pstplus faible pour les nanoparticules de
taille supérieure. En effet, a cause des phénonwabsorption et de diffusion de la lumiére
par les tissus biologiques, la peau, de par sdigogdirectement sous la caméra), contribue
fortement a I'intensité globale de fluorescenceumés par le dispositif.

Cette hypothése est confirmée par I'analyse déu@dscence émise par les organes
apres dissection (Figure V-16). Effectivement, ignal de fluorescence émis par la peau
diminue avec 'augmentation du diameétre des pdescu

La taille des nanoparticules semble également daainéme incidence relativement
faible sur la distribution au sein des autres oegam\insi ces résultats nous laissent penser
que les particules de plus grand diamétre sontirées de la circulation sanguine plus
rapidement que les celles de faible diamétre, graisnt plus furtives. Cela expliquerait la
fluorescence plus faible des organes n'accumulad les nanoparticules tels que les
poumons, les reins et le pancréas.

On note également une différence significative dpnad émis par les intestins en
fonction du diameétre des particules. Ainsi, il séantpue le phénomene d’élimination biliaire
du fluorophore suivi de sa recapture par les imgssoit moins prononcé pour les
nanoparticules dont le diametre est proche de 0 n

Néanmoins, les variations de biodistribution entes particules de diamétres
différents sont trés faibles. Aucune modificatiorajeure n’est observée, la fluorescence
restant toujours relativement homogéne entre tesiotganes. Cela peut s’expliquer par le
fait qu’il n’y a, en ce qui concerne le diamétra;un facteur 3 entre les différentes particules
testées. De plus, toutes les nano-gouttelettesntedtun diametre inférieur aux fenestrations
du foie (150 nm) et supérieur a celles des reingo(a de 5 nm en tenant compte du

diaphragme).
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V.3.2.3.2. Influence de la nature du surfactant peg ylé

Comme le montrent la Figure V-15 et la Figure V-da7ature du surfactant pegylé
semble n’avoir aucun impact sur le devenir desqaesin vivo. En effet, aucune différence
significative de la biodistribution n’est observée.

Cela peut laisser supposer que quel que soit lEactant choisi, la couche de
polyoxyéthyléne est suffisamment dense pour quyl ait pas ou peu de différences au
niveau de la partie accessible des nanoparticlilestes les particules présentent ainsi une

surface similaire, ce qui conduit a une biodisttitru identique.

V.4. Conclusion

Les premiers tests biologiques ont confirmé l'iété@es nano-émulsions fluorescentes
pour I'imagerie optique.

Premierement, les expériences de compatibditévivo entre le sang et les nano-
eémulsions fluorescentes montrent que les traceums igjectables, tant d’'un point de vue
optique que biologique. En effet, la stabilité defluorescence des nanoparticules dans le
sang est largement suffisante pour permettre Idgervation plus de 48 heures aprés
injection. La mise en contact des nanoparticules & sang n’engendre en outre qu’un faible
phénomene d’hémolyse.

L’administration de nano-émulsions fluorescentasipgction en intraveineuse dans
des souris montre également que le traceur a wtribdiion homogene. Il ne s’accumule pas
au niveau des reins, ni au niveau de certains egjaiches en macrophages tels que les
poumons et la rate. Cela laisse présumer que les-@aulsions ont une furtivité suffisante
pour limiter leur phagocytose. Des analyses parogtrie en flux de leucocytes prélevés sur
une souris 24 heures apreés l'injection d’'une nanaigion fluorescente montrent d’autre part
que seule une partie des monocytes (macrophageslatits) deviennent fluorescents
(Résultats non présentés réalisés par Sandrineaff Institut Albert Bonniot).

Ainsi, les surfactants pegylés conférent aux nanatgions une furtivité efficace pour
échapper au systeme réticuloendothélial. L’élimaratles nanoparticules n’étant pas prise en
charge par la voie rénale ni par le systeme r@&endothélial, elle semble incomber aux
hépatocytes par un meécanisme similaire a celui étalnolisme des lipoprotéines ou des
chylomicrons [64, 114].
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Les variations de la formulation n'ont pas mis ewvidénce de modification
significative de la biodistribution des nano-émuhs fluorescentes, traduisant ainsi la grande

robustesse de cette derniere.

Enfin, en ce qui concerne la toxicité éventuells dano-émulsions, il est impossible,
en l'absence d’expériences dédiées, d’apporteccdeslusions précises. On peut néanmoins
signaler qu’aucun animal n’est décédé avant lgprfagvue de I'expérimentation (soit 19 jours
apres injection pour le suivi le plus long). Ceuttat va donc dans le sens de I'inocuité de ces
nanoparticules, méme s'il est toutefois envisageadll vue de la biodistribution observée,

gue les nano-émulsions perturbent le métabolisradipl@protéines.

En conclusion, le comportement des nano-émulsi@ms d'organisme montre que
grace a leur furtivité, les nanoparticules esquiviensysteme réticuloendothélial et une
capture massive par le foie. Elles restent cirdelsuffisamment longtemps pour envisager

de cibler un tissu spécifique ou d'imager un preasdiologique donné.

-171 -






Chapitre VI :
Nano-émulsions

fonctionnalisées
pour la détection

des tumeurs



Les chapitres précédents ont illustré les promigtéysiques et optiques des nano-
émulsions, ainsi que leur comportemenvivo. Outre leur grande stabilité et la robustesse du
procédé de fabrication, les nano-émulsions, viackgsulation de fluorophores organiques,
possedent des propriétés optiques remarquables desuiparticules organiques en milieu
agueux. Leur formulation leur conféere de plus uneivité suffisante pour rester dans la
circulation sanguine pendant plusieurs heures apigection, conduisant ainsi a une
biodistribution homogéne au sein de I'organismeatesaux.

Ce chapitre se focalisera sur l'utilisation des aémulsions pour la détection de
tumeurs. Nous montrerons également l'intérét ddofectionnalisation de la surface des
nanoparticules pour favoriser un ciblage spécifiqada zone tumorale et/ou I'internalisation

des particules par les cellules ciblées.

VI.1. Les tumeurs, considérations genérales

VI.1.1. Description

Le terme tumeur est issu du latumerequi signifie enfler, et désigne en médecine
'augmentation de volume d’un tissu. Il existe aenbreux types de tumeurs qui peuvent étre
classés en deux catégories :

* les tumeurs bénignes, qui se caractérisent paroiasance lente et délimitée
dans I'espace de cellules matures et bien diffééesc

* les tumeurs malignes, qui se caractérisent parcurissance rapide et invasive
de cellules immatures ayant de nombreuses altésaéio sein de leurs génomes.

Les tumeurs bénignes (verrues ou grains de beauté&xemple) sont, comme leur
nom lindique, sans gravité pour l'organisme. Ceafseri, certaines d’entre elles peuvent
dégénérer et devenir malignes. Les tumeurs maligmgselées également cancers, ont un
développement rapide qui dégrade le fonctionnemenorgane dont elles sont issues ; elles
ont également la propriété de générer des celfilles qui sont transportées par le sang ou la
lymphe vers d’autres tissus ou elles vont développes métastases, autrement dit de

nouvelles tumeurs.
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Les cancers sont la cause d’environ 150 000 déaesamp en France et prés de 7
millions a I'échelle mondiale, dapres les chiffrafe I'Institut National du Cancer
(http://www.e-cancer.fr). Les tumeurs représentdonic un probléme de santé majeur dont
I'incidence risque encore d’augmenter avec le Nssiément de la population mondiale.

Il existe aujourd’hui plusieurs stratégies pourtiaitement des cancers, les trois
principales étant la chimiothérapie, la radiothé&rapt I'exérese (ablation chirurgicale),
auxquelles s’ajoutent I'hnormonothérapie et 'immtirérapie pour certains types de tumeurs.
Si ces techniques font I'objet d'importants travale<recherche conduisant a I'amélioration
de leur efficacité, le principal facteur de guéniseste la détection précoce de la tumeur. En
effet, il est primordial de prendre en charge lasdurs le plus t6t possible afin de limiter leur
développement et surtout leur dispersion sous fatenmétastases dans I'organisme. Toutes
les techniques d’imagerie décrites dans le Chapiitsont utilisées pour le dépistage des

cancers.

VI.1.2. L’'angiogénese, un phénomene clé dans le

développement et la détection des tumeurs

by

La tumeur débute a partir d’'une seule cellule, ouite de telle maniere que les
mécanismes de suicide cellulaire ne sont plus ifmmoels, et qui se multiplie alors
rapidement. Cependant, cette division exageréeelades tumorales aboutit a la formation
d'un tissu cancéreux trés dense qui limite l'amivdes nutriments indispensables au
développement de ces cellules. Or, lorsque lesilesllont besoin de plus d’oxygéne, elles
libérent des molécules déclenchant la croissanceodeeaux vaisseaux sanguins. Ainsi, au
cours du développement des tumeurs, les celluleséoauses vont libérer dans leur
environnement de nombreuses molécules, et pluscyla&tement une protéine appelée
facteur de croissance de I'endothélium vasculaireV&GF (sigle anglais pour « Vascular
Endothelial Growth Factor »). Le VEGF stimule I'amggnése, c'est-a-dire la création de
nouveaux vaisseaux sanguins qui vont irriguer maetwr, permettant ainsi son développement
mais aussi le passage dans la circulation sangd@necellules filles responsables des
métastases (Figure VI-1).
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Figure VI-1 : Schéma du processus d’angiogénése asi® au développement tumoral. Les cellules
tumorales libérent dans le milieu extracellulaire ue protéine, le VEGF, qui stimule la formation de &o-
capillaires qui vont irriguer la tumeur et lui apporter tous les nutriments nécessaires a sa croissandCes
nouveaux vaisseaux sanguins permettent aussi le page dans la circulation sanguine de cellules
tumorales qui vont essaimer dans I'organisme et foner des métastases. D’aprés www.genetech.com.

La libération du VEGF et I'angiogénese qui en déeompliquent souvent une
hypervascularisation des tumeurs solides. Cependast néo-capillaires n'ont pas une
structure aussi organisée gue les vaisseaux sangjassiques.

Les parois des capillaires sont normalement cas# d’une couche de cellules
endothéliales épaisse de seulement une cellulguicgermet la diffusion des nutriments du
sang vers les tissus environnants. Néanmoins, édlsles endothéliales se recouvrent
partiellement au niveau des jonctions entre lehilesl de maniére a empécher le passage
d’'objets de taille importante dans les interstices. couche de cellules endothéliales est
entourée par une membrane basale qui assure lsicolt® I'ensemble.

La formation lors de l'angiogénése de nouveauxseasx sanguins conduit a une
structure imparfaite de la paroi vasculaire. Lecjan entre les cellules endothéliales est plus
lache, formant ainsi des interstices de taille irntgpute entre les cellules. Ces pores, appelés
egalement fenestrations, peuvent atteindre damag@lusieurs centaines de nanometres de
diamétre. De plus, la membrane basale est égalentenompue en de nombreux lieux ; les
fenestrations traversent donc toute la paroi vaseul Du fait de ces défauts, les néo-

capillaires ont une porosité supérieure a cellecdgdlaires classiques (Figure VI-2).

-176 -



Globules <+— Capillaire —»
rouges

Cellules
8 endothéliales Membrane

basale

Cellules ™
musculaires
lisses

« Fenestration

<+—— Artériole — Neéo-capillaire

Figure VI-2 : Schéma de la structure d’une artériok, d’'un capillaire et d’'un néo-capillaire. Les
capillaires sont formés par une couche de cellulemdothéliales entourées par la membrane basale deur
offre un support et permet le maintien de la struatire. L'artériole relie les artéres aux capillaires; elle se
différencie de ces derniers par la présence d'uneouche de cellules musculaires lisses sur la face
extérieure de la membrane basale qui permet de rétgr par contraction le débit dans les capillairesLes
néo-capillaires induits par le phénoméne d’angiog&se sont des capillaires pour lesquels les jonct®n
entre deux cellules endothéliales adjacentes somnhparfaites, formant ainsi des interstices importans
entre les cellules nommés fenestrations. La membrarbasale entourant ces cellules endothéliales elie e
aussi perturbée dans les néo-capillaires puisqu’elly est fortement lacunaire. D’aprés www.geneteclom.

Les tumeurs solides sont donc caractérisées pags@au vasculaire important mais
fenestré et un drainage lymphatique faible. Enteféerapide croissance tumorale induit une
forte densité, ce qui réduit 'espace intercelhdagt limite le drainage par la lymphe. Ces
caractéristiques induisent au niveau des tumeuidesoun phénoméne nommé EPR en
anglais (pour « Enhanced Permeation and Retenfiorce phénomeéne correspond a un
accroissement de la perméation engendré par lestfations de I'endothélium vasculaire,
ainsi qu’a une augmentation de la rétention a cdustaible drainage lymphatique. L’effet
EPR favorise notamment I'accumulation de macromodéécet de nanoparticules au sein des
tumeurs solides [115]. C'est pourquoi la grandeaomit@ des systemes de délivrance de
médicaments par des colloides se base sur I'eP& Rour apporter les principes actifs au

sein des tumeurs.
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VI1.2. Le ciblage des tumeurs

Afin d’améliorer 'accumulation des nanoparticutiens les tumeurs, leur surface peut
en outre étre fonctionnalisée par des ligands t&age spécifique (anticorps, protéines,
peptides, aptameres ou saccharides par exemple)adere a favoriser leur capture par les
cellules de la zone tumorale. Dans un premier telmg$hoix des récepteurs, ainsi que celui
des ligands associés utilisés pour fonctionnallsessurface des nano-émulsions, seront
discutés. Ensuite, la technique de couplage dégaewds et son application a la fabrication de

nano-émulsions fonctionnalisées seront présentées.

VI.2.1. Le couple ligand / récepteur

Le choix de la cible biologique doit répondre auteces suivants :

» La cible doit étre accessible : elle doit étre esqmosur la surface des cellules, et
si possible sur des cellules en contact avec leulation sanguine, afin de
maximiser les chances d’interaction avec les pddscen suspension dans le
sang.

» La cible doit étre spécifique de la zone tumorale,au moins exprimée plus
fortement au sein des tumeurs que dans les autyaseas.

» La cible doit pouvoir étre « accrochée » par uariou un anticorps possédant
une grande affinité et une forte sélectivité paucible.

VI.2.1.1. Le récepteur : I'intégrine  aVR3

Comme indiqué précédemment, le développement deursarsolides s’accompagne
souvent d'un phénomene d’angiogénese (VI.1.2).ihke biologique que nous avons choisie
est un marqueur de ce phénomene : il s’agit déebine oy Pz qui est surexprimée par les
cellules de l'endothélium vasculaire au cours declaissance de nouveaux vaisseaux
sanguins.

Les intégrines sont des protéines réceptrices riramranaires. Elles se présentent
sous la forme d’hétérodiméres constitués de deus-saités appeléaset . Actuellement,
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18 sous-unités et 8 sous-unitép ont été identifiees chez les vertébrés, mais serie 24
intégrines ont été découvertes a I'heure actuéllé]l Ces récepteurs sont composés de trois
domaines : le domaine extracellulaire qui corresipdifextrémité N de chaque sous-unité et
qui forme le site de reconnaissance de leur ligdaddlomaine transmembranaire qui permet
d’ancrer la protéine dans la bicouche lipidique ldemembrane cellulaire ; le domaine

intracellulaire qui est relié au cytosquelettedganombreuses protéines (Figure VI-3).
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Figure VI-3 : Schéma d'une intégrine.

De nombreuses intégrines reconnaissent une coégigesce peptidique : arginine -
glycine - acide aspartique (RGD). Cette séquenterésente dans de nombreuses protéines
de la matrice extracellulaire (MEC), notamment lardnectine et la vitronectine. Les
intégrines assurent en effet une part importantéadéésion des cellules sur la MEC mais
elles sont également impliguées dans la transductio signal via leur connexion avec le
cytosquelette, permettant notamment la migratida ptolifération des cellules.

L'intégrine ayPs fait partie des récepteurs de la séquence pep&dRGD, et plus
spécifiquement de la vitronectine. Cette intégrie& particulierement impliquée dans
'angiogénese. Les cellules endothéliales qui forimes parois des néovaisseaux expriment
en grande quantité cette intégrine, et bien qsat@ent liées a I'adhésion des cellules avec la
matrice extracellulaire, les intégrinegps sont également exprimées sur la surface luminale

de ces cellules et sont donc accessibles depuiscldation sanguine [117]. Les intégrines
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ayPs sont en conséquence des cibles de choix pourtéctiin de I'angiogénése et plus

largement des tumeurs.

VI.2.1.2. Le ligand : cRGD

Les intégrinesoyPs sont des récepteurs intéressants pour la détedgotumeurs.
Cependant leur ligand, qui est une courte séqupepédique, est également reconnu par
d’autres intégrines. Celles-ci n'ont toutefois pagtes la méme affinité pour les différentes
protéines porteuses de la séquence RGD. Ainsi ehamfégrine semble privilégier une
conformation différente de la séquence. En effiey loue I'enchainement des trois peptides
RGD soit présent dans de nombreuses protéinesrdatiace extracellulaire, I'environnement
proche du tripeptide est différent pour chacunatiéelles et la conformation de la séquence
n'est donc pas identique. Il a ainsi été démontré certains peptides synthétiques dont la
conformation est bloquée par cyclisation ont urii@iéé et une sélectivité supérieures a celles
de peptides analogues mais linéaires. Le choix aledes aminés qui participent au
cyclopeptide (de part et d’autre de I'enchainemamgiinine - glycine - acide aspartique)
permet de contrbler la conformation et donc ladi&liéé du ligand vis-a-vis des différents
types d’intégrines reconnaissant la séquence RGB), [l119].

Le ligand que nous utilisons pour cibler les initégs ayps est un cyclopentapeptide
(Figure VI-4) dont la séquence est la suivanteardinine ; L-glycine ; L-acide aspartique ;
D-phénylalanine ; L-lysine (soit cRGDfK selon ledeoa une lettre). La présence de la lysine
et de la phénylalanine favorise une conformation cjelopeptide qui est reconnue
spécifiguement par les intégrinegBs, conférant ainsi au cRGDfK une grande affinitéiee
sélectivité élevée pour ces intégrines. La lysieanet en outre, grace a sa fonction amine
présente sur sa chaine latérale, de greffer ladeeptir des vecteurs et plus particulierement
sur les nano-émulsions.

Un analogue de cette molécule dans lequel la glyest substituée par I'alanine est
utilisé en tant que témoin négatif, le cRADfK. @etholécule n’a en effet aucune affinité
pour les intégrineayPs.

Afin d’alléger la notation dans la suite du tray&l cRGDfK sera nommé uniquement
cRGD et le cRADfK sera appelé cRAD.
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Figure VI-4 : Structure chimique du cRGD a gauche edu cRAD a droite. La substitution de la
glycine par I'alanine au sein du cRAD est représeBe en rouge.

VI.2.2. Le couplage chimique des ligands sur les

nanoparticules

Afin d’obtenir un ciblage actif, les ligands doiteétre reliés a la surface de la
nanoparticule, préférentiellement par une liaisavatente de maniere a limiter les
dissociations entre les particules et les ligar@isla impose donc de modifier les nano-
émulsions afin de pouvoir greffer les ligands denim@ covalente. La surface des
nanoparticules étant constituée d’'une couche décgulds amphiphiles, il est donc nécessaire,
en vue de réaliser le greffage, d’introduire degastants fonctionnalisables dans la couche
stabilisatrice des gouttelettes.

Le greffage, qui correspond au couplage chimigueeda surfactant et le ligand, peut
étre réalisé a deux étapes distinctes du procedsugabrication des nano-émulsions
fonctionnalisées : soit le couplage est réalisésdam premier temps, puis les surfactants
fonctionnalisés sont ajoutés a la formulation gsti ensuite émulsifiée ; soit a l'inverse les
surfactants fonctionnalisables sont incorporés danformulation et réagissent avec les
ligands apres émulsification (on parle alors défggein situ).

Le greffage avant émulsification nécessite de séalun lot d’émulsion pour chaque
ligand. Cela impose donc d’utiliser des quantit@épartantes de ligands, I'émulsification

devenant délicate en dessous d’'un volume total oh..2Le couplagen situ permet quant a
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lui de travailler avec des quantités de ligands féubles puisqu’il est possible de réaliser le
greffage sur le volume d’émulsion désiré : il estsaenvisageable de réaliser différentes
fonctionnalisations avec le méme lot de nano-émnl$bnctionnalisable. Etant donné gu’un
seul lot d’émulsion est suffisant pour réalisemdenbreuses expériences biologiques (que se
soitin vitro ouin vivo), c’est la technique de greffagesitu qui sera utilisée.

Le choix de la réaction chimique de couplage déitondre a de nombreux critéres
pour étre compatible avec un greffagesitu: elle doit se dérouler en milieu aqueux, a un pH
compatible avec la stabilité colloidale, ne doits paodifier la stabilité chimique des
fluorophores encapsulés dans les globules, touétant la plus quantitative, rapide, et
spécifique possible.

La réaction chimique choisie pour greffer les cR@Dplus généralement les ligands
biologiques a la surface des nano-émulsiondyaste sur la réactivité entre les maléimides et
les thiols [120]. Cette réaction s’effectuant erieni aqueux et a pH neutre conduit a la
formation d'une liaison covalente de type thioestsitre le surfactant porteur d'un

groupement maléimide et un ligand présentant unetifin thiol (Figure VI-5).
=0
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Figure VI-5 : Principe du greffagein situ de ligands biologiques a la surface des nanopatrtiles.
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Les cRGD et cRAD décrits dans le paragraphe prétéue portent pas de fonction
thiol. Cependant, le groupe amine porté par laneh&itérale de la lysine peut étre modifié.
Les ligands utilisés sont donc transformés parvdédn de I'amine par un groupement
contenant une fonction thiol sous une forme praégar un groupe S-acétyle. Cette
protection sera clivée juste avant réaction avem&eéimide afin de limiter les réactions
parasites liées a la réactivité des thiols.

Une vision schématique des globules fluorescentsrettionnalisés est présenté ci-
dessous (Figure VI-6).
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Chapitre VI : Nano-émulsions fonctionalisées pour | a détéction des tumeurs

Huile

Phospholipide

Surfactant pegylé

Ligand biologique

Fluorophore

Figure VI-6 : Représentation graphique en 3 dimenshns de la structure d'un globule fluorescent
et fonctionnalisé par un ligand biologique.

VI1.2.3. Préparation de nano-émulsions fonctionnalis  ées

Comme décrit dans le paragraphe précédent, laiéometlisation des nanoparticules
s’effectue in situ, soit apres émulsification. Elle nécessite cependancorporation de
surfactants fonctionnalisables dans la formulatierla nano-émulsion. En vue des validations
biologiques, trois types de fonctionnalisation s@atisés pour chaque lot de nano-émulsion :
cRGD (ciblant spécifiquement les intégrinegs) ; CRAD (peptide témoin négatif pour les
intégrinesoyfBs) ; et OH (nanoparticule non fonctionnalisée papaptide mais par une courte

molécule possédant une fonction hydroxyle — témeigatif).

VI1.2.3.1. Surfactant fonctionnalisable

Le surfactant fonctionnalisable est un dérivé dephasphatidyléthanolamine, dont
'amine terminale est impliquée dans la formaticoné liaison amide avec une chaine
pegylée (notée PEG) elle-méme porteuse a l'autteérexé d’'un groupement maléimide
(noté MAL) (Figure VI-7). Le poids de la chaine PE& de 5000 g/mol, ce qui correspond a
environ 110 motifs polyoxyéthylénes. Cette taillété choisie pour étre supérieure a celle des

polyméres formant la couche stérique des nano-émnglgdont le poids est de 2250 g/mol,
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soit environ 50 motifs dans le cas de la formutatdite de référence). Cela permet aux
ligands de ne pas étre piégés dans cette coudaeoeise donc leur liberté de mouvement au-
dessus des chaines de PEG.

Le surfactant fonctionnalisable, ou PE-PEG-MAL, @m&tparé selon le protocole décrit
dans 'annexe VI et résumé sur la Figure VI-7. Bri@ent, la phosphatidyléthanolamine et le
polymere bisfonctionnel sont dissous dans du diohh@&thane. La solution est basifiée par
ajout de triéthylamine puis le mélange est agitédpat 2 heures a température ambiante sous
argon. Le solvant est ensuite évaporeé sous vikegbduit redispersé dans un volume connu
de dichlorométhane. La solution de PE-PEG-MAL obeerentre directement dans la
composition des nano-émulsions sans autre puiditales sous-produits de la réaction étant
en effet éliminés lors de la dialyse finale desaaémulsions. La masse molaire du surfactant

fonctionnalisable ainsi obtenu est de 5886 g/mol.
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Figure VI-7 : Synthése du surfactant fonctionnalishle PE-PEG-MAL.

VI1.2.3.2. Préparation des émulsions

La fabrication des nano-émulsions fonctionnalissl@et similaire a celle des nano-
emulsions précédemment décrites (voir Chapitre é@Xcepté qu’une partie des surfactants

pegylés est remplacée par le surfactant fonctidsadalk.

VI1.2.3.2.1. Compositions

Deux formulations basées sur la formulation deregfée ont été congues, chacune
contenant des quantités de surfactant fonctioratdésdifférentes. Le nombre de moles de

surfactants est identique pour les deux formulatieinest similaire a celui de la formulation
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de référence soit 0,138 mmol/mL (ou 0,276 mmolwéastants pour un lot de 2 mL). L’ajout
de PE-PEG-MAL est donc compensé par une diminudeia quantité de Myrj 53 afin de
conserver la méme quantité molaire globale de clanfis.

Les deux compositions testées contiennent resgacgnt 0,5 % et 2,5 % en masse de
surfactant fonctionnalisables (Tableau VI-1 et €ahlVI-2).

Dans tous les cas, les nano-émulsions sont dopées Dauteur de 400 uM (voir
Chapitre IV pour plus de détails sur le dopage).

Masse (mg) % m/m pmol
Phase Huile de soja 50 2,5 /
dispersée Suppocire 150 7,5 /
Phase Glycérol 50 25 /
continue Solution saline q.s.p 2000 66,4 /
Lécithine 138 6,9 183,5
Surfactants Myrj 53 224 11,2 90,1
PE-PEG-MAL 10 0,5 1,7

Tableau VI-1 : Composition de la formulation a 0,5 m/m de surfactant fonctionnalisable (lot
de 2 mL). Les variations entre les deux compositiesont présentées en rouge.

Masse (mg) % m/m pmol
Phase Huile de soja 50 2,5 /
dispersee Suppocire 150 7,5 /
Phase Glycerol 50 2,5 /
continue Solution saline g.s.p 2000 65,3 /
Lécithine 138 6,9 183,5
Surfactants Myrj 53 207 10,4 83,3
PE-PEG-MAL 49 2,5 8,4

Tableau VI-2 : Composition de la formulation a 2,5 m/m de surfactant fonctionnalisable (lot
de 2 mL). Les variations entre les deux compositi@sont présentées en rouge.

VI1.2.3.2.2. Préparation
Le protocole d’émulsification est proche de ceugriti€ dans les chapitres précédents,
a la différence notable que le PE-PEG-MAL est &aldns la phase huileuse et non dans la
phase aqueuse, contrairement aux surfactants peglddsiques, afin de favoriser leur
participation a la stabilisation des globules.
Brievement, la fabrication des nano-émulsions &esa préparer dans un premier

temps une phase aqueuse correspondant a une sdalie (Hepes 0,05M ; EDTA 0,01 M ;
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pH 7,4) dans laquelle le surfactant pegylé et Jedjol sont dissous, et une phase huileuse
contenant I'huile de soja, la Suppo&ir&lC, la lécithine, le fluorophore et le surfactant
fonctionnalisable. La phase aqueuse est ensuitgégjca chaud a la phase huileuse et le
meélange est soniqué afin d’obtenir une solution rEnoparticules fluorescentes et

fonctionnalisables exposant des groupements malésren surface.

VI1.2.3.3. Fonctionnalisation

La solution de nanoparticules ainsi obtenue esisév en trois parties, une pour
chacune des fonctionnalisations (cCRGD ; cRAD ; OH).

Les peptides cRGD et cRAD (Asynth Service B.V., $2Bgs), dont les fonctions
thiols sont masquées par un groupement S-acétyh,pséalablement mis en solution dans
'eau déionisée avec deux équivalents de TCEP perglx minutes. Le TCEP (acronyme
pour tris(2-carboxyéthyl)phosphine) est un agentédieiction couramment utilisé en biologie
pour couper les ponts disulfures. Il est égalencaptble de cliver le groupement protecteur
S-acétyle, libérant ainsi la fonction thiol desaligls indispensable au greffage. Son utilisation
pour ce type de déprotection est préférée par rappo celle plus classique de
I’hydroxylamine, car cette derniére entraine ungraeéation du fluorophore encapsulé dans
les nanoparticules.

Les solutions de cRAD et de cRGD déprotégés, aundine solution contenant
uniqguement du TCEP en méme proportion (qui condaurananoparticules OH) sont ensuite
ajoutées aux nanoparticules dispersées dans ungosolampon adéquate pour le greffage
(Hepes 0,05M; EDTA 0,01 M; pH 7,4). Les quantitde cyclopeptides ajoutées
correspondent a environ 1,5 équivalents de peppdesapport a la quantité de maléimides.
Chacune des trois solutions ainsi formées esteagi@dant 2 heures a température ambiante
et a I'abri de la lumiere, avant I'ajout de 3 éqients (toujours par rapport aux maléimides)
de pB-mercapto-éthanol. Les solutions sont ensuite egitgpendant 30 minutes
supplémentaires. L@-mercapto-éthanol possede une fonction thiol ;tcpEsirquoi il est
utilisé pour neutraliser les maléimides n'ayantrdéuellement pas réagi avec les ligands et
tous les groupements de la solution ne contenantd@g@eptides.

Les solutions sont ensuite dialysées contre ungisnlde NaCl a 154 mM de maniéere
a éliminer les différents sous-produits et les maleés non greffées, ainsi que pour remplacer

le tampon de greffage par une solution saline aatégoour une injection intraveineuse. Les
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solutions sont dialysées contre 500 fois leur vayrte dialysat est changé 3 fois (toutes les
30 minutes d’agitation) afin d’éliminer toutes leslécules indésirables.

Apres purification, les solutions sont dosées pgmcsométrie de fluorescence et
diluées avec une solution de NaCl a 154 mM de maraeobtenir une concentration en
fluorophores de 50 pM. Elles sont enfin stérilisges filtration (0,22 pm) avant leur
utilisation lors des expériences biologiques.

Un protocole complet de fonctionnalisation de néanailsion pour la formulation a

2,5 % m/m de surfactant fonctionnalisable est dile dans I'annexe VII.

Nano-émulsion cRAD Nano-émulsion cRGD Nano-émulsion OH

Figure VI-8 : Schéma des 3 types de nano-émulsioonitctionnalisée (cCRAD; cRGD; OH).

VI1.2.3.4. Calcul du nombre de ligands biologiques e  Xxposés en

surface

De la méme maniére que pour les fluorophores,tipessible de calculer une valeur
approximative du nombre de ligands biologiques sgpa la surface des nanopatrticules.

En se basant sur le diamétre moyen des nanopasgjatl en supposant d’'une part que
I'incorporation du surfactant fonctionnalisable &stale, et que tous ces surfactants ont bien
été couplés avec les ligands d’autre part, on pbténir une indication sur le nombre de
ligands exposés a la surface de chaque globuleribeipe de calcul est similaire a celui

décrit dans le Chapitre IV. Ainsi, le nombre deafigs par globuleN,;,...sc0,) €St calcule

grace a I'équation VI.1 :
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N _ NLigands
Ligands/Glob —

(équation VI.1)

Glob

Le nombre de ligandsN|,.,q), iCi assimilé a celui des surfactants fonctiorgziles,

bY

s’obtient grace a I'équation VI.2 owN représentent

S. Fonc'’ S. Fonc’ nS. Fonc’ mS. Fonc

respectivement le nombre de molécules de PE-PEG-;MALmasse molaire, la quantité en
moles de surfactant fonctionnalisable, et la masssespondante ; enfifN, est le nombre

d’Avogadro.

m .
=n xN, =—=Fne xN, (Equation VI.2)

Ligands — NS. Fonc S. Fonc

N

S. Fonc
La détermination du nombre de globuldk, , est identique a celle décrite dans le
Chapitre V. Pour rappel, le nombre de globulescadtulé grace a I'équation V1.3 dans
IaqueIIeV¢ , correspond au volume total de la phase disperséeset représente le volume

moyen d’un globule (directement obtenu grace aukdign V1.4 ou <d >représente le

diamétre moyen du globule).

_Voa ¢ -
Neion “Tus (Equation VI1.3)

3

<V>=TT (Equation VI.4)

La détermination dé/¢ , €st basée sur I'hypothése que I'ensemble descsamts de

la formulation participe a la stabilisation deshyltes. Le volume peut ainsi étre estimé grace
a I'équation VI.5, a partir de la masse totale dephase dispersée (huile, cire, lécithine,
surfactants pegylés et surfactants fonctionnakesjbét de la densité globale de la phase
dispersée (cette densité globale varie en fonatEs formulations ; elle sera arbitrairement

fixée a 1,1).
_Mya _ 1 ( ) = quati
V¢ d d - d_x Mauie ¥ Mere T Mecithine T My pegylés+ ms, Fonc (Equatlon V|5)
¢d ¢d

Le diameétre moyen des globules n’est pas influgracda fonctionnalisation : il est en
effet d’environ 35 nm pour les deux formulationsngl, en fonction des compositions
indiquées précédemment (Tableau VI-1 et Tableau)yle& globules issus des formulations
a 0,5 % m/m et 2,5 % m/m en surfactant fonctiosablie possedent respectivement environ

44 et 208 ligands exposés a leur surface (TableaB)VI
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PE-PEG-MAL Densite
. ensite
Formulation masse (mg) quantité NLigands NGlob NLigands/GIob (Ligands/nmz)
(umol)
0,5 % 10 1,699 1,023.10"® | 2,316.10" 44 0,011
2,5% 49 8,325 5,013.10"® | 2,405.10"° 208 0,054

Tableau VI-3 : Calcul du nombre théorique de ligand par globule pour les formulations a 0,5 %
m/m et & 2,5 % m/m en surfactant fonctionnalisable.

Ces valeurs calculées sont des valeurs maximaleguainous n'avons pas de valeur
ni d’'information sur la quantité de surfactant fboenalisé réellement incorporée au sein des
nanoparticules, et nous ne disposons pas non plusauk de greffage des ligands lors du
couplagdn situ. Ces valeurs sont d’autant plus approximativeslgsiegiamétres mesurés par
diffusion quasi-élastique de la lumiére sont desmditres hydrodynamiques qui englobent par
conséqguent aussi les couches de solvatation.

La densité de ligands (exprimée en ligands par)nse révéle aprés calcul
relativement faible pour les deux formulations,gouie I'on trouve environ 1 ligand tous les
80 nnf pour la formulation & 0,5 % m/m et 1 tous les &% pour la formulation & 2,5 %

m/m.

VI.3. Les modeéeles tumoraux et validation in

vitro

VI1.3.1. Modeles de cellules tumorales

Différentes lignées cellulaires tumorales, humamesnimales, ont été utilisées pour
évaluer l'intérét des nano-émulsions pour la da@rates tumeurs. Les protocoles de culture

des différentes lignés sont détaillés dans I'anndxe
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VI.3.1.1. Cellules tumorales Ts/Apc

Les cellules tumorales Ts/Apc ou TSA sont issuesahcer du sein de souris femelle
de la lignée BALB/c [121]. Elles se caractérisemtr une croissance tumorale rapide

engendrant la formation de nombreux néovaisseatenient fenestrés.

VI1.3.1.2. Cellules tumorales OVCAR-3

Les cellules OVCAR-3 sont des cellules tumoralesues d’'un adénocarcinome
ovarien humain. De maniére similaire aux Ts/APG cellules ont une croissance rapide

conduisant & un endothélium vasculaire imparfait.

V1.3.1.3. Cellules tumorale HEK 3

La lignée HEK29383) est un sous-clone de la lignée de cellules eomngires
humaines de rein HEK293, transfectée de maniébdespar un plasmide codant pour la sous-
unité humaine de l'intégrin@3. Ces cellules tumorales nommées par la suite BBK
surexpriment ainsi les intégrinagPs; a leur surface. La croissance de telles celluies,fois
implantées dans des souris, est néanmoins plus gt celle des cellules Ts/Apc ou
OVCAR-3. Les tumeurs qui se développent a partg delules HEKB3 sont moins bien

vascularisées et les vaisseaux sanguins qui igaent ont moins de fenestrations.

VI.3.2. Test in vitro de reconnaissance cellulaire des

nanoparticules - cRGD

bY

Les cellules HEKB3 exposent naturellement a leur surface un granchbn®
d’intégrines ayfBs, ce qui permet de les utiliser pour réaliser deststin vitro de
reconnaissance cellulaire, et ainsi valider le tagg des ligands sur les différents types de
nanoparticules fonctionnalisées. Les trois fonctadisations décrites précédemment (cRGD,

cRAD et OH) ont ainsi éteé testées.
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VI.3.2.1. Protocoles expérimentaux

Pour réaliser les tests de reconnaissance ceflulair million de cellules HEIR3 sont
resuspendues dans 200 puL de PBS (Phosphine Budferes ou de DMEM (Dulbecco’s
Modified Essential Medium) a 10 % de sérum de vemtalf (SVF), contenant les nano-
emulsions fonctionnalisées dont la concentratioalé est de 0,2 uM en fluorophores. Aprés
15 minutes d’incubation a 4°C, les cellules somtées et resuspendues avant d’étre analysées
par cytométrie en flux.

Pour les analyses par microscopie de fluorescdesesellules sont cultivées sur des
lamelles. Elles sont rincées avec du PBS avantedi@ises en contact avec 200 puL d’'une
solution de PBS contenant les nano-émulsions fomcélisées, dont la concentration finale
est de 0,2 uM en fluorophores. Apres une incubad®ri5 minutes a 4°C, les cellules sont
rincées puis fixées avec du PFA (paraformaldéhydenoyau des cellules est coloré par une
solution de Hoechst et les lames sont enfin obssraé microscope optique a fluorescence.

Les protocoles expérimentaux des analyses par égtente flux et d’observation par
microscopie de fluorescence sont détaillés dananéae VIII. Ces expérimentations
cellulaires ont été rélisées a I'lAB ds I'équipeddan-Luc Coll par Sandrine Duffort.

Les nano-émulsions utilisées pour ces deux anal@essissues de la formulation a
2,5 % m/m en surfactant fonctionnalisable, ce quiraspond a environ 200 ligands par
particule, soit une concentration théorique emiigade 2 pM dans les milieux d’incubation.

VI1.3.2.2. Résultats

La Figure VI-9 regroupe les clichés de microscagiées données de cytométrie en
flux pour les trois fonctionnalisations testéesympdeux conditions d’incubation différentes.
Les clichés montrent la présence des nanoparti¢oddsration rose) uniqguement dans le cas
ou elles sont fonctionnalisées par les cRGD. Oremgségalement une modification de la
morphologie des cellules en présence des nanagagicRGD : elles sont moins étalées et
prennent une forme plus ronde que les cellules@es en présence des nanoparticules cRAD
ou OH. Les analyses réalisées en cytométrie enpitégentent des résultats identiques quel

gue soit le milieu d’incubation (PBS ou DMEM a 10e¥ SVF). Seuls les résultats réalisés
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avec le milieu contenant le sérum de veau foetal donc présentés. Les données obtenues
indiquent un nombre de cellules fortement fluorese® nettement plus important dans le cas
des nano-émulsions cRGD que pour les autres tygpémdtionnalisation.

Nano-émulsion cRAD Nano-émulsion cRGD Nano-émulsion OH

hek b3 4C 15min-Ne DiD-RA

hek b3 4C 15min-Ne DiD-RG

Incubation :
15 min a 4°C

Count

Hek b3 +1h 37C-Ne DiD-RGL

Hek b3 +1h 37C-Ne DiD 02u

Incubation
155mina4°C+1hag37°C

Count

10 20 30 40 50 60 70 2090
0
5]
Count

a4 3

10 10
Cy5-A Cy5-A

Figure VI-9 : Observations microscopiques de celles HEK B3 incubées en présence de
nanoparticules fonctionnalisées et graphiques de tmétrie en flux correspondants pour deux conditios
d’incubation : 15 minutes a 4°C, et 15 minutes a £ puis 1 heure a 37°C.
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VI1.3.2.3. Discussion

Les observations en microscopie de fluorescenteseatnalyses en cytométrie en flux
confirment I'existence d'une reconnaissance sppeifi par les cellules HEK3 des
nanoparticules fonctionnalisées avec le cRGD, pmaisgue seules les cellules incubées avec
ce type de particules deviennent fluorescentesutBBapart, les clichés de microscopie
montrent que l'incubation a 4°C permet uniquementfixation entre les ligands et les
récepteurs, l'internalisation des nanoparticulesenproduisant que si les cellules sont ensuite
maintenues a 37°C. Les nanoparticules fluoresceseesblent alors se concentrer dans
certaines zones du cytoplasme.

Ces résultats prouvent a la fois I'efficacité deftgge des ligands a la surface des
particules, ainsi que la reconnaissance et la dibpibé des cRGD pour la formation de
complexes avec les intégrinegPs. Le fait que la présence de sérum de veau feetldies
analyses de cytométrie en flux ne modifie pas ksultats obtenus par rapport a des
conditions plus «idéales » est également impqrteaut cela signifie que la présence de
protéines ne géne pas la reconnaissance des cRGEs rategrinesu, .

Les résultats présentés ont été obtenus avec des-énaulsions issues de la
formulation a 2,5 % m/m en surfactant fonctionredle, mais des résultats similaires en
cytométrie en flux ont été observés avec des smisitissues de la formulation a 0,5% m/m
(qui comportent environ 5 fois moins de ligandsasgs en surface). Cela indique que méme
une densité de ligands plus faible (1 ligand t@ss80 nanomeétres carrés pour la formulation
a 0,5% m/m) est suffisante pour permettre un caggplaignificatif avec des cellules

exprimant les intégrines,f3 dans des conditions vitro.

V1.4. Ciblage actif des tumeurs in vivo

VI.4.1. Mise en évidence de leffet EPR (« Enhanced

Permeation and Retention »)

Avant d’évaluer I'impact réel de la fonctionnaliest de la surface des nanoparticules

pour le ciblage des tumeurs, il est utile de canad® comportement des nano-émulsions non
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fonctionnalisées vis-a-vis des tissus cancéreuastlleffectivement connu que les défauts de
la vascularisation des tumeurs associés au faiblEnabe Iymphatique favorisent
'accumulation passive des nanoparticules au seifadzone tumorale : c’est I'effet EPR
(VI.1.2).

Afin de visualiser I'accumulation passive des narbpules fluorescentes non
fonctionnalisées dans les tumeurs, 200 uL d'unetisol de nano-émulsion (issue de la
formulation de référence et dopée a 400 uM en DéDjrespondant a 10 nmol de
fluorophores ont été injectés a des souris porgedsetumeurs sous-cutanées (voir annexe
VIII). Deux modéles tumoraux différents ont étédiés : OVCAR et HEKB33.

Les clichés de fluorescence réalisés 24 heures #mjection du traceur montrent des
différences importantes au niveau des zones tussrdtn effet, un signal intense de
fluorescence est émis depuis la tumeur OVCAR, ageinent a la tumeur HER3 qui n’est

pas distinguable sur le cliché de fluorescence.

Tumeur OVCAR Tumeur HEK f§ 3

Figure VI-10 : Cliché de fluorescence de souris ptauses de tumeurs sous-cutanées OVCAR
(gauche) et HEKB3 (droite) 24 h aprés injection de 200 pL de nanonrdulsion non fonctionnalisée (50 uM
en fluorophores). Les tumeurs sont délimitées paek lignes pointillées.

Ainsi, il apparait que l'effet EPR est dans cedaas suffisamment favorable pour
induire une accumulation passive des nanoparticldas la zone tumorale, mais cela dépend
fortement de la tumeur et plus particulierementadeascularisation de celle-ci.

Dans les expériences suivantes utilisant les namdséoons fonctionnalisées,
I'utilisation de nano-émulsions OH (non fonctiorieées par un peptide) permettront de

mettre en évidence la part de I'accumulation lideféet EPR.
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VI1.4.2. Expérimentation in vivo : premiére série

Une expérience sur souris porteuses de tumeurs @&S§Aréalisée dans le but
d’'observer I'accumulation des nanoparticules flsoemtes et fonctionnalisées (cRGD ;
cRAD ; OH) dans les tumeurs en fonction du tempsera ainsi possible, grace a cette étude,
de déterminer le temps d'observation aprés injacii® plus pertinent pour quantifier

I'accumulation éventuelle des globules dans la zanrale.

VI1.4.2.1. Protocole expérimental

Au cours de cette expérience, 9 soBisiss Nuddemelles porteuses de tumeurs
issues de cellules Ts/Apc sont utilisées comme feodaimal (annexe VIII). Les nano-
émulsions sont injectées par voie intraveineuse thaigueue a raison de 200 pL de solution
par souris et de trois souris par type de fonctitisation. Les solutions injectées sont issues
de la formulation a 0,5% m/m en surfactant fonctadisable précédemment décrite
(V1.2.3.2.1). La quantité administrée pour chagujedtion correspond donc a 10 nmol de
fluorophores DID et a environ 20 nmol de ligands.

Toutes les injections et acquisitions d'images séalisées alors que les souris sont
maintenues sous anesthésie générale par voie gafisofurane). Les animaux anesthésiés
sont imageés avec le dispositif d'imagerie de flsosnce par réflectance préecédemment décrit
(voir Chapitres Il et V).

Les images sont enregistrées 30 minutes, 1 heuhsugs, 3 heures, 4 heures, 5
heures, 6 heures, 24 heures, 31 heures, 48 h@@rbgures et 96 heures apres les injections

de nano-émulsions fluorescentes fonctionnalisées.

VI1.4.2.2. Résultats

Les clichés enregistrés 24 heures apres linjec{iigure VI-11) montrent une
accumulation plus importante au niveau de la tungeteu niveau du reste de I'animal. Ce
constat est cependant valable pour tous les aninedusemble donc indépendant de la

fonctionnalisation des nanoparticules.
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Figure VI-11 : Clichés de fluorescence de souris geuses de tumeurs Ts/Apc sous-cutanées (10
millions de cellules implantées 12 jours avant I'ijection des nano-émulsions) 24 h apres injection dz00
pL de nano-émulsions fonctionnalisées (50 uM en fiuophores). Les tumeurs sont délimitées par les ligs
pointillées.

Le traitement de I'ensemble des clichés obtenusngeide déterminer le rapport

tumeur / peau via I'équation VI.1 ou le rapport unsur peau est Nnot&, ..., €t oUl 1, e

Peau

I | -ona d€signent respectivement l'intensité moyenne aerdéiscence de la tumeur, de la

Peau?
peau, et du fond (ce qui correspond au bruit dataéra).

Royoy = Vrumeus = ¥ pona (Equation VI.1)

umeur — |
Peau Peau Fond

L’évolution de ce rapport avec le temps (Figure M)-confirme I'accumulation des
nanoparticules dans la zone tumorale, les meilleardrastes étant atteints pour des temps
apres injection supérieurs a 24 heures. On notencimt une différence significative entre
les nano-émulsions fonctionnalisées (CRGD et cRA®) celles qui ne sont pas

fonctionnalisées par un peptide (OH).
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Figure VI-12 : Evolution du rapport tumeur sur peau en fonction de la fonctionnalisation.

VI1.4.2.3. Discussion

Les clichés de fluorescence montrent la présenoagned’ accumulation des
nanoparticules fluorescentes plus importante danzohne tumorale que dans les tissus
annexes tels que la peau, et ce quel que sointdiémnalisation des particules. Les rapports
tumeur sur peau calculés montrent en effet I'abselecdifférence entre les globules exposant
les cRGD ou les cRAD. Le rapport tumeur sur peas riinoparticules OH est quant a lui
sensiblement plus faible que pour les deux auyesstde fonctionnalisation. Ainsi 24 heures
apres injection, le rapport tumeur sur peau estuifen 1,7 pour les globules OH alors qu'il
est supérieur a 2,1 pour les nanoparticules cRGERAD (Figure VI-13). En analysant plus
précisément les résultats, il apparait cependamtegsignal émis par les tumeurs est similaire
pour les trois fonctionnalisations, et qu’une acalation plus prononcée dans la peau dans le
cas des nanoparticules OH est en réalité la carise difféerence observée entre les rapports

tumeur sur peau (Figure VI-13).
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Figure VI-13 : Intensités de fluorescence des tumes et de la peau (corrigées de la
« fluorescence » du noir) mesurées 24 heures apriggection des nano-émulsions fonctionnalisées. La
barre verte représente le rapport tumeur sur peau alculé a partir des intensités sus-mentionnées.

L’accumulation au sein de la tumeur n’est doncrpaslifiée par la fonctionnalisation
des nanoparticules, ce qui signifie qu'’il s'agiiquement d’'un phénomeéne d’accumulation
passif lié a la forte fenestration de I'endothélimasculaire des capillaires irriguant les
tumeurs (effet EPR).

Le rapport tumeur sur peau augmente au cours dasignes 24 heures puis se
stabilise pour toutes les nanoparticules. Celaigoefencore une fois que les nanoparticules
ont une durée de demi-vie plasmatique importarittégalement que I'accumulation au sein

des tumeurs est un processus lent.

VI1.4.3. Expérimentation in vivo : deuxiéme série

La premiere expérience a permis d’établir I'évalntidu rapport tumeur sur peau en
fonction du temps. Au vu des résultats obtenutgrgs d’observation pertinent en terme de

contraste a été défini a 24 heures apres injection.
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La deuxieme série d’expérimentations est destinéwaduer la biodistribution des
globules fluorescents dans les organes en fondgdeur fonctionnalisation, 24 heures apres

administration des nano-émulsions.

VI1.4.3.1. Protocole expérimental

Les mémes solutions de nanoparticules fonctionfedissont injectées (1 semaine
apres la premiéere expérience) a sept s@wiss Nudéemelles porteuses de tumeurs Ts/Apc,
a raison de trois souris pour les nanoparticuléS@Rt deux souris pour les globules OH et
cRAD. Le protocole est identique a celui décritgggemment (VI1.4.2.1), excepté que les
souris sont cette fois-ci imagées uniquement 24dseapres l'injection des nano-émulsions,
et que les animaux sont ensuite sacrifies et digseqfin d’observer la fluorescence émise

par les différents organes.

VI1.4.3.2. Résultats

L’analyse des rapports tumeur sur peau (Figure )+ met plus en évidence de
différence entre les nanoparticules fonctionnatisétienon fonctionnalisées par les peptides.
De plus, les rapports obtenus sont supérieurs xa aeservés lors de la premiére expérience
(environ 2,5 contre 2,1).

On peut également noter que lintensité de fluaese de la peau chez les souris
ayant recu les nano-émulsions non fonctionnalieéesimilaire a celle des deux autres types
de particules et correspond aux valeurs obtenuas lps globules fonctionnalisés par les

cyclopeptides dans la premiére expérience (Figura 3).
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Figure VI-14 : Intensités de fluorescence des tumes et de la peau (corrigées de la
« fluorescence » du noir) mesurées 24 heures aprigection des nano-émulsions fonctionnalisées. La
barre verte représente le rapport tumeur sur peau alculé a partir des intensités sus-mentionnées.

Enfin, I'analyse de la fluorescence émise par lggmmes montre une biodistribution
proche de celle observée dans le cas des souressail'exception bien entendu de la tumeur
(Figure VI-15 et Figure VI-16).
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Figure VI-15 : Intensités de fluorescence émises palifférents organes en fonction de la
fonctionnalisation des nanoparticules, 24 h aprésnjection dans la queue de I'animal de 200uL de neo-
émulsion fluorescente contenant 10 nmol de fluoromhes. Le témoin est une souris non injectée et
correspond a 'auto-fluorescence des organes.
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Figure VI-16 : Intensités de fluorescence émises palifférents organes en fonction de la
fonctionnalisation des nanoparticules, 24 h aprésinjection dans la queue de I'animal de 200uL de reo-
émulsion fluorescente contenant 10 nmol de fluoromes. Le témoin est une souris non injectée et
correspond a I'auto-fluorescence des organes.
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VI1.4.3.3. Discussion

Le calcul du rapport tumeur sur peau indique urfiérdince de comportement entre
les deux expérimentations. En effet, bien que Habserve toujours pas de signal spécifique
dans le cas des nano-émulsions cRGD, le rapporeuursur peau et les intensités de
fluorescence de la peau et de la tumeur sont dassdonde serie d’expériences similaires
pour toutes les particules, y compris celles qut $onctionnalisées OH. Il semble ainsi que
le vieillissement de quelques jours des nano-éumnssfonctionnalisées OH ait modifié leurs
propriétés, notamment en ce qui concerne leur agiaion par la peau, ce qui n’est observé
gue dans le cas de cette fonctionnalisation. Aucéwvwution significative n'est en effet
observée au niveau de l'intensité de fluorescerda geau pour les nano-émulsions cRAD et
cRGD entre les deux expériences.

Pour expliquer cette différence de biodistributidas nanoparticules OH a une
semaine d’intervalle, on peut émettre I'’hypothe'sm @ahangement des propriétés de surface
des globules. En effet, il est envisageable qudaiosr groupements maléimides des
surfactants de fonctionnalisation n'aient pas é@étnalisés au cours de I'étape de greffage.
Les conditions de neutralisation parflanercapto-éthanol ne sont peut-étre pas suffisantes
dans le cas des particules OH. Les groupementsmidés s’hydrolysent alors lentement en
milieu aqueux, ce qui entraine une modificationalsurface des nanoparticules OH et peut
donc expliquer le changement de biodistributioreobs.

D’autre part, la faible augmentation du rapport éum sur peau par rapport a
'expérience précédente est engendrée par une atation Iégérement plus prononcée dans
les tumeurs.

Enfin, I'analyse des organes aprés sacrifice etediton des souris montre que la
présence de tumeurs n’influe pas sur la biodidiobuglobale des nanoparticules. On
retrouve effectivement des niveaux d’accumulatian grgane similaires a ceux décrits dans
le Chapitre V. Ainsi la fonctionnalisation des npadicules fluorescentes ne modifie pas non
plus leur distribution dans I'organisme. En ce qoincerne le signal émis par les tumeurs, il
est supérieur a celui du foie, comparable a cedgiglandes surrénales mais reste inférieur a

celui des ovaires.
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VI1.4.4. Conclusions

Les deux expériences montrent qu’il existe un irtgrdrphénomene d’accumulation
au sein des tumeurs Ts/Apc. Cependant, I'accunoulaéist identique quelle que soit la
fonctionnalisation ; il s’agit donc uniquement d’phénomene passif lié a I'effet EPR. Il est
en effet difficile de visualiser la composante lige ciblage actif dans I'accumulation au
niveau des tumeurs pour les souris ayant recudsssdde nano-émulsions cRGD. L’'absence
d’accumulation préférentielle des particules coepl@au cRGD peut étre expliquée par la
faible densité de ligands exposés en surface ptortaulation a 0,5 % m/m en surfactant
fonctionnalisable, qui est de 0,011 ligands paf Boit moins d’un peptide tous les 80 'm
(Tableau VI-3).

Le fait qu’il y ait plus de signal émis par la tumejue le foie par exemple est un bon
résultat qui n’est pas reflété par le calcul dypmaptumeur sur peau. En effet, 'accumulation
dans la peau pénalise fortement les valeurs olgeriiesi, si on compare les intensités de
fluorescence émises par la tumeur et par les naiagies dissection des animaux, on obtient
des rapports tumeur sur muscle d’environ 15 satyia plus de six fois supérieurs aux
rapports tumeur sur peau.

Quoi qu'il en soit, la furtivité des nano-émulsidiesictionnalisées est suffisante pour
éviter I'action du systéme réticuloendothélialaetsi permettre une importante accumulation
passive dans les tumeurs en traversant les fetiesrae la paroi des vaisseaux sanguins les

irrigant.

VI.5. Modele de cellules tumorales HEK 83

L’expérience qui va suivre consiste a injecter daso-émulsions fonctionnalisées a
des animaux porteurs de tumeurs HER, afin d’évaluer l'impact du greffage sur

'accumulation au sein des tumeurs dont les cellalgexpriment les intégrinegps.
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VI.5.1. Protocole expérimental

Cette expérience est menée sur neuf soBrisss Nudefemelles de 6 semaines
(Janvier, France) porteuses de tumeurs HBBK

Les nano-émulsions sont injectées par voie intreatese dans la queue a raison de 200
ML de solution par souris et de trois souris pgretge fonctionnalisation. Les solutions
injectées sont cette fois issues de la formuladidh5% m/m en surfactant fonctionnalisable
précédemment décrite (VI.2.3.2.1). La quantité aiktiée lors de chaque injection
correspond ainsi a 10 nmol de fluorophores DiD ebhdron 100 nmol de ligands (contre 20
pour les solutions basées sur la formulation a 0y596).

Toutes les injections et acquisitions d'images séalisées alors que les souris sont
maintenues sous anesthésie générale par voie gafisourane). Les animaux anesthésiés
sont imagés a l'aide du dispositif d’imagerie deofescence par réflectance précédemment
décrit (voir Chapitres Il et V).

Les images sont enregistrées 30 minutes, 1 heuneu@es, 7 heures, 24 heures, 48
heures, 120 heures, et 144 heures apres les amectlie nano-émulsions fluorescentes

fonctionnalisées.

VI.5.2. Résultats

Les clichés de fluorescence enregistrés 24 hey@s @njection des nano-émulsions
montrent une intensité de fluorescence supérieungieeau de la zone tumorale par rapport

aux zones annexes (Figure VI-17).
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Figure VI-17 : Images de fluorescence de souris peuses de tumeurs HEKB3 sous-cutanées (20
millions de cellules implantées environ 6 semainesvant l'injection des nano-émulsions), 24 h apres
injection de 200 pL de nano-émulsions fonctionnakes (50 UM en fluorophores). La localisation des
tumeurs est délimitée par les lignes noires pointées.

L’analyse de I'ensemble des clichés permet de ti&genlution du rapport tumeur sur
peau en fonction du temps pour les trois types ateparticules injectées (Figure VI-18)
selon la formule détaillée précédemment (V1.4.213).détail de lintensité de fluorescence
des tumeurs et de la peau ainsi que le rapportuumme peau obtenus 24 heures apres

injection sont présentés Figure VI-19.
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Figure VI-18 : Evolution du rapport tumeur sur peau en fonction de la fonctionnalisation.
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Figure VI-19 : Intensités de fluorescence des tumeu et de la peau (corrigées de la
« fluorescence » du noir), mesurées 24 heures apriggection des nano-émulsions fonctionnalisées. La
barre verte représente le rapport tumeur sur peau alculé a partir des intensités sus-mentionnées.
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VI1.5.3. Discussion

Les résultats obtenus lors de cette expériencarowit I'accumulation passive des
nano-émulsions dans les tumeurs puisque que lenappneur sur peau est supérieur a 1
pour toutes les fonctionnalisations. Cependantiramement aux résultats obtenus avec les
souris porteuses de tumeurs Ts/Apc (VI.3), on ofesarette fois-ci des différences de
comportement notables entre les trois fonctionaatiss. En effet, I'accumulation est
nettement plus importante dans la tumeur que dapedu dans le cas des nano-émulsions
cRGD, les deux témoins négatifs (nanoparticuleAlziRt OH) ayant un rapport tumeur sur
peau toujours inférieur a celui des globules partanligand reconnu par les intégrines.
Cependant, les valeurs obtenues pour ces deuxdonatisations (CRAD et OH) ne sont pas
identiques : les particules cRAD sont accumuléeéfépentiellement par rapport aux
particules OH. La présence d'un ligand peptidiquéaasurface semble donc modifier
'accumulation dans la zone tumorale.

L’observation des données obtenues 24 heures mpeeson des agents de contraste
permet d’'affirmer que la fonctionnalisation des oparticules a bien un effet sur
'accumulation au niveau des tumeurs, et que lemt@ns du rapport tumeur sur peau ne
sont pas uniqguement dues a une fluctuation du lsigmis par la peau.

Le ciblage actif permet ainsi une amélioration dpport tumeur sur peau de 30 %
entre les nano-émulsions cRGD et celles qui negasmfonctionnalisées par un peptide. Cette
faible augmentation de I'accumulation liée a laorewissance des cRGD par les intégrines
ayP3 peut s’expliquer par deux phénomenes :

- La densité de ligands a la surface des globudedagble. Or, le fait qu'ils soient
supportés par une nanoparticule diminue encoredbapilité de leur complexation avec les
récepteurs.

- Les cellules HEKB3 surexpriment bien les intégrinesps mais elles ne sont pas
directement accessibles aux nanoparticules qui edbivauparavant s'échapper de la
circulation sanguine, notamment par les fenestratiormées dans la paroi des capillaires
irriguant la tumeur. Or, il semble que la vasciation des tumeurs HEB3 est moindre par
rapport a celle des tumeurs Ts/Apc, et leur croissdaumorale étant plus lente, les vaisseaux
sanguins sont mieux structurés et donc moins fefgeste passage des nanoparticules des
capillaires vers les cellules tumorales est ainginsfavorisé, ce qui diminue les chances de

complexation.
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Malgré la présence d’'un ciblage actif, 'accumuwatglobale des nanoparticules reste
moindre dans les tumeurs issues des cellules pEEue dans le cas des tumeurs Ts/Apc. En
effet, le rapport tumeur sur peau est d’environalZl heures pour les nano-émulsions cRGD
avec les tumeurs HEK3 alors qu'l est de 2,6 avec les tumeurs Ts/ApeciCest
probablement di a un effet EPR moins prononcé mudes tumeurs HEK3 car celles-ci
sont certainement moins bien vascularisées. Omabggalement une diminution du rapport
tumeur sur peau aprés 24 heures alors qu'il étaisidéré comme stable avec le premier
modele de tumeur. Cette diminution de la fluoreseeémise par les tumeurs pourrait
s’expliquer par un drainage lymphatique plus etfecales tumeurs HER3 se développant

plus lentement, les réseaux lymphatiques ont mushdnce de se développer.

Cette expérience réalisée avec des souris porteesesneurs HEK3 a donc permis
de mettre en avant I'existence d’un ciblage spguéin vivo. Il est cependant nécessaire de
réaliser des études complémentaires afin de mieomprendre la localisation des

nanoparticules au sein méme du tissu tumoral.

VI1.6. Conclusions

Les diverses expériences présentées dans ce ehapitpermis de montrer qu'il était
possible de fonctionnaliser la surface des nanolsams afin d’améliorer leur affinité pour
des récepteurs donnés. En effet, le greffage deDcR@ les nano-émulsions permet leur
fixation spécifique sur les cellules HEI3 exprimant le récepteur de la séquence peptidique,
les intégrinesayPs. Cette reconnaissance n’est pas pertuibéeitro par la présence de
protéines dans le milieu d’incubation. De plusfdiactionnalisation des particules est durable
car des analyses en cytométrie en flux réaliséedesuparticules plus de six mois aprées leur
préparation montre toujours un net marquage spé@eifdes cellules HEIR3 par les nano-
émulsions cRGD.

L’injection des nano-émulsions fluorescentes dassahimaux porteurs de tumeurs a
mis en évidence deux mécanismes d’accumulation Bazene tumorale : un mécanisme
passif lié a I'effet EPR, et un mécanisme actifdia reconnaissance spécifique de récepteurs

par des ligands.
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Le phénomene passif s’apparente a celui décrit lgsurones inflammatoires. Il est en
effet lié a des défauts de la paroi vasculairefapirisent I'extravasion des particules hors de
la circulation sanguine. Le faible drainage lympdua au niveau des zones tumorales
autorise alors une accumulation importante des patioules. Ce phénomene est cependant
fortement dépendant de la tumeur et en particdkesa vascularisation.

Le ciblage actif lié a la fixation spécifique dgdnds (cRGD) sur des récepteurs
cellulaires (intégrinenyfs) permet une augmentation de I'accumulation au slei tissus
ciblés. Cependant ce phénomene est, comme on p&ivattendre, moins efficada vivo

gue dans les conditioms vitro.

Les nano-émulsions fluorescentes constituent donagent de contraste capable de
s’accumuler passivement dans les tumeurs. La famadlisation des particules rend en outre
possible une amélioration de la sélectivité, biaa b gain soit encore faible. D'importantes
possibilités d’'optimisation du ciblage actif peuverependant étre envisagées. Il serait
notamment intéressant d’augmenter la densité dad a la surface des nanoparticules en

vue d’augmenter leurs chances de complexation lagemellules ciblées.
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La problématique de ce travail était de concevas ehanoparticules organiques
biocompatibles, furtives, et stables afin de vaserrdes agents thérapeutiques ou d'imagerie.

Nous avons, pour y répondre, développé des nandsiémsi de type huile dans eau de
guelques dizaines de nanometres de diametre, dophdse dispersée est composée d’'un
mélange d’huile de soja et de SuppdBiNC, les globules étant stabilisés par I'assoaiatie
phospholipides et de surfactants pegylés. Tous coesstituants sont reconnus comme
inoffensifs par la FDA et sont autorisés a l'injentchez I'homme.

La technique de fabrication, basée sur [l'utiligatid’'ultrasons, permet d’obtenir
facilement et rapidement des nano-émulsions avectailie de globules contrdlée. D’autre
part, la formulation est suffisamment souple poaimpettre de modifier certains parameétres
tels que la composition de la phase disperséeatlarandu surfactant pegylé ou la taille des
particules, sans altérer la stabilité des nano-gions.

Les nano-émulsions développées présentent enwgfeeimportante stabilité. Ainsi,
pour la formulation de référence (globules de 35 dendiameétre), aucune évolution de la
distribution en taille des nanoparticules ou dwepbel zéta n'est observée, méme apres plus
de dix-huit mois de conservation a température anibi Cette importante stabilité serait due
a l'utilisation de surfactants pegylés qui géneneme barriére stérique autour des globules,
permettant ainsi de prévenir leur coalescence. i@k&p#, il est important de noter qu’en régle
générale, la principale cause de déstabilisati@versible des nano-émulsions n’est pas le
phénomene de coalescence mais le marissement di{dst@r, nous n'avons pas observe
d’évolution au cours du temps de la distributiont@tie des nanoparticules développées ; il
est donc vraisemblable que [l'utilisation d’'une huihsoluble contribue a stabiliser les

globules vis-a-vis de ce second phénomene.

En outre, 'encapsulation de fluorophores orgamsgygophiles (DiD ou DiR) au sein
des nanoparticules permet de leur conférer debt@ses propriétés optiques telles qu’un
rendement quantique et une durée de vie de fluenescélevés, sans modifier pour autant ni
les propriétés physiques ni la stabilité des nartmpdes. Ainsi, les nano-émulsions
fluorescentes sont, d’'un point de vue optique, pbesformantes que les fluorophores
hydrophiles commerciaux actuels.

Si I'incorporation de fluorophores nous permet davant de suivre les nanoparticules
apres injection, ils peuvent également étre consgddéomme des modeles de molécules

lipophiles d’intérét médical permettant d’évaluees | capacités d’encapsulation des
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nanoparticules vis-a-vis de ce type de molécules.résultats obtenus sont de ce point de vue
intéressants puisque les nano-émulsions fluoressesuint stables dans le temps et qu’aucun
relargage n'a été observé lors de leur stockatmmpérature ambiante pendant plus d’'un an.

Apres avoir vérifié la compatibilité physique ebloigique entre les nanoparticules et
le sang, les nano-émulsions fluorescentes ontdéténéstrées a des souris saines par injection
en intraveineuse. Le suivi des particules par imagee fluorescencen vivo a permis de
mettre en évidence la biodistribution homogéne eke tcaceurs, sans accumulation massive
dans le foie, la rate ou les poumons. Ce résutatfe que la furtivité des nanoparticules est
suffisante pour échapper en grande partie au sgstémimunitaire. Il semblerait également
gu’'une des voies privilégiées du métabolisme dewparticules soit liée aux hépatocytes
avec une excrétion par voie biliaire.

D’autre part, les variations de la formulation rfopas mis en évidence de
modification significative du comportemenh vivo des nanoparticules fluorescentes,

traduisant ainsi la grande robustesse de la brdalision de ces traceurs.

Enfin, l'injection des nano-émulsions a des sopdgeuses de tumeurs conduit a leur
accumulation au niveau de la zone tumorale. Ce gghéne est plus ou moins marqué en
fonction de la vascularisation des tumeurs : ileeseffet lié d’une part aux défauts de la paroi
vasculaire qui favorisent I'extravasion des pat@suhors de la circulation sanguine, et au
faible drainage lymphatique qui limite d’autre pkedir €limination hors de la zone tumorale
(effet EPR).

De plus, la fonctionnalisation de la surface desoparticules par des ligands
biologiques tels que les cRGD permiet,vitro, leur fixation et leur internalisation par des
cellules exprimant le récepteur associé a ces dgarintégrineayfs. L'injection de ces
particules fonctionnalisées a des animaux portéerdumeurs met ainsi en évidence, en
complément du mécanisme d’'accumulation passif defoénent décrit, un mécanisme actif
d’accumulation lié & la reconnaissance spécifiqggerdcepteurs par les ligands.

Le gain apporté par la fonctionnalisation des narnogpules est a I'heure actuelle
d’environ 30 % pour le rapport tumeur sur peau. G&Esultats pourraient étre encore
améliorés mais ils apportent déja une preuve deegirsur la capacité des nano-émulsions

fonctionnalisées a ciblén vivo un type cellulaire donné.
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Les études réalisées au cours de ces travaux amiefite en évidence les avantages
liés a l'utilisation des nano-émulsions développées résultats de I'étude de biodistribution
réalisée peuvent néanmoins étre nuances. En kffegerie de fluorescende vivo permet
uniquement de suivre le fluorophore encapsulé atles nanoparticules elles-mémes. Il est
effectivement impossible de déterminer, avec ce @ nano-émulsions fluorescentes, si le
fluorophore est toujours contenu dans le coeur geatticule ou s’il en a été dissocié. C’est
pourquoi il est important de développer une noeveajénération de nano-émulsions
fluorescentes qui permettrait de savoir si la paki est intacte ou non. L'utilisation de
couples de fluorophores compatibles avec le transfénergie par résonance Forster, ou
I'utilisation d’inhibiteurs de fluorescence sontsdeolutions envisageables pour atteindre cet

objectif.

Le transfert d’énergie par résonance Forster (plusnu sous l'acronyme anglais
FRET pour « Forster resonance energy transfert>éési comme un transfert d’énergie non
radiatif entre deux molécules (donneur et acceptiééinergie). Ce phénomene physique
nécessite une compatibilité énergétique entre celeames. Cela signifie que le spectre
d’émission du donneur doit recouvrir, au moins ipdement, le spectre d’absorption de
I'accepteur.

Si un donneur et un accepteur d’énergie sont sufiisent proches dans I'espace
(quelgues nanometres), il peut alors se produirgansfert d’énergie par résonance entre la
molécule donneuse dans son état excité et la melé@caeptrice dans son état fondamental,
conduisant a I'excitation de cette derniére etetour a I'état fondamental de la premiére.
Dans les conditions adéquates, il est ainsi passilobserver la fluorescence de la molécule
acceptrice quand on excite le fluorophore donnéamme ce phénomene décroit rapidement
avec la distance séparant les deux moléculessduaent été mis a profit pour étudier des
coupures enzymatiques ou des changements de catimnnde protéines.

Dans notre cas, I'encapsulation d'un couple derfipbores adéquats au sein des
nanoparticules nous permettrait d’obtenir des mftions sur l'intégrité de ces dernieres. En
effet, la destruction et/ou la métabolisation dasaparticules conduiraient inévitablement a
I'éloignement des deux types de fluorophores, cé iquwliquerait la disparition du
phénomene de FRET. Il serait alors possible, dd'al’'un dispositif d'imagerie adapté, de
visualiser les particules intactes (excitation lneuise du fluorophore donneur et émission de

fluorescence de la molécule acceptrice), puis @&okes les tissus deégradant les
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nanoparticules et enfin de suivre le devenir dasriphores une fois libérés (en utilisant des
filtres d’excitation et d’émission adaptés a chafjuerophore).

Parmi les couples de fluorophores commerciaux agess, on peut citer le couple DiD
/ DiR et le couple DiR / ICG. Des tests d’encapsafaet de mesure de l'efficacité de FRET

sont actuellement en cours au laboratoire.

Un phénomene similaire basé sur I'encapsulatiomhibiteurs de fluorescence

(« quencher » en anglais) peut également étreséifdour visualiser la stabilii@ vivo des
nano-émulsions. Dans ce cas, des molécules ayanbpaiété de désactiver I'état excité des
molécules fluorescentes sans émettre de fluorescencretour sont encapsulées avec les
fluorophores. De maniére similaire au FRET, il sadpit un transfert d’énergie par résonance
entre le fluorophore dans son état excité et Ibitbur de fluorescence uniquement si les deux
molécules sont suffisamment proches dans l'espHdcaserait ainsi possible, avec les
dispositifs d'imagerie actuels, de visualiser legames ou les cellules responsables de la
dégradation des nanoparticules : la fluorescenapp@raitrait en effet que si le fluorophore

est suffisamment éloigné de l'inhibiteur de fluaesce.

En guise d'ouverture, il est important de signalae méme si nous nous sommes
focalisés principalement sur le développement de+#nulsions encapsulant le DID et le
DiR, nous avons également travaillé sur d’autredéoubes d’intérét. En effet, si ces
fluorophores conferent aux nano-émulsions des pagnces optiques tres honorables, ils ne
sont pas autorisés a l'injection humaine. C’estrgoai nous avons parallelement étudié
'encapsulation de I'unique molécule ayant des péngs d’absorption et d’émission a des
longueurs d’'onde comprises entre 650 et 900 nnegfuautorisée a l'injection chez ’lhomme :
le vert d'indocyanine (ICG). Cette molécule est gganine qui, contrairement au DID et au
DIiR, n’est pas lipophile mais amphiphile (Figure8)l Cette propriété physico-chimique
limite son taux d’encapsulation au sein des nanmpdgs mais n’entraine pas de relargage du
fluorophore au cours du temps. D’autre part, I'@scdation de I'ICG au sein des
nanoparticules ne modifie pas les spectres d’abeargt d’émission du fluorophore par
rapport a ceux mesurés en solvant organique (FigivB®. Enfin, I'encapsulation du
fluorophore entraine 'augmentation de sa duréevidede fluorescence, de son rendement

guantique (par rapport a celui obtenu dans l'egilile sa stabilité en milieu aqueux.
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Figure C-1 : Comparaison des spectres d'absorptioat d'émission de nano-émulsions dopées ICG
avec ceux de I'ICG en solution dans le méthanol.

I est donc envisageable d’injecter chez I'homme tidles nanoparticules
fluorescentes, notamment dans le cadre de la d#tetit ganglion sentinelle.

Le ganglion sentinelle est le premier ganglion leguel transite la lymphe issue du
drainage lymphatique au sein d’'une tumeur. Or,ageet cellules cancéreuses peuvent se
désolidariser de la tumeur et étre évacuées psysteme lymphatique ; ces cellules vont se
loger dans ce ganglion et risquent ainsi d’'initeedéveloppement de métastases. La détection
et I'analyse du ganglion sentinelle sont donc pritredes d’'un point de vue clinique, en
particulier dans le cas du cancer du sein. En,edfde ganglion sentinelle est sain, il n'est
alors pas nécessaire de retirer la quasi-tota® ganglions de la région. Dans le cas
contraire, la détection de la chaine ganglionndiegient essentielle afin de réduire au

maximum le risque de développement métastatique.
Des expériences réalisées sur la souris ont miguwihence lintérét des nano-

émulsions fluorescentes dans la détection des igasgkur souris saine et du ganglion
sentinelle sur souris porteuse de tumeurs (Figu2¢. C
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Figure C-2: Observation du drainage lymphatique etdétection du ganglion sentinelle aprés
injection péri-tumorale de nano-émulsion (20 pL & 6 uM en fluorophore).

D’autre part, I'encapsulation au sein des nanop#ds d’agents thérapeutiques tels
gue des photosensibilisateurs et des principefs antticancéreux (taxol) est également en

cours au sein du laboratoire.

En conclusion, ce travail de thése constitue ureuv® de concept: les nano-
emulsions développées ont la capacité de veéhitulgivo des agents d’intérét au sein de
tumeurs, a la fois par des mécanismes d’accumalptissifs mais également par ciblage actif
via la reconnaissance sélective de récepteursmegpra la surface de certaines cellules. Pour
compléter les travaux réalisés, des études complk@ines doivent étre menées afin de mieux
comprendre leur biodistribution, d’améliorer la esstivité de ces nano-transporteurs, ou
encore d’étudier leur toxicité. Il est égalementassaire d’étudier l'activité d’agents
thérapeutiques délivrés par ces nanoparticulesd&fimieux évaluer le potentiel prometteur

de ces nano-vecteurs.
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Annexe | : Matériels

La Suppocir& NC a été gracieusement offerte par Gattefossé@¢EjaLes surfactants
pegylés Myrj 49, Myrj 53 et Myrj 59 sont un don d#& société Croda (France). Les
fluorophores DiD et DiR ont été achetés chez Ingén (France). Le MAL-PEG5000-SCM a
été acquis chez Creative Biochem (USA). Les peptadRGD et cRAD ont été fournis par la
société Asynth Service B.V. (Pays-Bas). Tous leseaiproduits chimiques ont été achetés a
la société Sigma-Aldrich (France), notamment l'aude soja sous la référence 8001-22-7 et
la lécithine de soja sous la dénomination &PhosphatidylcholineBioChemika, from

soybean>30% as phosphatidylcholine » avec la référence 175
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Annexe Il : Dispositifs de mesure

Spectres d’absorption

Les spectres d’absorption sont enregistrés sumpant®photometre CARY 300 scan

de Varian.

Spectres d’émission

Les spectres de fluorescence sont enregistrés rewmpectrophotometre LS50B de

Perkin Elmer.

Diffusion quasi-élastique de la lumiére

Les mesures de taille des nanoparticules par dffuguasi-€lastique de la lumiere
sont réalisées sur un Nano ZS (Malvern, Royaum@-mviron 1 pL de nano-émulsion est
dispersé dans 999 pL de solution de chlorure deisod 154 mM ; 800 uL de cette solution
sont ensuite disposés dans une cuve a usage UPLABTIBRAND semi micro (PMMA).

Les mesures sont réalisées a température ambiante.

Potentiel zéta

Le potentiel zéta des nanoparticules est enregistiégide d’'un Nano ZS (Malvern,
Royaume-Uni). Environ 1 puL de nano-émulsion egpaelisé dans 999 uL de solution de PBS
diluée dix fois; cette solution est ensuite digmoslans une cuve jetable de mesure du
potentiel zéta (DTS1060C, Malvern, Royaume-Unik heesures sont réalisées a température

ambiante.
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Durée de vie de fluorescence (Fluorophore : DiD)

Le dispositif se compose dune diode laser émettant635 nm (50Mhz)
(Becker&Hickel, Allemagne) placée a l'entrée d'ufiere qui éclaire I'échantillon. La
lumiére diffusée ou la fluorescence émise est ci@lepar une seconde fibre, dont la seconde
extrémité est placée devant un tube photomultigica(Hamamatsu, Japon) couplé a une
carte de comptage de photon unique (TCSPC) (Bediiek&l, Allemagne). Lors de la
mesure de la fluorescence émise, un systeme gélest positionné entre la fibre optique et
le photomultiplicateur afin d’éliminer le signaleXcitation.

Un tel dispositif permet de mesurer l'intensité ldefluorescence et de tracer les
courbes reflétant le déclin de la fluorescencest-éedire I'évolution de la fluorescence
(exprimée en unités arbitraires) en fonction duper{picosecondes). Les durées de vie de
fluorescence sont ensuite obtenues en utilisantoggciel SPCimage (Becker&Hickel,
Allemagne) grace & I'ajustement par un déclin merpenentiel X;> = 1.0) des courbes de

déclin de fluorescence déconvoluées de la fond@réponse instrumentale (IRF).

Durée de vie de fluorescence (Fluorophore : DiR)

Le systeme utilisé pour obtenir les déclins derdsoence du DiR, en solution dans le
méthanol ou encapsulé dans les nanoparticulessgreission dans du PBS (10 mM, pH 7,3),
est différent de celui décrit plus haut car lesctes d’absorption et de fluorescence des deux
fluorophores sont différents.

Les mesure sont réalisées avec un dispositif exedétal utilisant un laser saphir-
titane (Tsunami, Spectra-Physics, USA) (80Mhz, i€fitosecondes), pompé par un laser
continu néodyme-vanadate (Millennia Pro, Spectrgsiels, USA)) (532 nm, 5W), et dont la
longueur d’onde est accordable entre 700 nm et X000 Pour ces mesures, la longueur
d’onde d’excitation est fixée a 740 nm. Le restaddypositif est identique a celui utilisé pour
mesurer les durées de vie de fluorescence du Di€gpeé les filtres optiques qui sont bien
slr adaptés au spectre de fluorescence du DIiR @ingila longueur d’onde d’excitation
appliquée.

Le calcul des durées de vie de fluorescence steede maniére similaire a celui

décrit plus haut.
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Annexe Ill : Parametres de sonication

L’'appareil de sonication utilisé pour obtenir lesnn-émulsions est un sonificateur
AV505° (Sonics, Newtown USA). Le Tableau A-1 regroupetype de sonde et les

parametres techniques de sonication en fonctionladéaille du lot de nano-émulsion

fabriquée.
Volume du lot Sonde Puissance Te“.‘ps _de Pulse
sonication o off
2mL 2 3 mm 25% 5 min 10s 30s
5mL 2 3 mm 30% 5 min 10s 30s
100 mL 2 13 mm 65% 25 min 10s 30s

Tableau A-1 : Parameétres de sonication en fonctiomle la taille du lot de nano-émulsion a
produire.
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Annexe IV . Préparation d'une nano-émulsion

non dopée issue de la formulation de référence

Un lot de 2 mL de nano-émulsion non dopée issuéadermulation de référence
(Tableau A-2) est préparé par dispersion d’'une @lmsleuse dans une phase aqueuse par
sonication.

La phase huileuse est préparée par ajout d’'un meéldihuile de soja (50 mg), de
Suppocir® NC (150 mg) et de lécithine (138 mg) dans 1 mididelorométhane. Le mélange
est agité jusqu'a compléte dissolution, puis leasdlorganique est évaporeé sous vide a 45°C.

La phase aqueuse est préparée par ajout de MygZBs3mg) a une solution agueuse
contenant 50 mg de glycérol et 1,384 mL de solus@ime ([NaCl] = 154 mM). Le mélange
est agité a 50°C jusqu'a dissolution du surfagtagylé.

La phase agueuse est ensuite ajoutée a la phdsedeyile mélange est chauffé a
50°C puis la solution est soniquée directementyasqgbtention d’'une nano-émulsion (voir

Annexe lll pour les parametres de sonication).

Masse (mg) % wiw
Phase Huile de soja 50 2,50
dispersee Suppocire® NC 150 7,50
Phase Glycérol 50 2,50
continue Solution saline g.s.p 2000 69,20
Lécithine 138 6,90
Surfactants
Myrj 53 228 11,40
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Tableau A-2 : Composition de la formulation de réféence pour un lot de 2 mL.




Annexe V : Préparation d'une nano-émulsion

fluorescente issue de la formulation de référence

Un lot de 2 mL de nano-émulsion dopée DiD a 400 igdlie de la formulation de
référence est préparé par dispersion d’'une phakribe contenant les fluorophores dans une
phase aqueuse par sonication.

Le fluorophore DiD est dissous dans du dichlorormgé¢hafin d’obtenir une solution &
10 mM.

La phase huileuse est préparée par ajout d’huilsoje (50 mg), de SuppocfteNC
(150 mg), de lécithine (138 mg), et de la solutilenfluorophore (80 uL ; 800 nmol) dans 1
mL de dichlorométhane. Le mélange est agité juscprapléte dissolution, puis le solvant
organique est évaporé sous vide a 45°C.

La phase aqueuse est préparée par ajout de MygZ8mg) a une solution aqueuse
contenant 50 mg de glycérol et 1,384 mL de solus@ime ([NaCl] = 154 mM). Le mélange
est agité a 50°C jusqu'a dissolution du surfagtagylé.

La phase aqueuse est ensuite ajoutée a la phdsasayile mélange est chauffé a
50°C puis la solution est soniquée directementylasqbtention d’'une nano-émulsion (voir

Annexe Il pour les parametres de sonication).
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Annexe VI :
PEG-MAL

Synthese du surfactant réactif : PE-

Le surfactant réactif est obtenu par couplage dulLNPEG5000-SCM sur la
phosphatidyléthanolamine (Figure A-1). Le Tableat8 Aegoupe les informations sur les

réactifs engageés au cours de la réaction.

CH,C, l NEt,

A/\A/\A/\/\/\)OJ\ﬁ \\/\/\k/ma/\/\?
WO

Figure A-1 : Schéma de synthése du PE-PEG5000-MAL.

Heisse €q. Densité | Nb umol s e
Molaire (mg) (V1)
MAL-PEG5000-SCM 5284 1 / 18,925 100 /
Phosphatidyléthanolamine 715,99 1,85 / 35,011 25,068 /
Triéthylamine 101,19 1,90 0,726 35,873 3,630 5,000

Tableau A-3 : Informations sur les réactifs engagés

100 mg (0,019 mmol) de MAL-PEG5000-SCM et 5 uL 8,6ng ; 0,036 mmol ; 1,9
€g.) de triéthylamine sont ajoutés a une solut®pliosphatidyléthanolamine (25 mg ; 0,035
mmol de PE ; 1,85 éq.) dans 1 mL de dichlorométtearigydre. Le mélange réactionnel est
agité pendant 2h sous argon. Le controle de I'satment de la réaction s’effectue par
chromatographie sur couche mince avec un éluamrafokrme-méthanol 95: 5 (v/v). Le
mélange réactionnel est ensuite évaporé sous vigelissous dans 2 mL de dichlorométhane.

La masse molaire du PE-PEG5000-MAL est de 5885/8fblg La solution finale a
une concentration en PE-PEG5000-MAL de 9,463 mNB®696 g/L.
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Annexe VII : Préparation d'une nano-émulsion
fluorescente issue de la formulation a 2,5 % m/m

de surfactant fonctionnalisable

Le protocole de préparation des nano-émulsionstifomtalisées est proche de ceux
déja décrits (Annexes IV et V). La principale difface réside dans le remplacement (moles a
moles) d’'une partie du surfactant pegylé par |éastant fonctionnalisable (Tableau A-4), ce

surfactant fonctionnalisable étant par contre ipoo& au sein de la phase huileuse.

Masse (mg) % m/m pmol
Phase Huile de soja 50 2,5 /
dispersee Suppocire® NC 150 7,5 /
Phase Glycerol 50 2,5 /
continue Solution saline q.s.p 2000 65,3 /

Lécithine 138 6,9 183,5

Surfactants Myrj 53 207 10,4 83,3

PE-PEG-MAL 49 2,5 8,4

Tableau A-4 : Composition de la formulation a 2,5 %m/m de surfactant fonctionnalisable (lot de
2 mL).

La phase huileuse est préparée par mélange damslO¢ge dichlorométhane d’huile
de soja (50 mg), de Suppodir&lC (150 mg), de lécithine (138 mg), du fluoroph¢8e0
nmol soit 80 pL d’'une solution de DIiD a 10 mM ddesdichlorométhane), et de PE-
PEG5000-MAL (49 mg ; 8,4 umol soit 880 uL de lausioin décrite dans I'annexe VI). Le
mélange est agité jusqu'a compléte dissolution ales ies composants, puis le solvant
organique est évaporé sous vide a 45°C.

La phase aqueuse est préparée par ajout de Myg®m3mg) a une solution aqueuse
contenant 50 mg de glycérol et 1,356 mL de solutaanpon de greffage (Hepes 0,05M ;
EDTA 0,01 M ; pH 7,4). Le mélange est agité a 5Qfgju‘a dissolution du surfactant pegylé.

La phase aqueuse est ensuite ajoutée a la phdsasayile mélange est chauffé a
50°C puis la solution est soniquée directementylasqbtention d’'une nano-émulsion (voir

Annexe Il pour les parametres de sonication).
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La solution de nanoparticules fonctionnalisableseesuite divisée en 3 fractions de
600 puL chacune, auxquelles sont ajoutés 400 plLotlgian tampon de greffage (Hepes
0,05M; EDTA 0,01 M; pH 7,4). Chacune de ces sohg de nanoparticules

fonctionnalisables contient environ 2,5 pmol deugement maléimide.

Le cRGD (2,697 mg; 3,747 umol ; 1,5 éq.) et le ERR,751 mg ; 3,747 umol ; 1,5
€g.) sont chacun dissous dans 200 pL d’'une soldé&onhCEP (40 mM soit 8 pmol pour 200
ML) dans de I'eau déionisée. Ces deux solutionsj gu’une troisieme composée uniquement
de 200 pL de solution de TCEP (40 mM) dans de l'eé@ionisée, sont agitées pendant 30
minutes a température ambiante et a I'abri dertadte.

Ces trois solutions sont ensuite ajoutées aux 3utisnk de nanoparticules
fonctionnalisables et les mélanges sont agités grerl heures a température ambiante et a
I'abri de la lumiere. Lg-mercapto-éthanol (7,5 umol ; 3 éq.) est ensudatéja chacune des
trois solutions, qui sont agitées pendant 30 mmatpplémentaires a température ambiante et
a l'abri de la lumiére.

Les nano-émulsions fonctionnalisées sont ensuitdysies séparément (seuil de
coupure : 12-14000 Da) contre 600 mL d'une solutitn NaCl a 154 mM, pendant 90
minutes en changeant le dialysat toutes les 30teBnu

Apres purification, les solutions sont dosées pgmcsométrie de fluorescence et
diluées avec une solution de NaCl a 154 mM afijudter la concentration en fluorophores a

50 uM. Enfin les solutions sont stérilisées pardilon (0,22 um).
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Annexe VIl : Protocoles cellulaires

Cultures cellulaires

Les cellules Ts/Apc sont cultivées dans un milieu adilture RPMI 1640 (Gibco,
France) supplémenté avec du glucose 4,5 g/l (Sigiaideh), 10 % de sérum de veau foetal
(décomplémenté pendant 30 minutes a 56°C), 1% d&argine (Sigma-Aldrich), de la
pénicilline (50 U.mLY) (Sigma-Aldrich), de la streptomycine (50 pg.MI(Sigma-Aldrich) et
du B-mercapto-éthanol (50 nM) (Sigma-Aldrich).

Les cellules OVCAR sont cultivées dans du milieu RM640 (Gibco), supplémenté
avec 20 % de sérum de veau foetal (décomplémentapeB0 minutes a 56°C), 1% de
glutamine, de la pénicilline (50 U.r.et de la streptomycine (50 pg.mL

Les cellules HEKB3 sont cultivées dans du milieu DMEM (Gibco), s@mpénté avec
du glucose a 4,5 g/L, 10 % de sérum de veau fa¢alomplémenté pendant 30 minutes a
56°C), 1% de glutamine (Sigma-Aldrich), de la péle (50 U/mL) (Sigma-Aldrich), de la
streptomycine (50 pg/mL) (Sigma-Aldrich) et de 1418 (700 pug/mLI)(Gibco).

Les cellules sont maintenues a 37°C sous atmospiuenge enrichie & 5% de GO
Elles sont repiquées deux fois par semaine, apss®diation du tapis cellulaire avec un

mélange trypsine/EDTA (Gibco).

Les cellules tumorales (10 millions de cellules ptas Ts/Apc ou OVCAR et 20
millions pour les HEKB3) sont implantées en sous-cutané au niveau dudealat patte des
sourisSwiss NudeNMRI femelles (Janvier, France), agées de 6 an@asees. L'injection du
traceur est réalisé entre 2 et 6 semaines apraplditation des cellules en fonction de la

lignée tumorales (les tumeurs ont alors un diant&tnepris entre 6 et 8 mm).

Analyse par cytométrie en flux

Les cellules adhérentes HHK3 sont mises en suspension avec de la trypsine, pui

elles sont rincées une fois avec du PBS 1X a testymér ambiante et une fois avec du PBS
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froid (4°C) contenant 1 mM de Mgf€let 1 mM de CaGl Pour chaque condition
expérimentale, un million de cellules est resuspatahs 200 pL de PBS 1X Kf¢Ce ou de
DMEM a 10% de sérum de veau fcetal, contenant lespaaticules a une concentration
finale de 0,2 uM en DID. L'incubation est realisiel°C pendant 15 minutes. Les cellules
sont ensuite rincées deux fois avec du PBS 1X'Ma@g’*, puis resuspendues dans 500 pL de
PBS 1X Md'/C&"* avant d'étre analysées par un cytométre en fluacgRria, Becton
Dickinson, France).

Les cellules sont ensuite incubées avec les namagas (OH — cRGD - cRAD)

pendant une heure a 37°C et analysées par cytene@tfiux toutes les quinze minutes.

Analyse par microscopie de fluorescence

Les cellules adhérentes HEI8 sont cultivées sur des lamelles, en plaque dauRd,
pendant 24h. Les cellules sont rincées une prenfggseavec du PBS 1X a température
ambiante, puis par du PBS 1X froid (4°C) conterfantiM de MgC} et 1 mM de CaGl Les
cellules sont ensuite incubées 15 minutes & 4°G 2@6 uL de PBS 1X M§C&”, contenant
les nanoparticules & une concentration finale dqu®) en DiD. Aprés deux rincages avec du
PBS 1X Md'/C&" & 4°C, les cellules sont fixées pendant 10 minates du PFA 0,5 % et
les noyaux des cellules sont colorés avec uneisolde Hoechst a 5 UM pendant 10 minutes.

Les lames sont montées avec du Mowiol et obseraées un microscope optique a

fluorescence (Axiophot équipé d’'une caméra CCD).
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