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Introduction générale

1. Le cancer

Le cancer représente 1’une des premieres causes de mortalité dans le monde a ’origine de
13% des décés en 2008 (Fig. 1). Chaque année, le nombre de nouveaux cas diagnostiqués
augmente, en raison de la croissance et du vieillissement de la population mondiale ainsi que
de D’exposition plus fréquente a des facteurs de risque comportementaux (tabagisme,
alcoolisme...), et environnementaux (pollution)>. En France, depuis 2004, le cancer se place
au premier rang des causes de mortalité devant les maladies cardio-vasculaires et est a
I’origine d’un décés sur trois chez I’homme et un décés sur quatre chez la femme®. Les
cancers les plus fréquents chez I’homme sont le cancer de la prostate, le cancer du poumon et
le cancer colorectal. Chez la femme il s’agit du cancer du sein, du cancer colorectal et du

cancer du poumon (données ARC pour la France en 2012).

Ereast

Prostate
Lung
Colorectum
Cervix uteri
Stomach
Liver

Corpus uteri
Oesophagus
Crvary
Bladder

Mon-Hodgkin ymphoma

Leukaemia

Kidney
B Incidence

Pancreas M Mortality

0 10 20 30 40
ASR (W) rate per 100,000

Fig. 1 : Incidence et mortalité des cancers les plus fréquents dans le monde pour 'année 2008*

Si les cas de cancer sont de plus en plus nombreux, ils sont cependant mieux pris en charge

par le corps médical. Grace aux avancées remarquables dans le domaine médical tant sur la
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Introduction générale

connaissance en biologie des tumeurs qu’en diagnostic et dépistage, le taux de mortalité di au
cancer a reculé de 1,6% chez I’homme et 0,8% chez la femme par an depuis 1991 en France

(Fig. 2)%. A ce jour, le taux de survie a 5 ans aprés diagnostic de la maladie est de 50-60%".

Homme Femme

m] —— Incidence estimée Homme a —— Incidence estimée Femme ——  Mortalité estimeée » Mortalité observee

Fig. 2 : Tendance chronologique de Pincidence et la mortalité pour tous les cancers en France®

Le traitement du cancer repose sur trois approches principales : la chirurgie pour 1’exérése de
la tumeur, la radiothérapie visant a détruire localement les cellules cancéreuses et la
chimiothérapie permettant d’éliminer les cellules cancéreuses isolées et les métastases par
diffusion de I’agent thérapeutique dans I’ensemble de 1’organisme. Certains types de cancer
nécessitent le recours a des traitements plus spécialisés tels que 1’hormonothérapie ou
I’'immunothérapie. Selon les cas, ces différentes approches peuvent étre prescrites seules,
successivement ou en association, afin de réduire les risques de récidives. En ce qui concerne
la chimiothérapie, les régimes cliniques standards associent plusieurs agents anticancéreux en
concomitance afin de potentialiser 1’efficacité de chacune des molécules. Le traitement
s’effectue sur plusieurs séances d’injections quotidiennes espacées par des periodes de repos

nécessaires a la régénération des tissus sains affectés par la thérapie.

Certains cancers sont neanmoins incurables, ne répondant pas a 1’arsenal des thérapies
disponibles en clinique. Ils représentent 1/3 des cancers aujourd’hui et restent associés a un

pronostic sombre. Parmi les cancers les plus agressifs figurent notamment les cancers du sein
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Introduction générale

triple négatif et les tumeurs du cerveau. Ces deux types de cancers seront décrits plus en détail
dans les paragraphes suivants.

Le cancer du sein est le plus répandu et le plus meurtrier des cancers féminins. Grace aux
récents progrés thérapeutiques et diagnostiques ainsi qu’au développement du dépistage
précoce, le taux de mortalité 1ié au cancer du sein a diminué sur les 20 derniéres années’.
Aujourd’hui, le taux de survie a 5 ans aprés diagnostique est de 85% chez les patientes
atteintes de cancer du sein®. Le traitement de premiére intention est généralement la chirurgie
qui, lorsque le diagnostic est suffisamment précoce, peut se limiter a une tumorectomie ou,
dans les cas plus avancés, une mastectomie partielle ou totale. La chirurgie est généralement

associéee a un traitement complémentaire défini selon le type et le stade du cancer.

Dans 60% des cas, le cancer est de type hormono-dépendant, signifiant que la croissance des
cellules tumorales est stimulée par les hormones (wstrogénes et/ou progestérones)®*°. Cette
catégorie de cancer s’identifie par la présence de récepteurs hormonaux et se traite par
hormonothérapie via des anti-oestrogenes ou des anti-aromatases. Les anti-oestrogénes
empéchent I’hormone de se fixer aux récepteurs, bloguant ainsi leur action. La molécule anti-
oestrogénique de référence est le tamoxiféene commercialisé, entre autre, sous le nom de
Nolvadex®. Concernant les inhibiteurs de I’aromatase, leur mécanisme consiste & empécher la
synthése d’cestrogéne et sont uniquement prescrits aux femmes ménopausées. Le médecin
peut également avoir recours a la suppression ovarienne, technique plus radicale qui permet

d’6ter I’organe producteur des hormones.

Les avancées en génétique humaine ont permis d’identifier un second type de cancer
caractérisé par une surexpression du récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain
(HER2) qui favorise la prolifération des cellules. Ces cancers représentent 15 a 20% des
cancers du sein et bénéficient depuis peu d’une thérapie ciblée par le trastuzumab

(Herceptin®), un anticorps monoclonal bloguant le récepteur HER2'*2.

Certains cancers ne possedent aucun de ces trois marqueurs (récepteur a 1’cestrogéne,
récepteur a la progestérone et HER2) et sont connus sous le nom de cancer du sein triple
négatif (CSTN). Le CSTN représente 10 a 15% de la totalité des cancers du sein et figure
parmi les cancers les plus agressifs™**. En raison de leur statut triple négatif, les CSTN ne
répondent ni a ’hormonothérapie, ni la thérapie ciblée par trastuzumab. Ils se caractérisent

également par une grande hétérogénéité au sein de leur propre groupe et sont associés a un
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haut risque de récidive et envahissement métastasique conduisant a une mort précoce. Par
conséquent, le pronostic pour les patientes atteintes du CSTN est le plus sombre parmi tous

les cancers du sein.

Bien qu’aucun protocole n’ait a ce jour été standardisé, la chimiothérapie constituée
d’anthracyclines et de taxanes demeure la forme de traitement principale®®. Les recherches
actuelles se concentrent sur la découverte de marqueurs moléculaires spécifiques permettant
de mieux définir cette catégorie de cancer du sein. Il a été démontré récemment que la plupart
des CSTN présente un disfonctionnement du gene BRCA 1 (BReast CAncer 1) impliquée
dans la réparation de I’ADN. Cette défaillance ouvre la possibilité d’utiliser les agents
alkylants de I’ADN tels que les molécules de la famille du cisplatine, qui font actuellement
I’objet d’¢études cliniques pour le traitement du CSTN™. D’autres traitements alternatifs sont
en cours d’investigation tel que I’iniparib, un inhibiteur de PARP (poly(adénosine
diphosphate-ribose) polymeérase) impliqué également dans la réparation de I’ADN, qui,
combiné a la chimiothérapie, a significativement prolongé la survie de femmes atteintes de

CSTN lors d’une étude clinique de phase 11"

Dans le méme contexte de défi médical figurent les tumeurs primaires du cerveau. Les
tumeurs cérébrales représentent 1,3% de I’ensemble des cancers diagnostiqués annuellement
et 20% des cancers pédiatriques™®. Parmi les différents types de tumeurs, les gliomes, issus
des cellules gliales, cellules de soutien des neurones, représentent 40 a 60% des tumeurs
primaires du cerveau’. Selon la classification histologique de 1’organisation mondiale de la
santé, les gliomes sont définis par leur grade de sévérité, du grade | pour les tumeurs bénignes
au grade IV pour les tumeurs les plus agressives également appelées glioblastomes. Il est
important de noter que les tumeurs bégnines peuvent étre aussi dangereuses que les tumeurs

malignes de par leur localisation qui peut mettre en jeu le pronostic vital.

Les glioblastomes constituent les tumeurs malignes primitives cérébrales les plus fréquentes
chez I’adulte. Leur caractere hétérogéne et leur capacité a infiltrer le tissu sain et a proliférer
rapidement entrainent un pronostic sombre. Le traitement du glioblastome débute par une
exérese de la tumeur aussi large que possible permettant de réduire les symptdémes provoqués
par la masse tumorale. La chirurgie est ensuite complétée par radiothérapie et chimiothérapie.
Malgré ce protocole agressif, le risque de récidive est quasi-systématique et relie a la présence
de cellules souches insensibles aux différentes attaques thérapeutiques® ainsi qu’aux cellules

infiltrées dans le parenchyme’. L’introduction du témozolomide (TMZ) en clinique pour le
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traitement du glioblastome a permis un progres dans la prise en charge de la maladie. Le
témozolomide a été développé dans les années 80 suite & une méthode de conception
rationnelle de médicament entreprise par le centre national de recherche anglais (UK Cancer
Research Campaign)®. Le TMZ est un agent alkylant de ’ADN®’. Son mécanisme d’action
repose sur une premicre étape d’activation spontanée de la molécule en milieu aqueux et a pH
physiologique conduisant au MTIC (5-(3-methyl)1-triazen-1-yl-imidazole-4-carboxamide).
Le métabolite actif agit ensuite par alkylation de la guanine en position O° entrainant une
réparation aberrante de I’ADN méthylé?°. Au cours des études précliniques et cliniques, le
TMZ a fait preuve d’une trés bonne pénétration dans tous les tissus, incluant le cerveau. Il a
démontré également une excellente biodisponibilité par voie orale, restant intact aprés
absorption grace a sa stabilité & pH acide?. Par conséquent le TMZ, offre la possibilité d’une
thérapie confortable pour le patient par sa prise orale et efficace en termes de ralentissement
de la progression tumorale. Des études précliniques ont, par ailleurs, mis en évidence une
activité synergique entre le TMZ et la radiothérapie (RT)?. Ces résultats prometteurs ont
stimulé la mise en place d’une étude de phase III en 2005 réalisée sur des patients atteints de
gliobastomes nouvellement diagnostiqués, traités par administration de TMZ concurrente et
adjuvante a la RT en comparaison a une RT seule. Les motifs de ce protocole sont fondés sur
le constat que I’administration prolongée de TMZ entraine une radiosensibilité impliquant une
augmentation des catastrophes mitotiques®® et une auto-chimiosensibilité induite par la
déplétion en MGMT (O°-méthylguanine DNA méthyltransférase), enzyme de réparation de
I’ADN®. Les résultats de cet essai clinique ont conclu & une amélioration significative de la
survie passant de 12,1 mois a 14,6 mois avec 9,8% de survie a 5 ans post-diagnostic comparé
4 1,9% pour la radiothérapie seule®. C’est a partir de cette étude que le protocole de référence
actuellement appliqué pour le traitement du glioblastome multiforme nouvellement

diagnostiqué, appelé protocole Stupp, a été établi.

Les recherches sur le glioblastome demeurent trés actives avec un nombre considérable
d’essais cliniques (849 en octobre 2013) témoignant du grand investissement du corps
scientifique dans la lutte contre cette maladie désastreuse. Compte tenu de 1’hétérogénéité
intratumorale et de la variabilité inter-patients des gliomes malins, diverses voies de recherche
sont développées pour concevoir des thérapies ciblées et personnalisées®. Parmi les thérapies
ciblées a I’étude actuellement figurent le traitement anti-angiogénique par le bevacizumab, un

anticorps monoclonal anti-VEGF (vascular endothelial growth factor) et des thérapies dirigées
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contre les récepteurs a tyrosine kinase (RTK) tels que I’EGFR (epidermal growth factor
receptor) et le PDGFR (platelet derived-growth factor receptor).

2. Les composés bioorganométalliques a base de ferrocene: les

ferrociféenes

Le concept de chimiothérapie a été introduit par Paul Ehrlich en 1908 suite a la découverte de
Iactivité anti-syphilitique du salvarsan, un composé métallique a base d’arsenic®’. Dans les
années 60, Rosenberg et son équipe découvrent de facon fortuite les propriétés
antiprolifératives du cisplatine, une autre molécule métallique & base de platine?®. Aujourd’hui
le cisplatine, de la famille des alkylants de I’ADN, figure parmi les molécules anticancéreuses
les plus révolutionnaires. Depuis son arrivée en clinique en 1978, il a considérablement
modifié le pronostic de certains cancers, notamment le cancer des testicules avec 90% de
guérison. Les complexes de coordination du platine représentent des produits majeurs de
chimiothérapie anticancéreuse et sont fréquemment utilisés dans divers régimes
thérapeutiques, notamment pour le cancer de lovaire, de la vessie et colorectal®. Le
mécanisme d’action du cisplatine repose sur une premiére étape d’activation intracellulaire
par remplacement d’un ligand CI" par de I’eau (aquation) puis coordination du platine avec
deux guanines voisines de I’ADN. Cette fixation occasionne une distorsion du brin d’ADN
conduisant & la mort cellulaire par apoptose®®. Malgré les exploits thérapeutiques du
cisplatine, son utilisation en clinique est associée a des effets secondaires, en particulier des

phénoménes de toxicité ainsi que I’acquisition de résistance limitant son efficacité®"*?,

Néanmoins, les succes du cisplatine et du salvarsan ont attiré 1’attention sur les propriétés que
peut conférer la présence d’un groupement métallique sur I’activité biologique d’une
molécule. En effet, I’introduction d’un métal offre la triple possibilité d’une activité redox,
d’un choix structurel varié lié a la chimie de coordination ainsi que d’une cinétique d’échange
de ligand®. Par conséquent, les chimistes se sont orientés vers la synthése de molécules & base
métallique pour une nouvelle réactivité médicinale. A ce jour, plusieurs métallocomplexes ont
atteint les essais cliniques. Une phase I est actuellement en cours pour 1’étude de ’effet de
doses croissantes d’un complexe de ruthénium NKP-1339, sur des patients atteints de tumeurs
solides avancées (NCTO01415297). De méme, l’auranofine, un composé a base d’or,
commercialisé sous le nom Ridaura® contre I’arthrite rhumatoide, est actuellement en phase II

pour le traitement de la leucémie lymphoide chronique (NCT01419691). Le mécanisme

18



Introduction générale

d’action du NKP-1339 implique la réduction du Ru (II1) en Ru (Il) favorisée par une
condition hypoxique, suivi d’une perturbation de la balance redox cellulaire et induction de
I’apoptose par la voie mitochondriale®. L’activité anticancéreuse de 1’auranofine impliquerait
le systeme thiorédoxine/thiorédoxine reductase (Txr) avec inhibition de la Txr suivie du

déclenchement de I’apoptose également induite par la voie mitochondriale®.

Les exemples de ces deux complexes métalliques soulignent I’apparition d’une approche
alternative de traitement du cancer non basée sur une attaque de I’ADN. Cette chimie ouvre
donc la perspective d’une nouvelle classe de composés thérapeutiques possédant un mode
d’action spécifique au métal. C’est dans ce contexte que s’inscrivent les travaux de 1’équipe
du Pr. Gérard Jaouen et du Dr. Anne Vessieres sur la synthése de molécules
organométalliques dérivées du ferrocéne pour des applications médicales®. Cette thématique
appelée chimie bioorganométallique, développée au sein de I’ENSCP, résulte de la fusion de
la chimie organométallique avec la biologie. La base de leur approche consiste a développer
des dérivés ferrocéniques de I’hydroxytamoxifene, métabolite actif du tamoxiféne, en
substituant un groupement phényle par le ferrocéne. Les molécules résultantes sont appelées
ferrocifenes (Fig. 3).
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Hydroxytamoxifene (OHTam]) FcOHTam

Fig. 3 : Synthése schématique du FCOHTAM issu de la combinaison de I’hydroxytamoxiféne et du

ferrocene

Le premier complexe ferrocénique a avoir été étudié est le FcOHTam (Fig. 3). Ce tamoxifene
hybride conserve une activité similaire a celle du produit d’origine sur les cellules de cancer
du sein cestrogeéne-dépendant, mais demontre également un effet cytotoxique inattendu sur des
cellules de cancer du sein triple négatif. La présence du groupe ferrocénique jouerait le role de

catalyseur d’oxydation intramoléculaire qui induirait un effet antiprolifératif associé a une
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production de dérivés réactifs de I’oxygene et I’entrée en sénescence (mécanisme d’arrét de la
multiplication cellulaire)®’. Suite & ce résultat encourageant, I’équipe a développé une série de
molécules organométalliques a base de ferrocene, en déclinant différents groupements
chimiques greffés sur le squelette du tamoxiféne. Une étude de relation structure/activité
réalisée sur un large panel de molécules ferrociféniques a permis d’identifier 3 composés
« leaders » nommeés FcOHTam, FcdiOH et ansa-FcdiOH (Fig. 4). Ces complexes ont été
sélectionnés d’apres leurs valeurs faibles d’IC50 (concentration inhibant la croissance
cellulaire a 50%) obtenus sur différentes lignées de cancers du sein, du micromolaire pour

FCOHTam et FcdiOH au nanomolaire pour ansa-FcdiOH®,

OH OH
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Fig. 4 : Les 3 composés ferrocéniques « leaders » : FFOHTam, FcdiOH et ansa-FcdiOH

Le ferrociphénol (FcdiOH) a déja fait ses preuves en termes d’activité thérapeutique sur un
modéle de gliome expérimental. En effet, le traitement d’animaux porteurs de gliome sous-
cutané par le FcdiOH, encapsulé dans les nanocapsules lipidiques, a entrainé un arrét de la
prolifération des cellules cancéreuses et une disparition de la masse tumorale®. De plus,
I’administration de ces LNC-FcdiOH pour le traitement de gliomes intracérébraux a permis
d’obtenir des augmentations de survie modestes mais significatives, prouvant le potentiel

thérapeutique de ce complexe ferrocénique.

En ce qui concerne le complexe ansa-FcdiOH, il différe des deux autres par une liaison entre
les deux cyclopentadiénes. Les deux complexes diphénoliques (ansa-FcdiOH et FcdiOH) ont
été testés sur un panel de 60 lignées de cellules cancéreuses du National Cancer Institute
(NCI). Une cytotoxicité plus forte a été mise en évidence pour le complexe a cycle ferme,
avec un 1C50 moyen de 0,18uM par rapport & 0,53uM pour FcdiOH*.. Il semblerait que cette

contrainte structurelle potentialise 1’effet cytotoxique d’ansa-FcdiOH. De plus, son mode
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d’action ne correspond & aucune des 171 molécules de référence provenant de la base de
données du NCI. Ces différentes considérations laissent présager une activité prometteuse

pour ce nouveau complexe.

3. La vectorisation et les nanocapsules lipidiques

Le caractere hydrophobe de ces organométalliques nécessite le recours a une stratégie de
formulation pour permettre leur administration. Les nanomédecines, application des
nanotechnologies a la médecine, apparaissent aujourd’hui comme un outil thérapeutique
prometteur pour tenter de surmonter les obstacles rencontrés en oncologie grace a leur
dimension mésoscopique. La nanotechnologie est un domaine multidisciplinaire qui allie des
principes et techniques avancés en chimie, biologie, physique et ingénierie pour la conception
d’objets nanométriques performants. Les nanomédecines se rapportent a des structures de
tailles s’échelonnant du nanometre a quelques centaines de nanomeétres. Sur les 20 derniéres
années, de nombreux systémes nanoparticulaires organiques ou inorganiques ont été
développés pour des applications en oncologie***®, Selon le systéme, I’agent actif peut étre

dissout, piégé, encapsulé dans la nanostructure ou encore adsorbé ou attaché a sa surface.

Les catégories de nanoparticules en thérapie cancéreuse incluent les liposomes, les
nanoparticules polymeériques, les micelles, les nanoparticules inorganiques et les
nanosystemes lipidiques. La diversité des systemes particulaires existants offre un large choix
de tailles, de formes, de structures et de compositions permettant de concevoir 1’objet adéquat
a I’application envisagée. Ces systemes sont du méme ordre de taille que les anticorps, les
récepteurs membranaires et les protéines. Cette caractéristique biomimétique associée a leur
importante surface développée ainsi qu’a des possibilités de modification de surface leur
conférent des propriétés uniques. Les nanomédecines représentent donc des outils puissants
pour des applications thérapeutiques, diagnostiques et d’imagerie, portant 1’espoir d’une
nouvelle approche de lutte contre le cancer. Les principaux avantages a utiliser ces systemes
pour la vectorisation d’agents actifs comprennent une meilleure solubilité dans les milieux
biologiques, un profil pharmacocinétique modifié, une protection contre les dégradations

physiologiques et une réduction des effets toxiques.

Gréce a une recherche active, certains nanosystémes sont aujourd’hui utilisés en clinique et
d’autres sont en cours d’investigation en préclinique. Dans la gamme de nanoparticules

approuveées par la FDA figurent, entre autres, les formes liposomales de la doxorubicine avec
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le Myocet®™* et le Caelyx®/Doxil®®, les nanoparticules d’albumine pour le paclitaxel
(Abraxane®) ainsi que la solution micellaire de paclitaxel Genexol-PM.

Parmi les systémes au stade préclinique figurent les nanocapsules lipidiques (LNC), un
nanovecteur biomimétique a ceeur huileux mis au point et breveté par notre laboratoire (Fig. 5)*°.
L’obtention des LNC repose sur la méthode d’inversion de phase par la température. Leur
procédé sans solvant et peu couteux en énergie leur confére un avantage par rapport aux
autres nanosystemes et permet une transposition industrielle relativement aisée. La structure
de la nanocapsule est constituée par un cceur de triglycérides a chaines moyennes autour
duquel s’organisent un surfactant hydrophile majoritaire a base de polyéthylene glycol (PEG)
responsable de 1’inversion de phase, et un surfactant lipophile composé principalement de
phosphatidylcholine (Iécithine) qui participe a la rigidité de la coque. Le rapport entre chaque
constituant des LNC est le paramétre clé qui gouverne la taille des particules obtenues.
L’étude approfondie du diagramme de phase a permis d’établir différentes compositions,

permettant de formuler des nanovecteurs de taille ajustable s’échelonnant de 20 & 100 nm*’.

Depuis leur développement, les LNC ont montré leur capacité a encapsuler différents agents
thérapeutiques avec succes tels que le paclitaxel®®, le docétaxel®, 1’étoposide®, du matériel
génétique™ et des complexes du rhénium>?, ainsi que leur performance & délivrer ’agent actif
aux tumeurs solides*®. Ces nano-objets ont également prouvé étre un vecteur adéquat pour le

|39

ferrociphénol®™ et représentent donc un candidat intéressant pour les autres composés de la

famille des ferrocifénes.

+ eau
o~ + }\ + U —

85°C -60°C
Hydroxystéarate Phospholipides Triglycérides v

de PEG 660 cg/c10

Fig. 5 : Représentation schématique de la nanocapsule lipidique
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L architecture des LNC offre la possibilité de modifier leur surface, permettant d’adapter le
comportement pharmacologique du vecteur a I’application envisagée. Un exemple de
modification couramment utilisée dans le domaine des nanomédecines est le recouvrement
des LNC par des longues chaines de PEG par post-insertion de phospholipides PEGylés dans
la coque des LNC®. La couronne de PEG forme une barriére stérique hydrophile contre les
protéines du systéme immunitaire permettant ainsi une circulation plasmatique prolongée. Un
tel profil cinétique favorise 1I’accumulation des LNC dans les tumeurs gréace a la perméabilité
accrue des vaisseaux tumoraux, appelé effet EPR (Enhanced Permeability and Retention
effect)®’. 1 est également possible de décorer la surface des LNC par des ligands en vue d’un
ciblage actif. Le greffage peut se faire, par exemple, a I’extrémité des phospholipides

PEGylés possédant un groupement terminal fonctionnel®*.
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4. Objectifs de these

Les ferrociféenes sont des molécules inorganiques aux propriétés innovantes qui présentent un
intérét dans la thérapie du cancer du sein et du gliome malin. Mes travaux de these
s’inscrivent donc dans le cadre d’un développement préclinique de nanomédicaments
associant les complexes ferrocéniques aux nanocapsules lipidiques, vecteur performant pour

la délivrance de principes actifs. Les 3 objectifs principaux sont :

e [’évaluation de nouveaux composés de la famille des ferrocifénes (le FCOHTam et
I’ansa-FcdiOH) dans la thérapie de ces cancers via leur encapsulation dans les LNC.

e [’optimisation du procédé d’obtention de LNC furtives et leur devenir in vivo.

e [’évaluation de différentes modalités d’administration des LNC pour une délivrance

cérébrale.
Ce manuscrit rapporte les résultats de ces travaux, organisés autour de 3 chapitres.

Le premier chapitre de thése s’intitule « Nouvelle stratégie de traitement du cancer : Les LNC
de ferrociféne ». En préambule de ce chapitre, une revue bibliographique expose les
différentes stratégies galéniques développées pour remédier aux problémes pharmacologiques
rencontrés avec 1’émergence des métallocomplexes (publication n°l). La publication n°2
présente 1’étude de I’effet thérapeutique du FCOHTam encapsulé dans les LNC sur un modéle
de cancer du sein triple négatif.

Le titre du second chapitre est « Optimisation du procédé de formulation de LNC furtives
(LNC OS) et évaluation de I’efficacité des LNC OS d’ansa-FcdiOH in vivo ». L’objectif de la
premiere étude présentée (publication n°3) a pour intention de consolider les connaissances
sur la formulation et I’interaction des LNC avec le milieu vivant via la technique de FRET. La
publication suivante (publication n°4) décrit 1’évaluation du nouveau composé ferrocénique

(ansa-FcdiOH) encapsulé au sein de ces LNC furtives sur un modéle de gliome intradermique.

Le dernier chapitre « Stratégies d’administration pour la délivrance cérébrale des LNC »
s’intéresse aux différentes voies d’injection permettant de délivrer les LNC dans le cerveau.
Une description physiologique des barrieres cérébrales est présentée en introduction. Puis, les
résultats de survie d’animaux porteurs de gliomes obtenus suite a 1’injection intracérébrale ou
intra-carotidienne de LNC fonctionnalisées sont détaillés dans la publication n°5. Enfin,
d’autres tentatives d’approches pour une délivrance cérébrale sont développées dans une

partie rédigee en francais.
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Nouvelle stratégie de traitement du cancer : les LNC de

ferrociféene

Le cancer demeurant une des premiéres causes de déces chez I’homme, de nouvelles
approches thérapeutiques sont nécessaires pour faire face a ce fardeau. Depuis quelques
années, les métallocomplexes ont fait leur retour sur la scéne médicale, aprés la découverte du
cisplatine dans les années 80, portant 1’espoir d’offrir une diversité thérapeutique face aux

composés organiques conventionnels.

Le laboratoire Charles Friedel de I’ENSCP propose une nouvelle chimie médicinale basée sur
des complexes organométalliques de ferrocéne. En raison des résultats préliminaires
favorables obtenus in vitro, 1’évaluation de ces composés sur des modéles expérimentaux a
constitué la nouvelle étape a franchir. Pour des études précliniques, ces molécules a caractere
hydrophobe requi¢rent le développement d’une forme galénique permettant leur
administration chez I’animal. Les nanocapsules lipidiques ont prouvé étre un vecteur adapté a
ces molécules puisqu’elles ont déja permis d’obtenir des taux d’encapsulation satisfaisants de
ferrociphénol, le premier ferrocifene a avoir été étudié in vivo lors de précédents travaux de

thése.

Cette partie expose, au sein d’une revue bibliographique, les différentes stratégies galéniques
mises en oeuvre pour surmonter les faiblesses pharmacologiques rencontrées avec les
molécules anticancéreuses a base de métal (publication n°l). La publication n°2 décrit
I’évaluation du FcOHTam, un dérivé métallique du tamoxiféne nouvellement encapsulé dans

les LNC, sur un modele de xénogreffe de cancer du sein triple négatif.
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Since the serependitous discovery of the cisplatin
antiproliferative activity, many efforts have focused on the
design of potent metal-based drugs for oncology therapies.
A large number of these complexes have been evaluated in
vitro and in vivo and some have reached clinical trials. However,
while metallodrug chemistry has developed to an advanced
level, these emerging therapeutics have encountered new
hurdles including poor water solubility and pharmacological
deficiencies. Today, solutions to overcome these issues do not
lie in synthesizing new anticancer drugs but in finding suitable
drug delivery strategies. Over the past decades, various
delivery systems have been developed including prodrug,
ligand design and nanocarriers aimed at enhancing the
performance profile of these novel metallodrugs.
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Introduction

Despite markedly progresses in cancer diagnosis and
therapy over the past decades, cancer remains the second
most common cause of death (American Cancer Society).
Since the discovery of its antiproliferative activity by
Rosenberg [1] in 1965 and its subsequent FDA approval
as a chemotherapeutic agent in 1978, cisplatin (Figure 1)
used alone or in combination with other drugs, has proven
high efficacy against various types of cancers, such as
ovarian, head and neck, bladder, testicular and lung
cancers [2,3]. Regardless of the great achievements of
cisplatin, its clinical use suffers from some major draw-
backs such as severe toxic side effects including neuro-
toxicity, hepatotoxicity, and nephrotoxicity [4,5] and drug
resistance phenomenon leading to unsuccessful treat-
ment [6]. Nevertheless, the high cisplatin potency in

oncology has raised the interest in metal-based drugs
as potential chemotherapeutics. Interestingly, metals
offer diverse chemistries for the design of anticancer
agents over organic compounds, including a wide range
of coordination numbers, accessible redox state and
ligand substitution kinetic. Those properties confer a
wide structural diversity that can be exploited for oncol-
ogy treatment. Current research is focused on metallo-
drugs that either interact with DNA differently as
classical platinum drugs do, or whose mode of action
involve other targets such as proteins and enzymes lead-
ing to efficient alternative tumor cell death pathways. In
this context, it is worth mentioning the two ruthenium
drugs that have exhibited very promising antiproliferative
activity, NAMI-A and KP1019 (Figure 1) and that are now
in phase II and III clinical trials [7,8]. Gold compounds
have also gained growing interest as their cytotoxic
activity is not associated to DNA but to mitochondria
and thioredoxin reductase [9°°]. Other emerging
examples are iron complexes with, among others, ferro-
ciphenol (Figure 1) which exhibits cytotoxic properties
via ROS generation [10]. Furthermore, the growing
importance of metal complexes has stimulated the de-
velopment of metal-based drugs that were neglected up
to now such as titanium [11], iridium [12], cobalt, rho-
dium, copper and silver [13°,14,15].

The fast development of these novel metallocomplexes
has raised new difficulties related to pharmacological
deficiencies such as poor water solubility, low bioavail-
ability and short circulating time. Therefore, there is an
emerging challenge in designing drug delivery systems
that are capable of addressing the aforementioned issues
while keeping the potent efficacy of the drug. Different
approaches have been developed in this respect. The
present review aims at reporting recent advances con-
cerning the two main drug delivery strategies based either
on structural optimization including ligand design and
prodrug, or on drug-delivering vehicle.

Structural optimization

Ligand design

The great structural variety conferred by the metal
center allows a large range of ligand design. This charac-
teristic has been exploited to enhance the drug pharma-
cological properties and to make them safe for
administration. As previously mentioned, a representa-
tive example is the ruthenium-based anticancer drug
which, compared to platinum drug, exhibits lower
toxicity and is better tolerated 7z vivo, rendering it very
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Chemical structure of the various metal-based drugs discussed in this review.

promising as a chemotherapeutic agent [8]. However,
ruthenium complexes are barely soluble in aqueous
solution, thus limiting the therapeutic dose for iz vivo
administration. Rios-Luci ¢z /. have overcome the solu-
bility issue via the coordination of the water soluble
ligand dmoPTA, 3,7-dimethyl-1,3,7-triaza-5-phosphabi-
cyclo[3.3.1]nonane to the drug [16]. The conjugation
between the Ru metal and the P atom of the ligand
provides better solubility properties and high antiproli-
ferative activity. Indeed, this Ru complex bearing
dmoPTA ligand showed greater ability to inhibit iz vitro
proliferation of a colon cancer cell line (WiDr) which is
known to exhibit resistance to cisplatin exposure.

Another strategy to increase water solubility consists
of forming a salt from an active compound. KP1019, a
highly potent ruthenium anticancer drug currently under
clinical investigation, suffers from poor water solubility.

To overcome this issue, a sodium salt KP1339 (Figure 1)
exhibiting a 35-fold higher solubility is able to reconsti-
tute the active KP1019 upon indazolium chloride addition
to the salt solution. Thereby, KP1339 is used in clinical
trials for extemporaneous preparation of KP1019 [17].

Beyond improved solubility properties, a major challenge
of innovative metal-containing complexes is to increase
the selectivity for tumor cells over healthy cells for a
higher therapeutic index. Specific delivery can be sup-
plied by the use of targeting ligands that drive the drug to
the cells of interest. The targeted delivery relies on the
ability of a molecule to be recognized by specific mem-
brane receptors onto the tumor cells leading to effective
accumulation into the tumor tissue. This accumulation
can also stem from the high demand for a particular
molecule by tumor cells that are not or less required
by normal cells such as sugar and vitamins [18,19]. Using
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Chemical structure of the vitamin B12 conjugated to the cisplatin drug.

this strategy, Ruiz-Sinchez ¢z a/. have built their work on
the basis that certain cancer cells require increased
uptake of vitamin B12 [19]. Taking advantage of this,
they conjugated the vitamin to cisplatin by switching one
of its Cl-ligands or NH3-ligands with the B12 via the
cyanide group of the vitamin (Figure 2) [20]. To exert its
cytotoxic activity, the Pt(Il)-drug is released from the
[B12-CN-Pt(I1)] conjugates upon intracellular enzymatic
conversion. However, cisplatin is not regenerated after
release and a cisplatin-like Pt(II) complex coordinated to
CN ligand is likely formed.

An additional feature that can be attributed to the com-
plex via ligands is favored cellular uptake. van Rijt ez a/.
have synthesized a cell-penetrating peptide conjugated to
organometallic osmium complexes [21]. The cytotoxic
activity of the osmium-(II) complexes has been demon-
strated previously on the A2780 human ovarian cancer
cell line (IC50 =4.2 puM) [22]. The conjugation of a
peptide composed of eight arginine molecules to the
osmium drug allowed a 10-fold uptake increase into
A2780 ovarian cells compared to the unconjugated com-
plex. However, its cytostatic activity appeared to be

significantly lower (IC50 =33 pM) than the unconju-
gated parent one [21]. The authors suggested a quench-
ing of activity due to the positive charge of peptide chains
leading to interactions with other cellular components.
The lower activity could also be related to differences in
binding to DNA compared to the parent complex also
stemming from the cationic nature of the arginine chain.

Prodrug strategy

An alternative approach for an efficient drug delivery
consists of designing prodrugs. Prodrugs are inert drug
derivatives that undergo /7 vivo metabolism to release the
active forms. Forming prodrugs presents several advan-
tages including low toxicity and improved physiochem-
ical and pharmacokinetic properties. For metal-based
drugs, the inactive form can be converted into the active
agent by different processes including redox activation,
ligand substitution or more recently by photoactivation
[23]. Interestingly, a site-specific conversion can be
achieved upon a particular pH, a reducing environment
of certain cells or a local light stimulus. Thereby, prodrug
can be a useful tool that provides a targeted delivery via a
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Schematic representations of the nanocarriers mentioned in the review.

precise and temporal location for conversion into its active
analogue.

Designing cisplatin prodrug was firstly thought as an
alternative strategy to circumvent dose-limiting toxicities
of the active drug. The idea was to turn active platinum
(IT) drug into an inert platinum (IV) substitute in order to
form a non-toxic but equally efficient cisplatin prodrug.
The octahedral geometry of platinum (IV) allowing two
extra ligands offers the possibility to adjust properties
such as redox potential, hydrophilicity and ligand substi-
tution rate [24,25,26°,27].

Drug-delivering vehicle

Despite the great advances in the field of prodrug and
ligand design, some delivery drawbacks cannot be suffi-
ciently addressed with these approaches such as dose-
limiting solubility and toxicity. Moreover, all these strat-
egies affect the primary structure of the metallocomplexes
which may alter its activity profile. A promising drug
delivery strategy able to overcome most of those limitations
is the use of nanocarriers. Nanocarriers have been already
commonly and widely used in chemotherapy [28-30]; for
an in depth review on organic nanocarriers in cancer drug
delivery see [31]. Because of great progress in nanotech-
nology, various kinds of carriers have been designed over

the past decades such as liposomes, dendrimers and lipid
nanocapsules (LNCs) (Figure 3), offering many drug deliv-
ery advantages, in particular increased water solubility and
enhanced pharmacokinetic properties. Contrary to free
drug solution, drug carrier systems are able to allow a safe
transport to the desired site considering they provide drug
protection against elimination and 7z vive degradation
while minimizing toxicity to healthy cells.

An important example of this specific application con-
cerns the cisplatin drug. In an attempt to prevent the
severe ototoxicity encountered with high-dose therapy,
cisplatin loaded polymer micelles (NC-6004) as potential
non-toxic nanocarriers have been evaluated 7z vivo in
guinea pigs in comparison with non-encapsulated cispla-
tin [32]. Polymer micelles (Figure 3) are composed of self-
assembled-polymer chains resulting in a core—shell struc-
ture capable of carrying drugs [33]. This study demon-
strated that systemic administration of NC-6004 reduced
considerably the cisplatin ototoxicity. A phase I/II trial is
currently ongoing for the evaluation of these micelles.

Recently, a liposomal formulation of cisplatin, called
Lipoplatin [34], has also reached clinical trials. Previous
preclinical studies showed markedly reduced Lipoplatin
toxicity compared to that of cisplatin [35,36]. At the
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beginning of 2011, a 3 year phase 111 outcome concerning
the use of Lipoplatin in combination with paclitaxel in
non-small cell lung cancer was published [37]. The results
exposed a 2-fold higher response rate after 18 months for
patients treated with Lipoplatin and paclitaxel compared
to patients treated with conventional cisplatin and pacli-
taxel, proving the very promising therapeutic activity of
the Lipoplatin.

Considering the high toxicity of cisplatin, various nano-
technologies and encapsulation strategies have been
developed to make it safe for administration. Examples
are documented in the following articles and reviews
[27,38,39].

A common situation where the use of nanocarrier is
required concerns poorly water-soluble therapeutics.
Indeed, solubility issue leads to low bioavailability 7z
vivo and ultimately to a poor response to treatment.
The organometallic ferrociphenol (FcdiOH), a ferrocene
derivative of the breast cancer drug tamoxifen, exhibits
potent efficacy against both estrogen-dependent and
estrogen-independent breast cancer cells [10,40]. This
iron-based drug belongs to the fast-growing organome-
tallic family and to the 70% of newly discovered
drugs exhibiting poor water solubility (according to some

Figure 4

industry estimates). Recently, FcdiOH showed promising
in vitro antiproliferative activity on 9L glioma cells at low
concentration with an IC50 of 0.6 wM [41]. Therefore, in
vive experiments were conducted via the use of injectable
FcdiOH-LNGs developed in our laboratory, in order to
confirm its therapeutic activity. Thanks to their oily core,
these LNCs allow the encapsulation of various lipophilic
compounds and represent a potential platform for drug
delivery in cancer therapy [42°]. Lipid nanocapsules are
prepared according to an original method based on a phase
inversion phenomenon of an emulsion in function of the
temperature. [z vitro proliferation assay showed that LNCs
did not alter FediOH activity profile as evidenced by the
unchanged IC50 value. Furthermore, FediOH-LNC treat-
ment showed increased survival median time for intracra-
nial gliosarcoma bearing rats [43] and a greater LNC
accumulation into the tumor tissue when long polyethy-
lene glycol chains were post-inserted on FcdiOH-LNCs,
increasing vascular circulation time [44°°].

This latter result illustrates the last but not least
advantage of nanocarriers which is surface functionali-
zation. Indeed, nanocarrier architecture offers the
possibility to tune its pharmacological behavior leading
to a longer half-life circulation time in body fluids.
Additionally, targeting agents can be attached onto
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the carrier surface governing the drug transport selec-
tively to the designated tumor site. In regard to this
strategy, biotinylated PAMAM dendrimers loaded with
cisplatin have been developed in order to target ovarian
cancer cells [45]. Other entities have been grafted onto
nanocarriers and investigated for targeting purpose such
as various peptides, monoclonal antibodies and proteins
[46-48].

Conclusion

In recent years, metal-based anticancer drugs have
undergone a tremendous development due to their intri-
guing structural properties conferred by the metal. The
growing interest in designing metallodrugs is accom-
panied by pharmacological deficiencies such as poor
aqueous solubility, systemic toxicity and non-specific
tumor delivery. These have prompted scientists to
develop drug delivery strategies capable of addressing
those problems while maintaining drug efficacy. Ideally,
elaborated delivery systems would be non-toxic and
would exhibit different abilities including solubilizing
property, tumor targeting agent, cell entry favoring entity
and suitable pharmacokinetic properties allowing a safe
drive to the drug (Figure 4). To date, nanocarriers appear
to be the mostadvanced systems capable of fulfilling that
request and metal-based drug in combination with nano-
medicine is expected to become a potent anticancer
therapy.

However, there is a need to better define the pharmaco-
logic (pharmacokinetic and pharmacodynamic) properties
of the [drug-nanocarrier] complex. Special attention must
also be paid on the drug mechanism of action through the
carrier. Does the drug need to be released from the
confine of the cargo to be active or should the complex
drug-loaded carrier be considered as a unique therapeutic
entity? Finally, it is of great interest to be able to predict
the interactions between the organs involved in the
elimination process of foreign materials and the drug-
carrier complex. Indeed, an inadequate biodistribution
profile could lead to a lack of therapy performance.
Taking those elements into consideration would certainly
allow elaborating highly efficient anticancer metallodrug-
delivering nanocarriers.
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Triple-negative breast cancers (TNBC) represent the most aggressive form of breast cancers and their
treatment are challenging due to the tumor heterogeneity. The high death rate and the limited systemic
treatment options for TNBC necessitate the search for alternative chemotherapeutics. We previously
found that FCOHTAM, an organometallic derivative of hydroxytamoxifen, showed in vitro a strong
antiproliferative effect on various breast cancer cell lines, including MDA-MB-231 cells, the archetype of
TNBC. In this study, we developed stealth FCOHTAM loaded lipid nanocapsules (LNCs) to further evaluate
this novel drug on a TNBC xenografted model. Cell cycle analysis of MDA-MB-231 cells confirmed the
preservation of the drug activity through LNCs causing a cycle arrest in phase S after 48 h exposure at the
IC5¢ concentration (2 pm). Two intraperitoneal injections of FCOHTAM loaded LNCs (20 mg/kg) admin-
istered to luciferase-transfected MDA-MB-231 tumors bearing mice led to a marked delay in tumor
growth. As a consequence, a significantly lower tumor volume was obtained at the end of the experiment
with a difference of 36% at day 38 compared to the untreated group. These results represent the first
evidence of an in vivo effect of FCOHTAM and ferrocenyl derivatives in general on xenografted breast
tumors.
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1. Introduction progesterone receptor (PR) and human epidermal growth factor

receptor 2 (HER2), accounts for 15—20% of all breast cancer cases

Breast cancer (BC) is the most frequently diagnosed cancer in
women worldwide accounting for 23% of the total cancer cases [1].
Thanks to medical progress in cancer diagnosis and therapy
including earlier detection, increased awareness and improved
treatment, breast cancer survival has been increasing since about
1990. However, despite these advances, breast cancer remains the
principle cause of death from cancer among women, representing
14% of global cancer deaths (worldwildbreastcancer.com).

Among the different BC subtypes, triple negative breast cancer
(TNBC) defined by the absence of estrogen receptor alpha (ERa),

* Corresponding author. INSERM U1066, IBS-CHU Angers, 4 rue Larrey, 49933
Angers Cedex 9, France. Tel.: +33 (0)2 44 68 85 34; fax: +33 (0)2 44 68 85 46.
E-mail address: Catherine.passirani@univ-angers.fr (C. Passirani).

0142-9612/$ — see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.biomaterials.2013.05.065
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and is responsible for a high rate of mortality [2,3]. TNBC generally
occurs in younger women and represents the most aggressive form
associated with a high risk of recurrence, visceral and central ner-
vous system metastases and early death. The lack of standard
therapeutic receptors makes TNBC insensitive to endocrine therapy
such as tamoxifen (Nolvadex®) used in ERa. (+) cancer treatment
[4] or to trastuzumab (Herceptin®) commonly used for HER2 (+)
tumors. Additionally, TNBC is further characterized by a biological
heterogeneity within its own subgroup. Consequently, there is
currently no targeted therapy for TNBC and no treatment protocole
(schedule and choice of chemotherapeutics) has been standardized
so far, making TNBC a major challenge for breast oncologists.
Current researches focus on the development of innovative
therapeutics with alternative biological activity such as PARP
(polyadenosine diphosphate ribose polymerase) inhibitor,
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antiangiogenic agent or tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand [5]. In this context and with the growing interest in
metal-based drug [6], Jaouen’s group has synthesized a range of
ferrocenyl tamoxifen derivatives called ferrocifenes resulting of the
combination of a ferrocene moiety with the tamoxifen (TAM)
scaffold (Fig. 1) [7].

Since its FDA approval in 1998, TAM has been the oldest and
most prescribed SERM (selective estrogen receptor modulator)
and it plays the role of antagonist of the estrogen receptor via its
active metabolite 4-hydroxytamoxifen (OH-TAM). TAM has been
used for the management of advanced or metastatic estrogen
dependent breast cancer, but also as adjuvant therapy, preopera-
tive treatment and chemoprevention [8,9]. Despite its great
achievements, 30% of ERa (+) breast cancer displays a de novo
resistance to TAM [10] while 40% of ERa (+) tumors acquire
resistance over the treatment period [11]. Besides this resistance,
TAM efficacy is impeded with severe side effects caused by the
lack of selectivity of the drug against tumors cells such as endo-
metrial cancers [12] and ovarian cyst [13]. Finally, as aforemen-
tioned, TAM is inefficient on ERa (—) breast cancer cases which
includes TNBC [14]. The strategy of coupling a ferrocene to the
hydroxytamoxifen was therefore meant to supplement TAM with a
redox entity in order to overcome the therapeutic limitation
encountered with the organic analogue.

Interestingly, previous in vitro studies demonstrated that
FcOHTAM induced cell growth arrest and senescence of both
hormone-dependent and independent breast cancer cells at low
doses. This original effect is not related to tamoxifen-induced
apoptosis which can be observed with high doses of TAM
[15,16]. This first result proved the efficient contribution of the
ferrocenyl moiety in potentiating the anticancer mechanism of the
complex. To conduct in vivo evaluations, it was necessary to
address the water solubility issue of this lipophilic molecule.
Today, nanomedicines have appeared as a compelling system to
develop an injectable formulation of FCOHTAM offering great
benefits such as increased bioavailability, protection against in vivo
degradation and enhancement of pharmacokinetic properties.
Among the manifold types of nanovehicles, lipid nanocapsules
(LNCs) [17], composed of an oily core and a surfactant-made shell,
already proved their efficiency to entrap and transport the ferro-
ciphenol (FcdiOH) drug, another member of the ferrocifen family.
The anticancer activity of FcdiOH was widely investigated on brain
tumor models through lipid nanocapsules and favorable outcomes
showed the promising efficiency of this ferrocenyl based drug
[18—20], encouraging the preclinical FCOHTAM evaluation via
LNCs.

The aim of the present work was therefore to develop a sus-
pension of stealth FCOHTAM-LNCs and, thereafter, to assess the
response of mice bearing MDA-MB-231 xenografted tumors, a
TNBC model resistant to tamoxifen treatment.

O(CHg)2N(CHjs),
Hydroxytamoxifen (OHTam)

Ferrocene (Fc)

2. Materials and methods
2.1. Chemical materials

Fc-OH-TAM was prepared by a McMurry cross-coupling reaction as previously
described [21]. The lipophilic Labrafac® WL1349 (caprylic-capric acid triglycerides)
was purchased from Gattefosse S.A. (Saint-Priest, France). Lipoid® S75-3 (soybean
lecithin at 69% of phosphatidylcholine) provided by Lipoid Gmbh (Ludwigshafen,
Germany); Solutol® HS15 (a mixture of free polyethylene glycol 660 and poly-
ethylene glycol 660 hydroxystearate) by BASF (Ludwigshafen, Germany) and NaCl by
Prolabo (Fontenay-sous-bois, France). Deionized water was acquired from a Milli-Q
plus system (Millipore, Paris, France) and sterile water from Cooper (Melun, France).
1,2-DiStearoyl-sn-glycero-3-PhosphoEthanolamine-N-[methoxy-(poly-
ethyleneglycol)-2000] (DSPEmPEG2000) (Mean Molecular Weight (MMW) =
2805 g/mol) was purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA).

2.2. Preparation of Fc-OH-TAM-loaded lipid nanocapsules

The LNC vehicle was prepared according to a phase inversion method as pre-
viously described [2]. Briefly, the preparation process involved 2 steps. Step I con-
sisted of mixing all the excipients (Solutol® HS15 (17.2% w/w), Lipoid® (1.5% w/w),
Labrafac® (20.8% w/w), NaCl (0.5% w/w) and water (60% w/w)) under magnetic
stirring and heating from room temperature to 90 °C. Three cycles of progressive
cooling and heating between 90 and 60 °C were then carried out. Step Il was an
irreversible shock induced by sudden dilution with water (28.5% (v/v)) applied to the
mixture at 70—72 °C. Slow magnetic stirring was then applied to the suspension for
5 min.

Fc-OH-TAM loaded LNCs were prepared according to this above-mentioned
process with drug addition as a solid powder at step 1 to the other excipients
in order to obtain a final concentration of 8 mg/mL (2.8% w/w). The drug was
solubilized during the heating step and ultimately encapsulated over the last cooling
step.

2.3. Post-insertion of DSPE-mPEG(2000) at the LNC surface

To design stealth LNCs, DSPE-mPEG2000 was grafted onto the surface of LNCs at
the concentration of 10 mm by the post-insertion technique as previously described
[22]. Briefly, DSPE-mPEG2000 was added to the LNC suspension preheated at 60 °C.
The mixture was placed under magnetic stirring for 2 h at 60 °C, and, finally the
insertion was quenched in an ice bath for 1 min. This technique is commonly called
PEGylation, referred to as the insertion of PEG chains on the carrier surface.

2.4. LNC characterization

The determination of the drug loading was achieved by spectrophotometry at
254 nm after dissolving 10 pL of LNCs into 5 mL of methanol (Fisher chemical). The
calibration curve, ranged from 10 pum to 100 pm, was also prepared in methanol.

The average hydrodynamic diameter of nanocapsules were determined at 25 °C,
in triplicate, by using a Malvern Zetasizer® (Nano Series DTS 1060, Malvern In-
struments S.A., Worcestershire, UK). For the measurement, the LNCs were diluted at
1:100 (v/v) in deionised water.

2.5. Tumour cell line and culture

MDA-MB-231 breast cancer cell line was obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC) and routinely grown in Dulbecco modified Minimal
Essential Medium (DMEM) supplemented with 10% inactivated FBS (Fetal Bovine
Serum) (Invitrogen Corporation, Cergy-Pontoise, France), 2 mm t-glutamine, 1% non-
essential amino acids, 40 Ul/ml penicillin, 40 pg/ml streptomycin at 37 °C in 5% CO2-
humidified atmosphere.

OH

"""" -
Fe
= O(CH,)3N(CH3),
FcOHTam

Fig. 1. Schematic coupling between a hydroxytamoxifen and a ferrocene resulting in the ferrocenyl tamoxifen derivative.
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MDA-MB-231 cells used in SCID mice experiment harbored stable transfection
of Renilla hRLuc (Renilla reniformis) reporter gene. Cell transfections were done
using pGL4 Luciferase receptor vector (promega) and the Cell Line Nucleofector Kit V
(Lonza) according to the manufacturer’s instructions. Cells were selected with
hygromycin B (800 ug/ml, Invitrogen), the resulting hygromycin resistant cell pop-
ulations were stored as frozen stocks and used for all the experiments within 20
passages.

2.6. In vitro cell viability

A suspension of MDA-MB-231 cells (0.95 x 10* cells/mL) was put on every well
of the 24-well plates for 48 h. On day 2, the culture media was removed and cells
were treated with increasing concentrations of FCOHTAM (0.01-100 pmol/L) from
the various dosage form including free FCOHTAM, conventional LNCs and stealth
LNCs. The free FCOHTAM (non-encapsulated drug) was solubilized in absolute
ethanol at a concentration of 20 mg/mL and then diluted in the culture media to
obtain the highest concentration (100 pmol/L). The different types of LNC suspen-
sions were diluted likewise in the culture media in order to obtain a concentration of
100 pmol/L. The other low concentrations were obtained by 1:10 cascade dilution
from the 100 pmol/L concentration. The toxicity of the two kinds of unloaded LNCs
was also evaluated with this antiproliferative assay by carrying out the same di-
lutions as for the loaded LNCs.

After 72 h incubation at 37 °C, the media containing treatments were replaced
by fresh media. Cell survival percentage was estimated by the MTS (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazo-
lium) survival assay (Promega, Lyon, France). MTS solution (100 pl) was added into
each well, and the plates were incubated at 37 °C for 2 h 30. The optical density
values (OD) were measured at 490 nm for dark purple intensity and at 750 nm
for subtraction of background using a multiwell-scanning spectrophotometer
(Multiskan Ascent, Labsystems SA, Cergy-pontoise, France). The maximal absor-
bance was determined by incubating cells with culture media and was considered as
100% survival. All experiments were performed in triplicate and presented as
Mean + SD.

2.7. Cell cycle analysis

1 x 10> MDA-MB-231 cells were plated in 60 mm dishes in DMEM with phenol
red supplemented with 10% stripped foetal bovine serum for 24 h. Cells were then
treated with increasing concentration of free FCOHTAM and with LNC and stealth-
LNC containing FCOHTAM. Cell cycle analyses were then process after 24, 48 and
72 h of treatment. At the end of the experiment, the cells were trypsinized and
washed twice with PBS. They were subsequently incubated in PBS containing RNAse
A (50 pg/ml, 15 min, 20 °C) and then in PBS containing propidium iodide (20 pg/ml,
4 h, 20 °C, in the dark). Cell cycle was analyzed with Cyan LX9 cytometer (Beckman
Coulter, France) and data were analyzed by a multicycle software (phoenix Flow
systems, San Diego, USA).

2.8. In vitro complement activation

The complement consumption was evaluated in normal human serum (NHS)
(provided by the Etablissement Francais du Sang, CHU, Angers, France) by measuring
the residual haemolytic capacity of the serum complement after contact with the
different particles. The technique, according to the procedure described elsewhere
[23], consisted in dosing the amount of serum able to haemolyse 50% of a fixed
number of sensitized sheep erythrocytes with rabbit anti-sheep erythrocyte anti-
bodies (CH50 unit). Complement activation was presented as a function of the
nanoparticle surface area which was calculated as previously described [24]. All
experiments were performed in triplicate.

2.9. Animals and implantation of tumor cells

Six-week-old female severe combined immunodeficient (SCID) mice were
purchased from Pasteur Institute of Lille and acclimatized for at least two weeks.
Mice were maintained under a 12 h light/dark cycle at a temperature of 20 °C—22 °C.
Food and water were available ad libitum. Mice were maintained in accordance with
the Institutional Animal Care and Use Committee procedures and guidelines. The
protocol used was approved by the regional ethic committee according to legisla-
tion. MDA-MB-231 cells were harvested and resuspended in PBS before subcu-
taneous injection into flanks (3 x 10° cells per mice). At day 14 and 19, treatments
(PBS, unloaded stealth LNCs, stealth FFOHTAM-LNCs) were applied intraperitoneally
(20 mg/kg). To determine the tumor volume, each mouse was monitored at the
indicated time using a bioluminescence imager (IVIS Lumina XR — CaliperLS).

2.10. Statistical analysis

Results were expressed as a mean + SEM. Statistical significance between
control and treated groups was evaluated using Mann and Withney test.
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3. Results
3.1. Physicochemical properties of LNC suspensions

The FCOHTAM concentration into LNCs was settled at 8 mg/mL
in order to deliver the desired dose. At this concentration, the
entrapment efficiency reached 100% (data not shown). The physi-
cochemical characteristics of the LNC suspensions including hy-
drodynamic diameter and zeta potential are summarized in Table 1.

Regarding the cargo size, the FCOHTAM entrapment into LNCs
did not alter the size compared to unloaded LNCs as similar sizes
were obtained. Stealth LNCs (unloaded and loaded with FCOHTAM)
obtained after PEGylation showed a slight increase in size
compared to conventional LNCs.

The apparent surface charge was evaluated through zeta po-
tential measurement. As pointed out in Table 1, FCFOHTAM entrap-
ment markedly increased the zeta potential from —-6.6 mV
to +22.7 mV. After DSPE-PEG insertion, both unloaded and loaded
LNCs showed a dramatic decrease of zeta potential.

3.2. In vitro antiproliferative activity

The antiproliferative activity of FCOHTAM loaded LNCs was
assessed comparatively to free FCOHTAM using the MTS assay after
exposure of MDA-MB-231 cells to different drug concentrations
ranging from 0.01 pm to 100 pm for 72 h. The cell survival profiles of
the various treatments were illustrated in Fig. 2.

As shown in Fig. 2, the FCOHTAM concentrations which inhibit
the cell growth at 50% (ICs0) remain unchanged after entrapment
into LNCs whatever the types of LNCs (conventional or stealth),
reaching an interesting low value around 2 pm. At this dilution,
vehicles did not show any toxicity.

3.3. Cell cycle distribution

We have previously described that growth inhibitory effect of
FcOHTAM is characterized by modification of cell cycle distribution
of MDA-MB-231 [15]. In order to evaluate the impact of the drug
encapsulation into LNCs on this effect, cell cycle distribution ana-
lyses were conducted at ICsg value (2 pm) and results were gathered
in Fig. 3. Similar cell cycle profiles and cell cycle kinetics were
observed for FCOTHAM free or formulated in LNCs or stealth-LNCs.
Whatever the formulation, FFOHTAM led to a slight increased of
MDA-MB-231 cells in S-phase fraction after 24 h of treatment. After
48 h, the cells were stacked mainly in S phase. Then, after 72 h, cells
entered in G2/M phase then went back to GO/G1 phase. A sub-GO
population was also detectable indicating that a fraction of the
treated cells were dead.

3.4. In vitro complement activation

Upon intraperitoneal injections, the drug-loaded LNCs are ex-
pected to be absorbed into the systemic circulation where they can
experience a clearance phenomenon due to the immune system.
Accordingly, the complement activation was evaluated in vitro by

Table 1
Physico-chemical characteristics (size and charge) of conventional and stealth LNCs
unloaded and loaded with FCOHTAM.

Formulation Hydrodynamic diameter (nm) Zeta potential (mV)

LNCs 51.2+0.7 —6.6 £ 0.5
Stealth LNCs 549 + 09 -248 +1.3
FcOHTAM-LNCs 513+ 04 +22.7 £ 04
Stealth FCOHTAM-LNCs  53.9 + 0.6 =13.0£19
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Antiproliferative assay
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Fig. 2. MDA-MB-231 cell survival curve after 72 h exposure to various treatments (Free FCOHTAM, FCOHTAM-LNCs, stealth FECOHTAM-LNCs, Unloaded LNCs and Unloaded stealth
LNCs) at increasing drug concentration ranging from 0.01 uv—100 pm. The results are expressed as the mean + SD.

the CH50 method, which measures the complement system acti-
vation due to the LNCs [25]. This method consists in determining the
residual haemolytic capacity of a fixed amount of normal human
serum towards 50% of antibody-sensitized sheep erythrocytes in the
presence of an increasing nanoparticle surface area. As presented in
Fig. 4, all types of tested LNCs, namely unloaded LNCs, stealth
unloaded LNCs, FcOHTAM-LNCs and stealth FcOHTAM-LNCs,
demonstrated weak complement activation compared to the posi-
tive control, polymethyl methacrylate (PMMA) nanoparticles,
which were considered as strong complement activators [23].

3.5. In vivo antitumor activity of FFOHTAM-LNCs on mice bearing
TNBC xenografted tumors

The antitumor activity of FFOHTAM was assessed in vivo on a
TNBC model subcutaneously xenografted into SCID mice. In order
to monitor the tumor growth, MDA-MB-231 cells expressing
luciferase gene were injected. Intraperitoneal (i.p) route was cho-
sen for drug dosing considering that, for repeated injections, i.p. is
more convenient and less invasive than intravenous injection while
similar plasma distribution is obtained with both routes. The tumor
evolution for each group was plotted in Fig. 5.

Tumor volumes increased dramatically for both untreated control
group and unloaded LNC treated group with similar tumor evolu-
tions. Interestingly, FFOHTAM-LNC treatment markedly delayed the
tumor growth compared to the two previously mentioned groups. As
a result, the hampered tumor growth rate led to an impressive low
tumor volume at day 38 with 36% tumor volume reduction compared
to that of control groups (P < 0.01) (Fig. 5A) as evidenced by the
pictures of tumor luminescence (Fig. 5B).

4. Discussion

Triple negative breast cancer, defined by the absence of estrogen
receptor alpha, progesterone receptor and HER2 expression, is
characterized by a high rate of relapse and widespread metastases
reflected in a poorer prognosis and a higher mortality number than
other BC subtypes. As the current therapies with conventional cy-
totoxics fail to hamper its aggressive evolution, TNBC treatment
remains a great clinical challenge.
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Since the discovery of cisplatin, one of the most potent anti-
cancer drugs, albeit ineffective to cure breast cancer, the interest in
metal-based drugs has been growing in an attempt to overcome the
therapeutic limitations encountered with available organic com-
pounds [26]. In this context, a ferrocenyl-based tamoxifen has been
synthesized to confer additional properties to the tamoxifen drug
alone including accessible redox state. Whereas tamoxifen shows
an antiproliferative effect on hormone-dependent cell lines only,
the ferrocene moiety extended its anticancer activity to ERa. (—) cell
lines and TNBC cell lines. Considering this hopeful result, this paper
aimed to evaluate the antitumor activity of this metal-based drug in
a TNBC xenograft model. The poor water solubility of this lipophilic
drug required the use of a dosage form for its in vivo injection. Lipid
nanocapsules were suitable candidates as they already achieved
great outcomes in terms of loading capacity of FcdiOH, another
ferrocenyl based drug, and successful transport toward the site of
interest [20].

Regarding FCOHTAM, its encapsulation into LNCs turned out to
be readily feasible at suitable concentration (8 mg/mL). FFOHTAM-
LNCs displayed a high positive zeta potential probably due to the
positively charged amino moiety of FFOHTAM, suggesting that the
compound was entrapped within the shell of the LNCs and exposed
at the interface water/oil. This drug anchorage at the surface might
prevent its escape into an undesired site on its way toward the
tumor. However, positively charged nanoparticles have shown to
exhibit high systemic toxicity [27,28]. To rend the nanocapsules
safe for animal injection, a PEGylation was performed providing a
negatively charged hairy surface. This DSPE-mPEG insertion effect
on zeta potential is consistent with previous reports and could be
explained through the following two considerations. Firstly, the
slipping plane is moved further away from the nanocapsule surface
due to the 45 ethylene oxide units composing the phospholipid PEG
[29]. In addition, the reduction of the charge can also be due to the
negatively charged phosphate groups of DSPE-mPEG [30].

Beside a surface charge modification, the grafting of PEGylated
phospholipids is also used to provide nanoparticles with stealth
properties [29,31]. Upon intraperitoneal injection and after absorp-
tion into the systemic circulation, the LNCs are subjected to elimi-
nation phenomena due to the immune system. To avoid a rapid
clearance and increase the drug accumulation into the tumor,
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Fig. 3. Typical flow cytometric analysis profile. Breast cancer cells were treated with A) DMSO, LNCs, stealth-LNCs, B) Free FCOHTAM in DMSO, FcOHTAM-LNCs or stealth FCOHTAM-
LNCs for 24, 48 h or 72 h, then analyzed by flow cytometry. An example of GO/G1, S and G2/M phase was annotated in A (DMSO at 24 h) and an example of sub-GO peak was
visualized in B (free OH-TAM at 72 h). The results are representative of two independent experiments.
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galenists made use of PEGylation techniques, referred to as the
coating of nanoparticles surface with polyethylene glycol resulting in
the formation of a hydrodynamic layer. The DSPE-mPEG2000 post-
insertion method already proved to be efficient, permitting a sig-
nificant extension of LNCs circulation time in plasma [22,32]. Here,
FcOHTAM-LNCs post-inserted with DSPE-mPEG showed low in vitro
complement activation predicting stealth properties upon in vivo
injection.

In order to make sure that the FCOHTAM activity was not
hampered by the lipid nanocapsules, in vitro antiproliferative assay
and cell cycle distribution were run. Equivalent activity profiles were
obtained for free FCOHTAM and stealth FFOHTAM-LNCs on a TNBC
cell line with low ICsg values of 2 um and, as previously described, an
S phase cell cycle arrest after a two day treatment at this ICsq values,
[15]. This indicated that LNC did not significantly modify the
FcOHTAM biological effects on cells. It is worth noting that the IC5q of
free OH-TAM for the same cells (MDA-MB-231) is above 30 um [33].
By comparison to the literature, FFOHTAM-LNCs showed 10—20—
fold lower ICsq value compared to other drugs under investigation
on this cell line such as curcumin (~20 pum) [34] and noscapine
(~36 um) [35] but remains higher than those of the first-line drugs
used for the management of hormone independent breast cancer
including doxorubicin (0.04 um) or paclitaxel (5 nm) [36]. However,
the cell cycle analysis of FCOHTAM-LNCs and previous studies
proving the absence of DNA alteration with FCOHTAM treatment
[37] seemed to reveal an original cell death pathway mediated by
senescence. Although low doses of doxorubicin were shown to
induce senescence [38,39], its major effect is related to the apoptosis
cell death. Thus, FCOHTAM effects occurred by an alternative cell
death pathway different from the DNA intercaling activity of doxo-
rubicin [40,41] and from the microtubule-stabilizing effect ascribed
to paclitaxel [42]. This might bring a new strategy to overcome the
resistance developed in clinics by the cells treated with either drug.

To further assess the antitumor effects of FFOHTAM-LNCs, in vivo
study was performed on mice bearing luciferase-transfected MDA-
MB-231 cancer cells, a TNBC model resistant to OH-TAM. The use of
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this kind of cancer model allows a rapid and non-invasive moni-
toring of the tumor via the bioluminescent imaging technique.

Whereas control groups including untreated animals and
unloaded LNC treatment showed an impressive fast tumor growth,
treatment with stealth FFOHTAM-LNCs led to a marked delay of the
tumor growth. Two main areas can be distinguished according to
the curve slopes, one between D19 and D34 and the second one
from D34. In the first area, the FFOHTAM-LNCs curve slope does not
parallel the control slope, evidencing the cytostatic effect of the
treatment on cell proliferation. Consequently, at D34 the tumor
volume of stealth FCOHTAM-LNCs treated group was half that of the
control group. On the contrary, the equivalent slopes between the
treated and control groups in the second part of the graph
demonstrate the cell metabolism recovery for the FFOHTAM-LNC-
treated tumors. This recovery led to a reduced gap estimated at
36% between the tumor volumes of treated and control groups. This
result suggests that, in order to curtail the tumor regrowth, addi-
tional injections may be necessary.

This result represents the first evidence of an in vivo effect of a
ferrocenyl derivative on xenografted breast cancer tumors and to
the best of our knowledge, it is also the first novel chemical
molecule proving activity on MDA-MB-231 cell lines. As previously
shown, the anticancer biological mechanism of FCOHTAM involves
ROS production, oxidation of iron (+2) in iron (+3), and generation
of quinone methide [43] which is ultimately associated with S-
phase cell cycle arrest and senescence. The current therapies used
in clinics to treat TNBC include anthracyclines and taxane. Although
certain TNBC cases positively respond to these molecules, the
overall survival remained poor and is referred to as “TNBC paradox”
[3]. Consequently, with its original mechanism of action, FCFOHTAM
might represent a promising treatment option for TNB cancers.

The next step for the evaluation of this drug would be to assess
its efficiency in a metastatic breast cancer model. Metastatic breast
cancer is the most advanced stage and the main cause of mortality
for breast cancer patients [44]. While current researches are
focusing on the elucidation of metastasis process [45—47], to date,
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Fig. 5. A/ Tumor volume evolution of xenografted MDA-MB-231. SCID mice were injected with MDA-MB-231 breast cancer cells expressing luciferase gene (D0). At day 14
and day 19, mice were injected with indicated treatments. To monitoring tumoral volume, mice were subjected to in vivo imaging at day 0, 14, 19 27, 34 and 38. Luminescence
was measured in radiance (pixels/second/cm?/square). The number of animals used for each group is indicated on the figure. Mann—Withney test was performed between control
group and treated groups. The red arrows correspond to the treatment days. The values are expressed as mean + SEM *P < 0.05, **P < 0.01, compared with the untreated control.
B/ Photographic demonstration of comparative tumor size after treatment. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of

this article.)

there is no curable solution and treatments merely aim to relieve
symptoms and extending a woman’s life expectancy. Generally,
systemic chemotherapy is used in metastatic cancer treatment
ensuring the drug distribution through the whole body in order to
reach most of the tumor sites. Stealth LNCs are specially designed to
escape the immune system, thus prolonging the circulation time in
body fluids and would be really adapted to the evaluation of
FCOHTAM in a metastatic breast cancer model.

Finally, the dual antagonist/agonist action displayed by TAM may
increase the probability of developing endometrial cancer among
other side effects. Thanks to LNC, it would be possible to attach tar-
geting agents onto their surface in order to carry the drug selectively
to the designated tumor site without harming healthy cells.

5. Conclusion

This work has evidenced the potent anticancer activity of the
ferrocenyl tamoxifen on a xenografted breast cancer. Even if
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additional studies are needed to further evidence this observed
anticancer activity, FFOHTAM-LNCs could represent an alternative
and efficient strategy to fight this so far incurable cancer.
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Chapitre I

Optimisation du procédé de formulation des LNC furtives
(LNC OS) et évaluation de D’efficacité des LNC OS d’ansa-
FcdiOH in vivo

La voie d’administration la plus courante pour la chimiothérapie reste la voie intraveineuse
(iv) qui, par définition, permet d’obtenir une biodisponibilit¢é maximale. Transporté dans la
circulation systémique, le principe actif est distribué a travers I’ensemble des organes
permettant d’atteindre la tumeur primaire ainsi que tous les sites métastasiques, cause
premiére de mortalité par cancer. Les nanocapsules, issues de constituants tous autorisés pour
une administration parentérale, ont montré a de nombreuses reprises étre efficaces pour la
vectorisation d’anticancéreux par injection intraveineuse. Compte tenu de leur taille se situant
autour de 50 nm, les LNC ne peuvent pas traverser les vaisseaux sanguins irrigant les tissus
sains, limitant ainsi leur distribution a des sites a perméabilité accrue tels que les tumeurs.
Cette taille leur permet également d’échapper a la filtration rénale. D’autre part, les
techniques permettant d’augmenter le temps de circulation plasmatique ont donné un nouvel
essor aux nanomédecines. Parmi les différentes stratégies, la PEGylation, consistant a décorer
la surface des nanoparticules par des chaines de PEG (polyéthyléne glycol), est la technique la
plus communément utilisée et a déja été bénéfique pour de nombreux agents thérapeutiques.
Concernant les nanocapsules lipidiques, la PEGylation standard s’effectue par post-insertion
impliquant une premiere étape de formulation des LNC puis une seconde étape d’incubation

avec une solution micellaire de phospholipides PEGylés.

En vue d’un futur développement clinique, une nouvelle technique de PEGylation des LNC
(LNC OS) a été développée ici permettant de s’affranchir de I’étape supplémentaire
d’incubation pour faciliter la transposition industrielle. Par ailleurs, la perspective d’une
application clinique ne peut étre envisagée sans une connaissance et maitrise du devenir du
vecteur aprés administration afin de s’assurer de son profil « safe » et efficace. Dans le but de

répondre a ces interrogations, les profils de biodistribution des LNC conventionnelles et des
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LNC OS ont été évalues par imagerie FRET. Cette technique, basée sur le signal émis par
transfert d’énergie entre 2 molécules fluorescentes, permet d’évaluer 1’intégrit¢ de la

nanocapsule (publication n°3).

Dans la publication n°4, la performance de vectorisation tumorale de ces LNC OS a été
¢tudiée a travers la vectorisation de 1’ansa-FcdiOH. L’objectif de ce travail était d’évaluer
I’activité de ce nouveau complexe sur un modele de gliome intradermique. L’effet anti-
prolifératif du complexe phénolique a été tout d’abord investigué in vitro puis approfondi par

le suivi de la progression des tumeurs in vivo et de leur analyse histologique.
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Publication n°3

Conventional vs stealth lipid nanocapsules: formulation

and in vivo fate prediction through FRET monitoring
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Abstract :

The determination of the nanocarrier fate in preclinical models is required before any
translation from laboratory to clinical trials. Modern fluorescent imaging techniques have
gained considerable advances becoming a powerful technology for non-invasive visualization
in living subject. Among them, Forster resonance energy transfer (FRET) is a particular
fluorescence imaging which involves energy transfer between 2 fluorophores in a distance-
dependent manner. Considering this feature, the encapsulation of an acceptor/donor pair in
LNC allowed the carrier integrity to be tracked. Accordingly, we used this FRET technique to
evaluate the behavior of conventional LNCs and newly designed stealth LNCs. We firstly
assessed in vitro guest exchange dynamics and release kinetics and secondly in vivo
biodistribution of both LNCs. Results showed enhanced stability of encapsulation in stealth
LNCs in comparison to conventional LNCs. Additionally, the presence of the long PEG
chains on the LNC surface altered the biodistribution pattern. Besides showing extended
blood circulation time, stealth LNCs mostly accumulated in the skin at 24h whereas a residual
FRET signal coming from conventional LNCs could be observed in bones. Both LNC type

showed great structure stability over several hours.

Key words: Biodistribution, Fluorescence imaging, Nanomedicine, Encapsulation stability
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Introduction

Lipid nanocapsules (LNCs) have been taking an active part in the nanomedicine landscape for
the past decade. Their fairly simple preparation process is based on the well-known phase
inversion temperature method of an emulsion. LNCs are structured as an oily core composed
of medium chain triglycerides, and surrounded by a surfactant shell made of a polyethylene
glycol based surfactant and phospholipids. A comprehensive study of the ternary diagram
permitted to define a LNC feasibility area and settled precise ratio between excipients.
Accordingly, LNC size is tunable depending on the composition allowing the achievement of
stable and monodispersed nanoparticles ranging from 20 to 100 nm [1]. Lipid nanocapsules
have represented a great tool to develop injectable dosage forms for lipophilic drugs and have
already shown promising vectorisation ability for various anticancer drugs including
paclitaxel [2], docetaxel [3], rhenium complexes [4], metal-based drugs [5] and polyphenols
[6]. Firstly developed as hydrophobic drug delivery system, they can also entrap hydrophilic
agent such as doxorubicin [7], etoposide [8] and nucleic acids as DNA [9] and siRNA [10].

Today, LNCs have reached an advanced level in term of preparation as well as
characterization and showed promising performance as drug delivery system. With an organic
solvent free and low energy consumer process and composed of only FDA-approved
excipients, LNCs meet all the requirements to make it a clinically relevant nanocarrier.
However, the translation to the clinic can only be considered if the nano-object fate in vivo is
perfectly mastered including biodistribution, interactions with biological barriers, elimination

and toxicity profile.

Whereas in vivo distribution of inorganic nanoparticle such as gold nanoparticles, iron oxide
nanoparticles and carbon nanotubes can be easily monitored thank to their imaging properties,
tracking organic nanocarriers face some difficulties. Common methods used to assess the
biodistribution of nanocarrier involve a radionucleide, fluorescent or magnetic agent while the
labeled element can be either a particle component or an entrapped probe. However, the
pharmacokinetic (PK) profile obtained through those methods is highly and solely dependent
on the distribution and elimination profile of the tracked element. Consequently, depending
on the tracers used, it can conduct to discrepancy depending on the metabolization pathway of
the probe. This phenomenon was observed with LNCs. Various techniques has been used over
the years to evaluate their biodistribution. Ballot et al. used radiolabelled complex composed

of Technetium-99m or Rhenium-188 encapsulated into LNCs to monitor the biodistrution and
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pharmacokinetics parameters of the carrier [11]. Similar PK profiles were obtained for both
radionuclides with a half-life of around 20 min. Few years later, Lacoeuille et al. performed
biodistribution studies through the radiolabelling of either the oily core with **C-trimyristn or
the shell with **C-phosphatidylcholine resulting in a ty, of 2.4 h and 2.9 h respectively [2].
More recently, PK study was carried out through fluorescence analysis by the encapsulation
of Dil probe into LNCs [12]. The t;, achieved by these Dil-LNCs was 2 h. The different PK
parameters obtained with these various tracers highlight a tracer-dependent tracking not
representative of the LNC distribution pattern. In light of these considerations, none of these

techniques was able to appropriately track the entire LNC structure.

Modern fluorescent imaging has gained considerable advances becoming a powerful
technology for non-invasive visualization in living subject. Fluorescent tool is commonly
used in rodents but also in clinics for image-guided surgery. Forster resonance energy transfer
(FRET) is a particular fluorescence imaging which involves energy transfer between 2
fluorophores, from an excited donor to an acceptor molecule. Since the energy transfer is
highly dependent on the distance between the donor and acceptor pairs which can only occur
in the 1-10 nm range, this technique is widely used for biological phenomenon investigation
such as protein conformational change, protein interaction and enzyme activity [13]. This
distance-dependent FRET signal makes it a suitable technique to monitor nanoparticle
integrity through the encapsulation of FRET pairs. This technique has been recently used to
monitor the stability of polymeric nanoparticles in serum [14] as well as the interaction with
cell membrane [15]. In vivo imaging can be more challenging due to strong tissue auto-
fluorescence and weak photon penetration in living tissue. In order to overcome these issues,
near infrared (NIR) fluorescent probe should be used as recently performed for in vivo

imaging of polymeric nanoparticles [16].

For cancer therapy, nanocarriers are often endowed with stealth properties in order to promote
the EPR effect and ultimately increase the drug accumulation in the cancer site. Consequently,
such stealth LNCs might be more relevant for clinical transfer. Whereas conventional stealth
LNCs are obtained through a post-insertion (PI) technique, we designed in this work an
alternative PEGylation approach based on a one-step (OS) process permitting to simplify the
whole formulation phase. In order to gain better insight into the stability of encapsulation in
conventional LNCs and stealth LNCs, guest exchange dynamics and release kinetics were
followed by FRET fluorescence. We assessed thereafter the in vivo biodistribution of both
types of FRET LNCs.
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1 Materials and Methods
1.1 Chemical materials

The lipophilic Labrafac® WL1349 (caprylic-capric acid triglycerides) was purchased from
Gattefosse S.A. (Saint-Priest, France). Lipoid® S75-3 (soybean lecithin at 69% of
phosphatidylcholine) provided by Lipoid Gmbh (Ludwigshafen, Germany); Solutol® HS15 (a
mixture of free polyethylene glycol 660 and polyethylene glycol 660 hydroxystearate) by
BASF (Ludwigshafen, Germany) and NaCl by Prolabo (Fontenay-sous-bois, France).
Deionised water was acquired from a Milli-Q plus system (Millipore, Paris, France) and
sterile  water from  Cooper (Melun, France). 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-N-[methoxy-(polyethyleneglycol)-2000] (DSPE-mPEG2000) (Mean
Molecular Weight (MW)=2805 g/mol) was purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster,
USA). Octadecylamine was acquired from Sigma. DiD (1,1-Dioctadecyl-3,3,3',3'-
tetramethylindodicarbocyanine perchlorate) and FP730-NHS were obtained from Invitrogen

(Cergy, Pontoise, France) and from Interchim (Montlucon, France), respectively.

1.2 Animals

In vivo experiments were carried out on female NMRI nude mice (6-8 weeks old, Janvier, Le
Genest-Saint-Isle, France) Animal care was performed in strict accordance with French
Ministry of Agriculture regulations.

1.3 Synthesis of FP730-C18

4 mg of FP730-NHS were dissolved in 3 mL of MeOH (Fisher) and added with 2.85 mg
octadecylamine (2 eq). The reaction mixture was stirred in dark at room temperature
overnight, and the reaction advancement was monitored by thin layer chromatography. The
final product FP730-C18 was purified on a silica gel column chromatography. A mixture of
CH2CI2/MeOH was used as mobile phase through a gradient elution from 100% CH,Cl,
(Fisher) to 80/20 CH,Cl,/MeOH.

1.4 LNC formulation

Conventional LNC formulation

LNCs were prepared according to a phase inversion temperature method as previously
described [2]. Briefly, the preparation process consisted in mixing all the excipients (Solutol®
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HS15 (16.9 % w/w), Lipoid® (1.5 % w/w), Labrafac® (20.6 % w/w), NaCl (1.8 % w/w) and
water (59.2 % w/w)) under magnetic stirring. Three to four cycles of progressive heating and
cooling between 90 and 60 °C were then carried out. At the last cooling step, the LNC

suspension was diluted with water (71.4 % w/w).
Design of a “one-step” (OS) stealth LNC process

In order to evaluate the feasibility of generating stealth nanocapsules via the phase inversion
method, PEG-based phospholipids (DSPE-mPEG) were added to the LNC mixture in various

concentrations ranging from 0.1 % to 8.1 % (WDSPE-mPEG/W[Solut0I®+Lipoid®+ Labrafac + DSPE-mMPEG])-
FRET LNCs

A hydrophobic FRET pair, DID (donor) and FP730-C18 (acceptor) was used for this purpose.
FRET LNCs were obtained by labeling the LNCs with the DiD probe at 1.2 mmol/Laprafac-
Fluorescent stealth LNC were achieved by adding DiD and DSPE-mPEG 2000 (1,2-
Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[methoxy-(polyethyleneglycol)-2000], 4.8%
w/w) in the LNC mixture. The amount of dilution water added at the last cooling step was
reduced to 28.6% v/v in order to be able to perform the FP730-C18 encapsulation thereafter.
Then, FP730-C18 (3 mmol/ Liapratac ) Was incoroporated to DiD-LNCs and stealth DiD-LNCs
by overnight stirring at room temperature and protected from light. The resulting FRET LNCs
were purified through a dialysis against water for 8 hr using a Spectra/Por® dialysis bag with
MWCO of 15,000 D. The resulting suspension was diluted in water (42.8 % v/v) and passed
through a 0.2 uM filter.

1.5 LNC characterisation

The average hydrodynamic diameter and the zeta potential of nanocapsules were determined
at 25 C, in triplicate, using a Malvern Zetasizer® (Nano Serie DTS 1060, Malvern
Instruments S.A., Worcestershire, UK). For the measurement, the LNCs were diluted in
MilliQ water (50pL LNC in 2.95mL water). All comparison experiments were carried out

with similar conductivity values.

1.6 Physico-chemical stability studies

The stability of conventional LNCs and OS LNCs (DSPE-mPEG = 4.8% w/w) were assessed

at 4 °C (storage condition) and 37 °C (physiological temperature). Each formulation was done
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in triplicate and split into two parts; one was stored at 4 °C and the second one at 37 °C. The

stability study was carried out over 28 days via zeta potential and size measurements

1.7 LNC stability in plasma

The physical stability in plasma of the various LNC types was also assessed. For this purpose,
170 pL of LNCs were diluted into 2.83 mL of plasma (equivalent to in vivo dilution) and put
into a moving water bath with a temperature control set at 37°C. Samples (10 uL) were
withdrawn at 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h up to 5 days, diluted in water (990uL) and the whole
suspension was passed through a 0.22 uM filter in order to remove large proteins that could

hamper the size measurement.

1.8 Studies of FRET stability and exchange dynamics

For the FRET stability studies, conventional FRET LNCs or OS FRET LNCs were diluted at
1/200 in FBS (Lonza) and kept at 37°C in a moving plate for 24hrs. Emission spectra were
recorded at 1lh, 3h, 5h and 24h using a Perkin-Elmer LS50B fluorimeter. The excitation

wavelength was set at 620nm.

For the guest exchange dynamic studies, DiD and FP730-C18 were independently
encapsulated into conventional LNCs or OS LNCs. DiD-LNCs and FP730-C18 LNCs were
then mixed together (one mixture per LNC type) at a dilution of 1/200 in PBS (Lonza) and
kept at 37°C in a moving plate for 24hrs. Emission spectra were recorded at 1h, 3h, 5h and
24h.

1.9 Invivo biodistribution study

Mice were injected in the tail vein with 200 pL of FRET LNCs or stealth FRET LNCs (6
animals per group). Fluorescence images were acquired at 1 h, 3 h, 5 h and 24 h using the
IVIS kinetic (Caliper Life Science, Hopkinton, USA). Three mice per group were sacrificed at
3 h and 24 h in order to image the organs and analyze the plasma. Image display and analysis

were performed using the Living image software (Perkin-Elmer, Waltham, USA).
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2 Results and discussion
2.1 Design of a one-step (0S) stealth LNC process

The first step of the study consisted in evaluating the feasibility of a direct stealth LNC
formulation based on the phase inversion method. For this purpose, increasing concentrations
of DSPE-mPEG ranging from 0.1% to 8.1% (w/w) were added to the LNC mixture.

The physical characteristics of the obtained LNCs are summarized in Fig. 1. The formation of
OS LNCs was successful up to a concentration of 6 % w/w and the increased addition of
DSPE-mPEG led to a gradual increase in LNC diameter from 51.9 £ 0.8 nm to 61.8 £ 1.5 nm.
This resulting larger size is consistent with previous reports on other PEGylated nanocarriers
such as liposomes (+5 nm, +10 nm) [17,18] and solid lipid nanoparticles (+10 nm) [19]. It
was also the case with the post-insertion technique [20]. The size modification may have
resulted from two factors. Firstly, the addition of PEGylated phospholipids into the shell
composition may have altered its structure and thus the radius of curvature. Secondly, this
DSPE-mPEG is composed of 45 PEG units which is much longer than the 15 units of the
PEG hydroxystearate making the standard LNC formulation. These extended chains may have

played a part in the increase in hydrodynamic diameter.

The DSPE-mPEG presence into the shell was further evidenced by a greater negative surface
charge detected via the zeta measurement. This is typical of PEG coating onto nanoparticle
surfaces as previously described for other nanocarriers such as polymeric micelles [21], and
liposomes [22]. This negative charge might be due to dipole interactions between PEG chain
and water molecules as reported by Vonarbourg et al. [23] and to the negatively charged
phosphate groups of the DSPE-mPEG 2000, concordant with the results reported in the
literature [24].

Despite the limited amount of DSPE-mPEG that can be grafted compared to that of the post-
insertion technique [25], this one-step process provide a convenient and efficient method to
obtain stealth LNCs. For the following studies, the DSPE-mPEG concentration was set at
4.8% (wiw).
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Figure 1: Size and zeta potential of resulting one-step PEGylated-LNCs with increasing
concentrations of DSPE-mPEG

2.2 Physico-chemical stability studies

In a previous study, a formulation of one-step stealth LNCs was attempted through the
addition of PEG 1500 based surfactant. However, the resulting LNCs showed increasing size

over time [26].

Therefore, stability studies at 4°C (storage condition) and 37°C (physiological condition)
were carried out over 28 days for OS LNCs in comparison to native LNCs. Size and zeta
potential were monitored at different time points and the results were plotted in Fig. 2.
Conventional LNCs and OS LNCs proved to be stable whatever the temperature condition.
Interestingly, the DSPE-PEG grafting through the OS process did not alter the physico-
chemical stability of the blank nanocapsules.
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Figure 2: Physico-chemical stabilities of conventional and OS LNCs at 4 °C and 37 °C over

2.3 Plasma stability

28 days

The drug carrier fate upon intravenous injection is mostly governed by plasma protein

interactions. These interactions depend on the physicochemical properties of the carrier [27]

and their nature affect the cell internalization process and the overall distribution throughout

the body. In respect to this, the most investigated phenomenon is the opsonisation effect

referred to as the deposition of opsonins onto the carrier surface triggering carrier

phagocytosis. This effect results in enhanced clearance of nanosystems. In order to reduce the
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recognition by the mononuclear phagocyte system, nanocarrier PEGylation is often applied
preventing the protein adsorption and leading to extended circulation time. Besides altering
trafficking of carriers, protein interactions can influence their stability which might induce
early release of their payload. For a representative example of this consideration, the transfer
of phospholipid from liposome to high-density lipoprotein led to leakage of their contents
[28].

The assessment of protein — nanoparticle interactions can be performed through nanoparticle
incubation with plasma. This requires isolating the nanoparticle-protein complex from the
excess proteins without disrupting or disturbing the complex, which is commonly achieved
through a centrifugation step. However, centrifugation of LNC is challenging and still need
further optimizations. Consequently, we envisaged to preliminary assess the potential
interaction between LNC and proteins, through the monitoring of the LNC size during
incubation with plasma. The rational of this study is based on the consideration that if proteins
interact with LNC through exchange or insertion in their structure, LNC diameter would be
affected. Accordingly, both conventional and stealth LNCs were incubated with plasma to
mimic vivo conditions and sizes were monitored at different time points (Fig. 3). Remarkably,
both LNCs showed stable size over 24hours. After five incubation days, conventional LNCs
displayed a larger hydrodynamic diameter whereas stealth LNCs preserved their size

emphasizing the role of long PEG chains in the LNC structure stability.

Although, the LNC structure did not seem to be affected by plasma proteins, their content
might leak from the LNC core toward a more favorable protein medium. This leakage
phenomenon from LNC has been recently pointed out by Bastiat et al [29]. In an in vitro
study, the authors investigated the impact of the fluorochrome nature on its stability within the
LNC after mixing the probe loaded LNC suspension with oil. It was shown that lipophilic
indocarbocyanines (i.e. DiO, Dil and DiD) anchored into the LNC shell did not leak from the
LNC whereas a transfer occured from the cargo to the oil for other probes such as nile red and
6-coumarin encapsulated in the oily. This result highlights the possibility of content unloading
without any LNC disassembly. This statement is a matter of concern since it might impair the
drug delivery performance of a carrier. Consequently, the drug loaded LNC stability should
be assessed in biologically relevant media. Again, the separation between the released
component and the encapsulated one remains challenging. FRET monitoring can cope with

this issue by permitting to follow the release kinetics without the need of any separation step.
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Indeed, as FRET signal can occur only through a precise distance between the two probes,

any leak of one of them reduces the emitted signal.
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Figure 3 : LNC size stability in plasma

Consequently, to gain greater insight into LNC stability, FRET LNCs were incubated with
plasma (Fig 4). The fluorescence emission spectra for the conventional LNC revealed a
progressive reduction of the FRET signal intensity whereas the DiD donor signal increased
over incubation time. As far as the stealth FRET LNCs are concerned, the FRET emission
spectra appeared more stable. Accordingly, OS LNCs showed higher content stability in
plasma over conventional LNC. This might be owed to the steric barrier imposed by the
PEGylated phospholipid which maintains a distance between proteins and LNCs subsequently
preventing transfer to the biological medium, whereas intimate interaction can happen with
conventional LNCs favoring content leakage. Additionally, these stealth LNCs exhibited
higher stability of encapsulation than polymeric micelles made of monomethoxy
poly(ethylene glycol)-block-poly(D,L-lactide) [30]. These micelles had been shown to
experience a fast release within 15 min after intravenous injection and further in vitro studies

proved that a- and B-globulins were responsible for this effect.
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2.4 Exchange dynamics

To further evaluate the stability of encapsulation in LNCs, we assessed the guest exchange
dynamics in an aqueous medium based on a method developed by Jiwpanich et al [31]. This
method consists in encapsulating the donor and acceptor independently, then mixing Dil-
LNCs and FP730-C18- LNCs and evaluating the occurrence of FRET signal implying transfer
between the two carriers (Fig. 5). It is worth noting that the formulation of FRET LNCs is
based on the capacity of preformulated DiD LNCs to incorporate the hydrophobic FP730-C18
probe upon overnight stirring. This highlights the ability of LNCs to act as acceptor

compartment.

At TO, no FRET could be observed since the distance between the two dye molecules was too
high. Then, a slight exchange of guest molecules between DiD-LNCs and FP730-C18-LNCs
occurred as indicated by the slight increase of the FRET signal. According to the fluorescence
spectra evolution registered over 24hrs, conventional LNCs showed a higher propensity to be
leaky over stealth LNCs. This result is consistent with the former one regarding the stability
of the FRET encapsulation in LNCs compared to FRET in stealth LNCs, and confirm the
enhancement of stability through insertion of PEGylated phospholipids.
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Fig 5 Guest exchange dynamic studies of conventional LNC and stealth LNCs
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2.5 FRET biodistribution

The determination of nanoparticle distribution and accumulation in animal models is required
before any application in humans. In this regard, various techniques had been applied in order
to monitor the LNC fate and some discrepancies could be observed depending on the tracer
used. A first attempt to monitor the LNC integrity was carried out through the co-labelling of
the LNC shell with I and LNC core with **™Technetium-oxine [32]. However, both
radionuclides showed distinct distributions which did not permit to evaluate the LNC
integrity. In this work, we have intended to track the LNC integrity through a FRET
technique. Accordingly, an acceptor/donor pair (DiD and FP730-C18) was entrapped into the
LNCs and the resulting FRET signal was monitored and considered as the LNC signal. The
biodistribution of FRET-LNCs were studied upon intravenous injection and compared to that
of stealth FRET-LNCs. In vivo fluorescence images were acquired at 1h, 3h, 5h and 24h post

injection and ex vivo organs were excised at 3h and 24h (Fig. 6).

Regarding the conventional LNCs, one hour post-injection, a homogeneous FRET signal can
be observed with a rather large distribution throughout the body highlighting the stability of
the FRET LNC structure. At 3 h, the FRET signal was less diffuse and the preferential sites
for LNC accumulation were liver, sternum, pelvic bones and backbone, suggesting a major
uptake by Kuppfer cells in liver and macrophages in bone marrow. The retention in the liver
was not surprising since it is the major nanoparticle elimination organ whereas the uptake in
bones was more intriguing at first glance but has already been observed for silica
nanoparticles [33]. Ex vivo organ images confirmed an intense FRET emission in the liver and
a weaker signal in the spleen, another key organ responsible for nanoparticle clearance.
Furthermore, DiD signal appeared in intestine, skin (purple signal in the living animal) and
lung whereas FP730-C18 arose from the kidney and the liver. In addition, the white plasma
color was attributed to the superposition of the FRET signal and both free probe signals. The
presence of this FRET in blood provided evidenced of the integrity of the particles 3h post
injection. However, the two distinct probe signals highlighted a partial release of the dyes
either due to leakage from the LNCs or owed to the LNC disassembly.

Based on the fluorescence localization, the two probed showed distinct elimination pathway
with a major biliary excretion for DiD and renal filtration associates with biliary excretion for

FP730-C18. In consequence to this independent clearance pattern, the FRET signal
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undoubtedly did originate from the LNC rather than attributed to the forming of a plasmatic
dye complex.

At 24 h, FRET from LNCs was mainly emitted from the intestine, indicative of a biliary
excretion pathway. A signal could also be perceived from the heart and from the adrenal
gland. In addition, DiD was mainly found in blood circulation whereas FP730-C18 remained

in the kidney and the liver.

In respect to the stealth LNCs, the presence of the long PEG chain on the carrier surface
markedly altered its biodistribution. Whereas an extensive FRET signal could be noticed at 1h
with conventional LNC, such green emission could not be observed on the living animals
except for a small green area coming from the liver. The green fluorescence from the plasma
at 3h confirmed the integrity of the stealth FRET LNCs circulating through the blood network
without peripheral distribution. This depth localization explained the apparent absence of
FRET emission from the living animals. On the other hand, it showed the extended circulation
time of stealth LNC over conventional FRET. Besides blood, FRET appeared in the spleen,
the liver and the lung. As for conventional LNC, a distinct signal from DID alone was
observed with an accumulation in lung, intestine and skin. The latest is responsible for the
general blue color of the living animal hampering deeper visualization. In contrast, FP730-
C18 could hardly be noticed which might underlie a more stable FRET particle over
conventional LNCs. At 24 h, stealth LNCs were substantially located in skin and partly in
intestine, likely due to biliary excretion. Conversely, FRET was no longer found in liver nor
in rate. As previously observed, DiD remained in the blood circulation whereas FP730-C18

was mostly, if not only, stuck in the liver.

This strong stealth LNC accumulation in the skin is the major biodistribution difference in
comparison to conventional ones. This cutaneous phenomenon has already been observed for
PEGylated liposome [34] and lipid nanoemulsion composed of long PEG chains [26]. It is
worth noting that neither non-PEGylated liposome [34] nor conventional LNCs achieved such
a distribution. Moreover, the skin accumulation is not size-dependent since it had been
observed whatever the size of the stealth liposomes from 80nm to 240nm, with a slightly
lesser extent for 240nm liposomes. Consequently, long circulation property is the only
requirement for the phenomenon to occur which is indicative of a time-consuming

phenomenon.
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Fig 6: In vivo and ex vivo biodistributions of FRET-LNCs (A) and stealth FRET LNCs (B). In
vivo images were acquired at 1 h, 3 h, 5 h, 24 h post i.v. injection and ex vivo organ at 3 h and
24 h,

Conclusion

FRET imaging is a non-invasive and convenient technique allowing the integrity of the LNCs
to be monitored. Although it is not a quantitative method, a suitable global picture of the LNC
biodistribution could be acquired permitting to compare conventional LNCs to stealth ones.
The stability of encapsulation in LNCs appeared to be enhanced through the insertion of
PEGylated phospholipids. Regarding the biodistribution, the most striking difference lies in
the skin accumulation of stealth LNCs which was not observed for classical LNCs. The
extended blood circulation lifetime via DSPE-mPEG grafting could also be confirmed,

revealing the correct incorporation of the surfactant via the one-step method.
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Further studies have been planned in order to assess the biodistribution of these stealth and
conventional LNCs in a subcutaneous glioma model. It would be interesting to determine the
influence of the tumor on the distribution pattern and to evaluate the delivery performance of
stealth LNCs which is expected to be improved in comparison to the conventional LNCs due
to the EPR effect.
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Abstract

In this work, a novel ferrocenyl complex (ansa-FcdiOH) was assessed for brain tumor
therapy through stealth lipid nanocapsules (LNCs). Stealth LNCs, prepared according to a
one-step process, showed rapid uptake by cancer cells and extended blood circulation time.
The ferrocenyl complex was successfully encapsulated into these LNCs measuring 40 nm
with a high loading capacity (6.4 %). In vitro studies showed a potent anticancer effect of
ansa-FcdiOH on 9L cells with a low 1C50 value (0.1 pM) associated with an oxidative stress
and a dose-dependent alteration of the cell cycle. Repeated intravenous injections of stealth
ansa-FcdiOH LNCs in ectopic glioma bearing rats induced a significant tumor growth
inhibition, supported by a reduced number of proliferative cells in tumors compared to control
group. Additionally, no liver damage manifestation was observed in treated animals. These
results indicated that stealth ansa-FcdiOH LNCs might be considered as a potential new

approach for cancer chemotherapy.

Keywords: ansa-FcdiOH, nanomedicine, cell cycle, EPR effect

Soumis a Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine
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Background

Malignant brain tumor remains one of the main medical challenges for scientists as no
life-saving treatment has been found to date despite aggressive therapy modalities (Stupp
protocol) [1]. Consequently, alternative strategies are needed to tackle this dismal tumor.

Over the past few years, Pr. Jaouen and his team have struggled to develop potent
bioorganometalic complexes for anticancer application. Their chemistry is based on the
coupling between a ferrocen moiety and a tamoxifen-like skeleton, and the resulting complex
belongs to the ferrociphen family [2,3]. Several molecules from their collection have already
showed strong antiproliferative activities on experimental glioma and breast cancer models
[4,5,6,7]. Recently, a new ferrocenyl complex, ansa-FcdiOH (Figure 1) has emerged, and
turned out to be the most effective agent according to in vitro antiproliferative assays.
Interestingly, ansa-FcdiOH was tested on 60 cancer cell lines of the National Cancer Institute
(NCI) and showed to be strongly active on CNS (Central Nervous System) cancer cells. In
addition, its cytotoxic behavior did not match with any of the 171 reference molecules from
the NCI database (COMPARE analysis) [2]. So far, its mechanism of action is not fully
understood although the role played by its redox properties has been already underlined [8].
Therefore, ansa-FcdiOH was selected in this work to further study its anticancer activity in

vitro and in vivo on 9L brain tumors.
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Fig 1: The ansa-FcdiOH molecule

Due to the hydrophobic characteristic of this molecule, the use of a dosage form was required
for its in vivo evaluation. Currently, nanocarriers represent the most promising and most
investigated delivery systems for cancer therapy. The discovery of the enhanced permeability
and retention (EPR) phenomenon has prompted galenists to develop long circulating
nanocarriers (also called stealth nanocarriers) to promote the EPR effect and ultimately to

achieve an enhanced drug accumulation into tumors [9]. A widely used technique to obtain
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such nanocarriers consists in coating nanoparticles with a polyethylene glycol (PEG) based
molecule [10,11].

Our laboratory have developed and patented a nanodelivery system based on a phase
inversion temperature method and called lipid nanocapsules (LNCs) [12]. Standard
PEGylation of LNCs is achieved via the post-insertion (PI) technique [13] of DSPE-mPEG
2000 (1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[methoxy-(polyethyleneglycol)-
2000]) involving a prior LNC formulation step and a subsequent incubation step as performed
on liposomes. [14] The main drawback with this method concerns the additional 2 to 4 hour
incubation step extending the complete formulation process time. An alternative PEGylation
method was approached by Hoarau et al consisting in incorporating the DSPE-PEG in the
initial LNC mixture [15], but had not been subjected to further evaluation so far. Because this
latter technique provides a simple while efficient PEGylation process, we designed for this
study “one-step” (OS) stealth drug-loaded LNCs. In an attempt to determine their
pharmacological behavior, 9L cell uptake, blood circulation profile and accelerated blood

clearance (ABC) were assessed through fluorescent stealth OS LNCs.

The anticancer activity of ansa-FcdiOH was investigated thereafter on 9L rat glioma model,
firstly in vitro with cell cycle analyses and, secondly, in vivo through stealth ansa-FcdiOH-
LNC injections in ectopic glioma bearing rats. To further decipher the ferrocenyl drug
mechanism of action, cancer cell proliferation and intratumoral immune reaction were

evaluated on tumor sections.
Method
Stealth ansa-FcdiOH-LNC formulation

Stealth LNCs were prepared according to the “one-step process” based on a phase inversion
temperature method [12,15] Briefly, the preparation process consisted in mixing all the
excipients [Solutol® HS15 (15.9 % wi/w), Lipoid® (1.4 % w/w), Labrafac® (19.4 % w/w),
NaCl (3.0 % wi/w), water (55.8 % w/w), the drug as powder (2.6% w/w) and DSPE-mPEG
2000 (1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[methoxy-(polyethyleneglycol)-
2000], 1.9% w/w) under magnetic stirring. Three cycles of progressive heating and cooling
between 90 and 50°C were then performed. At the last cooling step, the ansa-FcdiOH LNC

suspension was diluted with water (71.4 % w/w). The resulting suspension was passed
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through a 0.2 puM filter to remove the non-entrapped drug. The final ansa-FcdiOH
concentration was 8 mg/mL (19 mM).

Fluorescent stealth LNCs were obtained by labeling the LNCs with the fluorescent Dil probe

LNC characterisation

The determination of the drug loading was achieved by spectrophotometry (UV 2600,
Schimadzu, Champs sur Marne, France) at 254 nm after dissolving 30 puL of LNCs into 5 mL

of methanol (Fisher chemical).

The average hydrodynamic diameter and the zeta potential of nanocapsules were determined
at 25°C, in triplicate, using a Malvern Zetasizer® (Nano Serie DTS 1060, Malvern
Instruments S.A., Worcestershire, UK). For the measurement, the LNCs were diluted in
MilliQ water (50 pL LNC in 2.95 mL water).

Osmolarity measurement was performed in triplicate on a Vapro Osmometer (ELITECH

group, Signes, France).

Tumor cell line and culture

Rat 9L gliosarcoma cells were obtained from the European Collection of Cell Culture (Sigma,
Saint-Quentin Fallavier, France). The cells were cultured at 37 °C in a humidified atmosphere
containing 5% CO2 in Eagle’s minimal essential medium (EMEM) (Lonza, Verviers,
Belgium) supplied with 1 % non essential amino acids (Lonza), 10 % foetal calf serum (FCS)

(Lonza) and 1 % antibiotic and antimycotic solution (Sigma).
In vitro cell uptake

9L cells were seeded in 6-well plates for 72h. Cells were then treated with DiD-LNCs, OS
stealth DiD-LNCs and PI stealth DID, diluted at 1/500 in a serum-free culture medium, for 2
hr at 37 °C or 4 °C. At the end of the incubation period, cells were fixed in 2% formaldehyde
and analyzed using a FACScan flow cytometer with CellQuest Software (BD Biosciences).

All experiments were performed in triplicate and presented as mean + SD.
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In vitro cell viability

A suspension of 9L cells (1.9 x 10* cells/mL) was put in each well of 24-well plates for 48 h.
On day 2, the culture medium was removed and cells were treated with increasing
concentrations (0.01 to 10 umol/L) of various formulations. After 72 h of incubation at 37°C,
the medium containing samples was replaced by fresh medium. Cell survival percentage was
estimated by the MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium) survival assay according to the supplier’s instructions

(Promega, Lyon, France).
In vitro reactive oxygen species (ROS) generation

In order to assess the ROS involvement in the ansa-FcdiOH mechanism of action, cells were
co-treated with ansa-FcdiOH at the IC50 concentration and an antioxidant agent (ascorbic
acid (Sigma) at 200 pM). The test was performed through the MTS assay in the same
conditions (seeding, treatment schedule, measurement) as described above. As controls, cells
were treated with ascorbic acid alone. This experiment was performed in triplicate and

presented as mean + SD.
Cell cycle analysis

Cell cycle analysis was performed as previously described [4]. Briefly, cells were treated with
free ansa-FcDiOH at increasing concentration (0.05 pM to 0.5 pM) for 24, 48 and 72 h of
treatment. At the end of the experiment, cells were trypsinized, washed twice with PBS and
fixed (ice cold EtOH 70% v/v, 1h, -20°C). Cells were subsequently incubated in PBS
containing RNAse A (50 pg/mL, 15 min, 20°C) and then in PBS containing propidium iodide
(20 pg/mL, 4 h, 20°C, in the dark). Cell cycle was analyzed with Cyan LX9 cytometer
(Beckman Coulter, France) and data were processed by a multicycle software (phoenix Flow

systems, San Diego, USA).
Determination of apoptotic cells

100, 000 cells were seeded in 35-mm dishes and treated for 24h with ansa-FcDiOH. Cells
were then fixed in cold methanol (—20 °C, 10 min) and stained with 1 pg/ml Hoechst 33258
(30 min, 20°C, in the dark). Apoptotic cells exhibiting condensed and fragmented nuclei were
counted under a Nikon Eclipse fluorescence microscope. At least, 200 cells in randomly

selected fields were examined.
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Animals

In vivo efficacy experiments were carried out on 10-11-week-old Syngeneic Fischer F344
female rats (Charles River Laboratories France, L’Arbresle, France), weighing 160-180 g.
Animal care was performed in strict accordance with French Ministry of Agriculture
regulations. The animal procedures were approved by the Animal Experimentation Ethic
Committee of Pays de la Loire, protocol number CEEA.2012.32.

For accelerated blood clearance experiments, 10-11-week-old female Sprague rats (SCAHU,
service commun d’animalerie hospitalo-universitaire, Angers, France) were used weighing
260-300g.

ABC phenomenon evaluation

Female Sprague rats were randomly divided into 2 groups. The ABC phenomenon was
investigated after a second injection of LNCs. The initial injection used stealth LNCs and
conventional LNCs for comparison, and was administered via the tail vein (400 pL/rats). For
the second injection, stealth Dil-labeled LNCs and Dil-LNCs were injected intravenously
(400 pL/rats) at day 7.

Blood samples were collected by cardiac puncture at designated time intervals (5 min, 30 min,
1h,2h,4hand6 h, 8 rats per group) in a blood collection heparin tube (Microtube, 1.3 mL,
Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Germany). Dil fluorescence contained in plasma was
measured at the emission wavelength of 544 nm with an excitation wavelength of 590 nm by
a Fluoroscan® (Ascent FL, Thermo Fisher Scientific, Cergy- Pontoise, France). One hundred
percent of fluorescence was considered as the value counted at 5 min post-injection. The
blood circulation profiles after the second injection were compared to the original profiles

obtained through a distinct experiment with one single injection.
In vivo antitumor efficacy

In vivo anticancer activity was evaluated against 9L tumor-bearing fisher rats. Animals were
manipulated under isoflurane/oxygen anaesthesia. After shaving and disinfection, rats were
intradermically implanted with 1.5 x 10° 9L cells on the right flank. At day 7 post tumor
implantation, animals were homogeneously divided into three groups physiological saline
solution (0.9% NacCl), unloaded stealth LNCs and stealth ansa-FcdiOH-LNCs (ansa-FcdiOH

dose: 20 mg/kg), with 9 rats per group. The treatments, administered via the lateral tail vein,
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were started at day 7 and had been administered daily for 2 weeks with a mid-term break of 2
days (10 injections in total). Tumour growth was followed by regularly measuring the length
and width of tumours with a calliper. The tumour volume (V) was estimated by the

mathematical ellipsoid formula:
V = (n/6) x (width)? x (length)

At day 21 post-tumor inoculation, rats were sacrificed in a CO, chamber, and tumors and
livers were excised and immediately fixed in 4% formaldehyde solution to be embedded in
paraffin.

Tumor and liver slide histology

The embedded tissues were sectioned (4 wm) along the longitudinal axis of the tumor. The
liver and tumor sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E) for histological

analysis and were observed by an anatomopathologist.
Tumor immunostaining

Tumor tissues were subjected to immunohistochemical staining against OX6 and CD3 to
analyse macrophage and T lymphocyte infiltration, respectively. Cell proliferation was also
assessed through PCNA immunofluorescence. Briefly, tumor slides were deparaffinised and
subsequently subjected to antigen retrieval using a citrate buffer pH 6 for 40 min at 90°C. In
order to block nonspecific binding, sections were incubated in PBS containing 4% BSA and
10% normal goat serum. Incubations with primary antibodies (anti-rat OX6 (1/50), anti-rat
CD3 (1/50) and anti- rat PCNA (1/1000)) were performed overnight at 4°C. Anti-OX6 and
anti-CD3 primary antibodies were detected using a biotinylated secondary antibody followed
by the avidin-biotin complex method according to the supplier’s directions (Vector). Sections
were revealed with 3,3-diaminobenzidine (Sigma) counterstained with hematoxylin and
permanently mounted. Anti-PCNA primary antibody was detected using a biotinylated
secondary antibody amplified with streptavidin—FITC (Dako). Nuclei were counterstained
with DAPI (Sigma). Sections of three rats of each group (control and stealth ansa-FcdiOH-
LNCs) were analysed under a microscope (Axioscope® 2 optical, Zein, Le Pecq, Germany).
PCNA" cell counting was performed in three tumor sections per rat using the Metaview

computerized image-analysis system (Roper scientific, Evry, France). Six fields per sections
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taken at x200 magnification were randomly chosen in the tumor. Results were expressed as

the mean number of PCNA* cells / mm? for each group + SEM.

Statistical analysis

For in vitro experiments, the results were expressed as the mean + SD and Student t-test was

performed between treated and control groups.

Statistical significance between control and treated groups for in vivo experiments was
evaluated using Mann and Withney test and was considered as significant with p < 0.05.

Results were expressed as a mean + SEM.
Results

Formulation and characterization of the stealth ansa-FcdiOH-loaded LNCs

Stealth ansa-FcdiOH loaded LNCs were successfully prepared at 8mg/mL (6.4 % w/w) (Table
1). The direct incorporation of DSPE-PEG into the LNC mixture slightly increased the carrier
size in comparison to conventional LNCs (50 nm) in consistence with previous studies [15].
On the contrary, the drug encapsulation markedly decreased the diameter compared to stealth
LNCs, reaching a size of 40 nm. The zeta potential measurement revealed similar negatively
charged surfaces for both stealth LNCs, indicative of the DSPE-PEG sheathing. As the
formulations were intended for intravenous delivery, the osmolarity was settled at

approximately 300mQOsm.

Hydrodynamic Zeta potential Osmolarity Drug payload

diameter (nm) Pdl (mV) (mOsm) (Yow/w)
Stealth LNCs 60.3+0.8 0.08 -18.8+0.7 327 +4 -
Stealth ansa- 40.1+0.1 003  -141+11  370%3 6.4

FcdiOH-LNCs

Table 1: Physico-chemical characteristics of unloaded stealth LNCs and stealth ansa-
FcdiOH-LNCs
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In vitro cell uptake

The glioma cell uptake of stealth DiD-labeled LNCs obtained via the OS process were
measured and compared to uncoated LNCs at an early time point (2 h) and at 4°C and 37°C
(Figure 2). Additionally, in order to further assess the PEG corona influence on the cell
internalization, LNCs with higher DSPE-PEG coating density were analyzed as a control with
the two other formulations. These LNCs were prepared through the PI technique, as it allowed
a higher DSPE-PEG coating than with the OS one, as previously described [13]. Accordingly,
the DSPE-PEG content for Pl DiD-LNCs (9 % w/w) was almost twice as much as that of OS
DiD-LNCs (4.8 % wi/w).

High DSPE-PEG coating density hampered the LNC cell uptake (Geo mean = 33.5) in
comparison to low PEG density, whose uptake was similar to conventional LNCs (Geo mean
= 66.5 and 63.2, respectively). 4°C condition, which usually permits to turn off cell metabolic
activities including active cell internalisation, allowed the assessment of passive uptake. For
each LNC batch, a weaker internalisation was observed at 4 °C in comparison to 37 °C,
revealing a major contribution from the active uptake. In addition, DSPE-PEG coating tended
to inhibit the passive LNC internalisation with the strongest effect observed for Pl LNCs.
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Figure 2 : PEG coating density influence on 9L cell uptake. The percentage of positive cells
and the Geo mean are indicated on the figure. (DiD-LNCs: no PEG coating, Stealth DiD-
LNCs (OS): low PEG coating, Stealth DiD-LNCs (PI): high PEG coating)
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In vitro antiproliferative assay

After 72h cell exposure, ansa-FcdiOH was able to reach an IC50 value of 0.1 uM (Figure 3 A).
Similar profiles were obtained for free and encapsulated drug which proved that ansa-FcdiOH
was still pharmacologically active despite its entrapment in LNCs. Moreover, the co-treatment

with an antioxidant agent partially inhibited the activity of ansa-FcdiOH (Figure 3B).
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Figure 3: Antiproliferative activity of ansa-FcdiOH A/ 9L cell survival after 72 h exposure to
various treatments. B/ Co-treatment with ascorbic acid (AA) * p <0.05, ** p < 0.01
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Cell cycle analysis

Two major dose-dependent effects on the cell cycle distribution could be distinguished
(Figure 4). At low dose (50 nM), ansa-FcdiOH treatment induced an increase of 9L cells in S
phase fraction (Figure 4A). This effect was detectable from 24 h treatment, subsequently
leading to a prolonged S phase blockade up to 72 h with a slight increase of sub GO/G1
population at 0.1uM. For higher concentrations (0.5 uM), cells were rapidly stacked in GO/G1
phase and cell cycles were no longer analyzed because of a massive increase of sub G0/G1
population at 48 and 72 h (Figure 4 B). Such sub GO/G1 cell population revealed a
degradation of DNA within the treated cells which could occur by necrosis or apoptosis.
Therefore, Hoechst staining determination of apoptosis was performed after 24 h treatment.
As shown in Figure 4 C, apoptotic nuclei increased in a dose dependent manner under ansa-
FcDiOH treatment indicating that sub GO/G1 fraction observed by flow cytometry was due to

apoptosis induction.
Accelerated Blood Clearance (ABC) phenomenon investigation

ABC phenomenon was investigated at the second stealth Dil LNC injection administered 7
days after pretreatment with unloaded stealth LNCs. The blood circulation profiles of the
stealth LNCs are displayed in Figure 5 A and compared to conventional LNCs (without
DSPE-mPEG coating) as short circulating LNC control. A slight decrease in stealth LNC
blood circulation time was observed at the second injection. However the whole plasmatic

profile remained extended compared to uncoated LNCs.
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In vivo tumor growth inhibition study

Interestingly, stealth ansa-FcdiOH-LNC treatment slowed down the tumor growth from day
11 compared to the two control groups (Figure 5 B). From day 14, the tumor volume curve

plateaued meaning that ansa-FcdiOH inhibited the tumor growth.

To determine whether ansa-FcdiOH affects 9L tumor growth at the level of cell proliferation,
a PCNA immunofluorescent analysis was performed (Figure 6 A). The number of positively
responding cells was estimated at 1553 +/- 105 PCNA" cells / mm?for the drug treated group,
which was significantly lower comparatively to that of the saline group with 2025 +/- 123
PCNA* cells / mm?.

Anti-tumor immune response analysis

In an attempt to evaluate whether the tumor growth inhibition could stem from an
intratumoral immune response, macrophage and T lymphocyte infiltrations were
immunohistologically stained (Figure 6 B). Both tumor sections of stealth ansa-FcdiOH-

LNCs and saline groups displayed similar macrophage and lymphocyte infiltration.
Liver histology

Considering the aggressive protocol involving repeated injections of stealth ansa-FcdiOH
LNCs, it seems necessary to take an interest in the rat livers. Specimen sections of the control
groups and ansa-FcdiOH treated groups (Figure 6 B) showed normal histological appearance
of the organ meaning that, no damage manifestation was detected within ansa-FcdiOH

groups.
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Discussion

Despite intensive research efforts, the diagnosis of a malignant brain cancer remains
associated with a grim prognosis. Current available drug therapies are insufficiently effective
to treat this aggressive disease, mainly attributed to tumor-cell resistance, and ultimately
leading to ineluctable recurrence. Consequently, innovative treatments are urgently needed to

improve the outcome for patients.

The drug of interest in this work is a ferrocenyl molecule (ansa-FcdiOH) which can be
described as a dyphenol metallo-complex. Polyphenol are currently under considerable
investigation due to their cytotoxic effect on cancer cells. Among them, curcumin is subject to
great interest in particular in glioblastoma treatment and has already shown promising
outcome [16,17]. Besides a potential polyphenolic activity, ansa-FcdiOH can also take
advantage of its metallic part which may confer an unique and alternative activity over

organic compound.

Considering the poorly water soluble property of this ferrocenyl complex, a drug delivery
system was required for further evaluation. As LNCs have already proved to be a suitable
tumor-delivery nanosystem for other ferrocenyl compounds [4,5], we obviously selected this
carrier for the development of injectable ansa-FcdiOH dosage form. As above-mentioned, the
in vivo drug delivery performance of nanoparticles is commonly boosted through the addition
of PEG onto their surface. While conventional LNC PEGylation is achieved through a post-
insertion technique, we designed for this study alternative stealth LNCs via a one-step process
intended to facilitate a future transposition in clinic. Stealth ansa-FcdiOH-LNCs were
successfully prepared by the one-step phase inversion temperature method with a satisfactory
size of 40 nm, high drug loading and stealth features, making them suitable for intravenous

delivery.

It could be noticed that drug loaded stealth LNCs showed smaller hydrodynamic size than
unloaded stealth LNCs. This phenomenon may be induced by the ansa-FcdiOH entrapment
into the LNC shell structure as previously reported with the encapsulation of another
polyphenol molecule, the quercetin [18]. As a matter of fact, polyphenols are able to interact
with membrane bilayers and can bind to the lipid-water interface [19]. Based on these
considerations, the size alteration is assumed to result from the drug arrangement between the
HS-PEG chains at the LNC interface.
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Proper PEGylated phospholipid anchorage onto the LNC surface was evidenced by the high
negative surface charge stemming from the PEG dipoles [4] as well as from the negatively
charged phosphate groups of DSPE-mPEG. Additionally, the stealth ansa-FcdiOH-LNCs
displayed a narrow size distribution (Pdl =0.05), which is a critical parameter controlling the

biodistribution.

As nanocarrier stability is an important factor to consider, a stability study at 37°C was
performed on stealth ansa-FcdiOH-LNCs in comparison to uncoated ansa-FcdiOH LNCs.
Surprisingly, stealth ansa-FcdiOH-LNCs exhibited enhanced physical stability over regular
FcdiOH-LNCs. The latter displayed indeed a dramatic increase in size probably originating
from the interface destabilization by the drug (data not shown). This result emphasized the
capacity of PEGylation to ensure the physical LNC stability.

It was previously demonstrated that conventional LNCs were rapidly internalized by glioma
cells through endocytic pathway [20]. However, the influence of DSPE-PEG coating on LNC
uptake had not been evaluated so far. Although PEG coating create a hydrophilic corona able
to prevent LNCs from the opsonisation phenomenon, it might also hinder nanoparticle
internalisation by cells. Accordingly, we assessed the LNC uptake by 9L glioma cells
depending on the level of PEG coating density. Highly PEG coated-LNCs obtained through
the Pl technique showed reduced cell uptake compared to LNCs with a lower OS PEG
coating. Interestingly, the later displayed similar internalization to uncoated LNCs. This study
highlighted the fact that hydrophilic PEG corona could reduce cell interactions, likely owing
to steric repulsions and lack of affinity. These observations further supported our choice of a
simple OS process for the design of stealth LNCs, achieving a low while adequate PEG
coating over the PI technique. Additionally, these OS stealth LNCs exhibited the capacity to

deliver their loading at the intracellular level mostly through active uptake.

In vitro antiproliferative assay demonstrated strong ansa-FcdiOH effect against 9L glioma
cells achieving an IC50 of 0.1uM. In comparison to FcdiOH, an analogous drug to ansa-
FcdiOH which has already shown promising activity on brain tumor [5], ansa-FcdiOH
displayed a lower 1C50 value on 9L cell line demonstrating its hopeful potent activity.
Remarkably, ansa-FcdiOH showed also a lower 1C50 value against glioma cell lines in
comparison to curcumin with 25uM [16] or to gold compounds reaching 3 uM [21]. The
partial inhibition of the drug activity when associated with an antioxidant supported a ROS-
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mediated cell death. This is commonly encountered with metallodrugs such as ruthenium

compounds [22] and gold-based compounds [21] and polyphenol drugs [23,24].

In order to get a deeper insight into the ansa-FcdiOH mechanism of action, cell cycle analyses
were performed. As a result, ansa-FcdiOH altered the 9L cell cycle in a dose dependent
manner with the arrest in S-phase at low dose (50nM) and in GO/G1 phase at higher dose

associated with apoptosis induction.

Based on clinical settings, we planned for the in vivo efficacy study a treatment protocol
composed of multiple doses. Repeated injections indeed aimed to increase the drug
concentration in tumor tissue as demonstrated in the literature with multiple injections of
chitosan-based nanoparticles [25]. However, it has been reported that multiple injections of
PEGylated nanocarriers induced an immune reaction with M immunoglobulin production
against PEG which, as consequence, led to an accelerated blood clearance phenomenon as
soon as the second injection of PEGylated nanocarriers was given [26]. Additionally, the
second dose was shown to preferentially end up in Kupffer cells of the liver [27]. This
consideration is a matter of concern, as, besides affecting the passive targeting ability of the
cargo, it also can cause severe liver damage in the case of toxic anticancer drugs.
Consequently, ABC phenomenon was investigated at the second stealth Dil LNC injection
administered 7 days after pretreatment with unloaded stealth LNCs. As reported in the
literature, this 7 day - interval corresponds to the maximum magnitude of ABC effect [26].
Comfortingly, no dramatic decrease in LNC blood circulation time was observed in
comparison to PEG liposomes which lose their entire stealth properties at the second dose
[26]. Additionally, the extended circulation time for stealth LNCs over conventional LNCs
was confirmed. This ABC effect seems to be highly dependent on the type of nanocarrier used
and, to date, no parameter can help in predicting the potential induction of antibodies upon

injections of PEGylated nanosystems.

In vivo antitumor studies showed that repeated injection of stealth ansa-FcdiOH-LNCs could
significantly inhibit 9L tumor growth compared to controls. This observed anticancer activity
was further evidenced by a significant reduced number of intratumoral proliferating cells
upon ansa-FcdiOH treatment. This could be due to the cell blockade in GO/G1 phase but also
in S-phase since prolonged S-phase arrest is associated with decrease of S phase related cell
cycle protein like PCNA [28,29].
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It must be pointed out that 9L tumor has been shown to be highly immunogenic [30] which
might mislead about the drug-induced tumor treatment. However, macrophage and T
lymphocyte infiltration staining suggested that ansa-FcdiOH activity did not seem to be

related to a distinct activation of an intratumoral immune response.

Hepatotoxicity is one of the major issue encountered with patients undergoing chemotherapy
[31]. Interestingly, the repeated injections of stealth ansa-FcdiOH-LNCs did not induce
apparent liver damage. This is intriguing since metal-based drugs especially cisplatin [32],
often induced hepatic adverse effects. This non-toxicity to liver may also be ascribed to the
drug confinement into the LNCs protecting healthy tissue which is one of the crucial
advantages of nanocarriers permitting to overcome dose-limiting toxicity encountered with

several drugs [33].

Taken all together, these results have proved that stealth ansa-FcdiOH-LNCs may represent
an alternative approach to treat cancer and may comply with the current need in oncology.
Further studies have been planned in order to assess the performance of these stealth ansa-

FcdiOH-LNCs in an orthotopic glioma model.
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Stratégies d’administration pour la délivrance cérébrale

des LNC

Le cerveau est isolé du reste de ’organisme par la barriere hématoencéphalique (BHE) qui
restreint I’entrée aux molécules vitales a son bon fonctionnement. Par conséquent, le gliome,
confiné au sein du systeme nerveux central, bénéficie de cette barriére qui le rend
difficilement accessible voire hors d’atteinte pour les molécules thérapeutiques. Cette barriére
physiologique associée au phénomene de résistance aux anticancéreux fait de la thérapie du

gliome un réel défi médical.

Pour mieux comprendre I’ampleur de la difficulté du traitement des tumeurs cérébrales, un
préambule sur la physiologie du cerveau et les différentes stratégies d’administration pour une

délivrance cérébrale est présenté en premiéere partie.

Lors de sa thése, le Dr. Huynh a évalué différentes voies d’injection visant & atteindre le
cerveau pour le traitement de gliomes orthotopiques ainsi que 1’efficacité de la délivrance des
LNC-FcdiOH par la survie des animaux. Les deux voies principalement testées étaient une
voie locale par convection (CED) et en périphérie par injection intra-carotidienne. Ces deux
voies ont permis de gagner quelques jours de survie significatifs par rapport aux controles.
Afin d’améliorer les performances de délivrance des LNC et favoriser la distribution au sein
du tissu tumoral, les LNC ont été fonctionnalisées pour réaliser un ciblage actif. Deux types
de ligands ont été évalués : I’anticorps anti-OX26 ciblant les récepteurs a la transferrine
surexprimés a la surface des cellules cancéreuses de cerveau ainsi que sur la BHE et le
peptide NFL-TBS interagissant avec la tubuline et favorisant I’entrée dans les cellules
tumorales. Les LNC fonctionnalisées encapsulant le FcdiOH ont été injectées par CED ou par
la carotide sur des animaux porteurs de gliomes. Les résultats de cette étude sont présentés

dans la publication n°5.
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En continuité des travaux de thése du Dr. Huynh, de nouvelles modalités d’administration ont
été testées, toujours pour le traitement du gliome, avec pour objectif d’évaluer des voies
cliniqguement applicables et transposables. Ainsi, nous avons dans un premier temps étudié
I’infusion continue des LNC par voie intraventriculaire puis intracérébrale via des pompes
osmotiques. Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux injections
intraveineuses multiples. Ces résultats sont présentés en francais en derniere partie de ce

chapitre.
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Notions physiologiques sur le cerveau et stratégies

d’administration pour une délivrance cérébrale
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Chapitre II1

1 Notion anatomique et physiologique sur le cerveau

Le cerveau est ’organe qui régule et controle I’ensemble de notre organisme. Cette fonction
centrale en fait un systéme délicat qui nécessite une protection exclusive instaurée par la
barriere hémato-encéphalique (BHE) et la barriere hémato-liquidienne (BHL). Ces deux
principales interfaces régissent les échanges entre le sang et le systeme nerveux central
(SNC).

L’isolement du cerveau du reste de 1’organisme a été mis en évidence pour la premiére fois
par Paul Ehrlich en 1885 lors de son doctorat suite a 1’injection d’un colorant par voie
systémique, constatant une coloration de tous les organes a 1’exception du cerveau et de la
moelle épiniére’. Inversement, 30 ans plus tard, un de ses étudiants Erwin Goldamnn
remarque le phénomene contraire apres injection de bleu de trypan dans le liquide
céphalorachidien, colorant uniquement le SNC sans affecter les organes périphériques®. Ces
deux observations ont permis de mettre en avant la présence de barrieres entre le cerveau et le

systéme sanguin.
1.1 LaBHE

La BHE est une structure séparant le parenchyme cérébral du compartiment sanguin et est
formée par un systeme complexe de cellules endothéliales des microcapillaires cérébraux
(CEMC), d’une membrane basale, de cellules microgliales, d’astrocytes et de péricytes (Fig. 1)°.
L’intime interaction fonctionnelle entre ces différents types cellulaires contribue a I’intégrité
de la BHE et I’ensemble de ces éléments associés aux neurones forme 1’unité neurovasculaire.
La membrane ou lame basale enveloppe les CEMC et les péricytes et est recouverte de pieds
astrocytaires. Elle est constituée par différentes molécules telles que des protéines
structurelles (collagéne et élastine), des protéines spécialisées (fibronectine et laminine) et des
protéoglycanes. La microglie, défense immunitaire spécifigue du SNC, inspecte le

microenvironnement local et contribue aux propriétés de la BHE®.
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Fig. 1 : Représentation schématique de la BHE et de I'unité neurovasculaire®

L’imperméabilité de la barriére est principalement établie par les CEMC qui régulent le
métabolisme des substances et le transport bidirectionnel sélectif du sang vers le cerveau et
inversement, du parenchyme dans la circulation sanguine (Fig. 2). Leur fonction consiste a
faciliter le passage aux éléments nutritifs essentiels et limiter I’entrée aux xénobiotiques. Par
conséquent, ces CEMC different des cellules endothéliales du reste de 1’organisme par la

présence de jonctions serrées limitant la diffusion paracellulaire de molécules hydrophiles®’.

En ce qui concerne les nutriments essentiels a la survie du cerveau (glucose et acides aminés),
leur passage dans le SNC est régulé par des transporteurs spécifiques de la famille des SLC
(Solute Carrier, ex: GLUT 1, LATI). Les protéines vitales telles que I’insuline et la
transferrine traversent la BHE par le biais de récepteurs pour un passage par endocytose ou
transcytose’. D’autres molécules a haut poids moléculaire peuvent pénétrer au sein du
parenchyme cérébral par transcytose par adsorption (également appelée pinocytose).
Cependant, les CEMC sont caractérisées par une faible activité pinocytique limitant 1’entrée
aux peptides et protéines circulants®. La régulation de la perméabilité aux solutés est
également assurée par des canaux aqueux (aquaporine) et ioniques permettant le maintien de

I’homéostasie cérébrale.

Les molécules telles que le CO, et 1’0, peuvent rejoindre le SNC par diffusion passive a
travers la membrane lipidique de I’endothélium®. Ce mode d’entrée est ¢galement accessible &

certaines petites molécules liposolubles telles que 1’éthanol ou les agents barbituriques®.
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Cependant, toute molécule liposoluble étant parvenue a pénétrer la membrane des CEMC est
exposée aux pompes a efflux. Ces transporteurs localisés dans la membrane des CEMC
appartiennent a la famille ABC (ATP-binding cassette) telles que la P-glycoprotéine (P-gp), la
protéine 1 de multidrug resistance (MRP), et la BRCP (breast cancer resistance protein)'®. En
refoulant les xénobiotiques a I’entrée du SNC, ils sont responsables de I’inefficacité d’un
grand nombre de thérapies. Cette activité protectrice et détoxifiante est renforcée par la
présence d’enzymes de dégradation intra- et extracellulaires édifiant une barriére
métabolique®. Par ailleurs, le cytoplasme des CEMC est riche en mitochondries, ce qui

intensifie cette activité métabolique®.
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nucleosides |
| | | |
Blood : : ! Y |
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junction; | % |
' & |
| »r
| Endothelium *} : )
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Astrocyte : Astrocyte :
' |
' |
' |
' |
' |
| I

Fig. 2 : Les différents modes de passage a travers la BHE™

L’ensemble de ces caractéristiques édifie une BHE aux fonctions multiples intégrant une
barriére physique, une barriere au transport, une barriere enzymatique/métabolique et une
barriere immunologique. Par conséquent, la BHE représente un obstacle majeur a I’entrée des
agents thérapeutiques, empéchant le passage de la quasi-totalité des molécules a haut poids

moléculaire (protéines, peptides et matériel génétique) et 98% des petites molécules™.
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1.2 LaBHL

La seconde barriére qui maintient I’homéostasie cérébrale est la barriére hémato-liquidienne
séparant le sang du liquide céphalo-rachidien (LCR) (Fig. 3). Cette barriére est localisée au
niveau des plexus choroides (PC) situés au sein des ventricules (Fig. 4). Les PC sont les
organes majoritairement responsables de la synthése du LCR et disposent d’une
vascularisation importante. Tout comme la BHE, les échanges a travers 1’épithélium des PC
sont strictement régulés et I’entrée paracellulaire est limitée par la présence de jonctions
serrées. Les cellules épithéliales du PC possédent également des systéemes de transporteurs

transcellulaires contrélant les flux bidirectionnels.

/Tight junction
/ Intracellular gap

Fenestration
Boodil.l — —

Ventricle
T

Secretion of CSF

Endothelial cell
of feng"strated
capilla
o Stroma P
Microvilli —
Vegtsrlcle
MRP1 Pgp  (CSF)
Choroid plexus /Blood
epithelium ————— capillary

Fig. 3 : Représentation schématique de la BHL"

Le LCR est un fluide essentiel au bon fonctionnement du SNC. Il assure un rdle mécanique en
réduisant le poids effectif du cerveau et en amortissant les chocs. Il contribue a 1’échange
nutritif avec le cerveau et permet d’évacuer les produits du catabolisme cérébral'?.

La circulation du LCR s’effectue a travers les ventricules latéraux, le 3°™ ventricule, le 4°™
ventricule puis dans 1’espace sub-arachnoidien cranial et spinal (Fig. 4). Il est finalement
résorbé par le sinus veineux sagittal supérieur au niveau des villosités arachnoidiennes™. Le
volume de LCR chez I’homme représente 140 mL (chez le rat 90 pL) et est renouvelé 4 a 5
fois par jour, soit toutes les 4 a 5 heures. Les échanges entre le LCR des ventricules et le
parenchyme cérébral se produisent au niveau des cellules épendymaires bordant les
ventricules. Ces cellules sont de type fenestrées permettant les échanges avec le fluide

interstitiel cérébral (Fig. 5).
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Fig. 4 : Circulation du LCR"™
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Fig. 5 : Cellules épendymaires : interface LCR / parenchyme®

Malgré de nombreuses similarités entre les deux barrieres, la BHL est décrite comme moins

étanche que la BHE en raison de différences au niveau des expressions de claudines, protéines

en partie responsable de la sélectivité de la barriére*.
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Les caractéristiques structurelles et fonctionnelles de ces deux barriéres entrainent la faible
biodisponibilité cérébrale de nombreux médicaments, ce qui constitue 1’un des facteurs

limitant I’efficacité des traitements.

1.3 Statut de la BHE en présence de tumeur cérébrale

La structure des vaisseaux sanguins des tumeurs cérébrales est frequemment décrite comme
morphologiquement et fonctionnellement altérée, conduisant a une perte de 1’étanchéité de la
BHE™. Ce constat n’est cependant pas vérifié pour les tumeurs de bas grade (1 et 11) telles que
les astrocytomes et les oligodendrogliomes, pour lesquels la BHE est préservée®. Pour les
tumeurs plus agressives, lorsque la masse tumorale primaire ou métastasique dépasse une
taille de 1 &8 2 mm de diameétre dans le parenchyme cérébral, I’intégrité de la BHE se trouve
compromise™. Cette perméabilité est provoquée par la perte d’expression de protéines
impliquées dans les jonctions serrées, la présence de fenestrations et 1’augmentation de
I’activité pinocytique’®. Le facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire VEGF, facteur
pro-angiogenique surexprimeé par les tumeurs cérébrales, est en partie a I’origine de la perte
d’intégrité au cours de la croissance tumorale™. Cependant, cette hyper-perméabilité de la
BHE est non uniforme et le transport a travers les vaisseaux tumoraux est hétérogene au cours

du temps et dans I’espace.

Par ailleurs, une conséquence directe de ce manque d’étanchéité est ’accumulation intra et
péritumorale de fluide physiologique et de protéines plasmatiques entrainant une
augmentation de la pression interstitielle (PI) et provoquant I’apparition d’cedéme
vasogénique, une cause majeure de morbidité. D’autre part, la hausse de la PI intratumorale

représente une barriére & la délivrance de principe actif au sein de la tumeur™.

Concernant les transporteurs d’efflux, I’expression de la P-gp a la surface de CEMC tumoraux
est parfois (mais pas toujours) décrite comme diminuée par rapport au vaisseau sain. Outre
son expression a la surface des CEMC, la P-gp est également surexprimeée par les cellules
cancéreuses ceérébrales, s’imposant comme une des principales causes de résistance a la
chimiothérapie. En ce qui concerne les protéines de type MRP, une augmentation de leur

expression a été observée a la surface des vaisseaux péritumoraux®.

Malgré une permeabilité constatée, la BHE tumorale, parfois appelée barriére tumeur/cerveau,
peut demeurer un obstacle au franchissement d’agent thérapeutique au sein de la tumeur 1ié a

I’augmentation de la PI et la présence des transporteurs d’efflux.
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2 Délivrance cérébrale d’agents thérapeutiques

Certaines molécules, telle que le témozolomide®’ (molécule de référence dans le traitement du
glioblastome) ou le Gliolan® (acide 5-aminolévulinique, utilisé en chirurgie pour la
visualisation par fluorescence du gliome malin'®) ont la capacité de traverser la BHE.
Cependant, comme indiqué précédemment, la biodisponibilité cérébrale de la majorité des
agents thérapeutiques reste trés faible. Par conséquent, différentes stratégies d’administration
ont été développées pour tenter de surmonter ces barriéres cérébrales telles que des approches

locales ou artérielles.

Plus récemment, I’émergence des nanoparticules semblent offrir de nouvelles possibilités de
vectorisation cérébrale grace a 1’amélioration des propriétés pharmacologiques des agents

anticancéreux.

Les stratégies d’administration cérébrale les plus courantes sont détaillées dans le paragraphe
suivant. Des exemples d’applications aux nanovecteurs sont également présentés, le cas

échéant.

2.1 Stratégie invasive

2.1.1 Lavoie Intracérébroventriculaire

Compte tenu du libre-échange entre les ventricules et le fluide interstitiel cérébral, il a été
envisagé qu’une administration intra cérébro-ventriculaire (ICV) conduirait a la distribution
de la molécule active dans tout le parenchyme cérébral baignant dans le liquide interstitiel*.
Par conséquent, cette voie d’injection a fait I’objet d’études en préclinique et clinique pour
diverses maladies neurologiques. Un dispositif a été développé spécifiguement pour la
délivrance ventriculaire appelé réservoir Ommaya en référence au nom de son inventeur®®. Ce
réservoir en plastique est implanté en sous-cutané dans le cuir chevelu et connecté a un
ventricule par un cathéter. Disposé ainsi, 1’agent thérapeutique peut étre introduit dans le
réservoir par injection sous-cutanée puis délivré au ventricule par compression manuelle
exercée sur le réservoir (Fig. 6). Cette approche permet de contourner la BHE et résulte en
une concentration élevée et immédiate du principe actif dans le LCR*. Etant donné la
perméabilité du compartiment ventriculaire, les échanges entre le LCR des ventricules et le
SNC peuvent se faire librement conduisant théoriquement a une distribution de 1’agent dans le
SNC.
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Fig. 6 : Représentation du reservoir Ommaya®

Cependant, le succes de cette approche est limité par la barriere diffusionnelle érigée par la
matrice extracellulaire. La distance d’une molécule parcourue par diffusion dépend de son
poids moléculaire, de son affinité avec les surfaces des cellules cérébrales, des efflux a travers
la BHE et des activités métaboliques®. Par ailleurs, compte tenu de la vitesse de
renouvellement du LCR, la concentration en actif dans le ventricule décroit trés rapidement.
Par conséquent et étant donné la résorption du LCR dans le systeme veineux, I'ICV

s’apparenterait plutdt & une infusion systémique lente®.

Malgré ces limitations, Thakker et al. se sont intéressés a 1’infusion continue de siRNA
ciblant ’EGFP (Enhanced green fluorescence protein) chez la souris par le biais de pompes
osmotiques (Fig. 7), situées en sous-cutané et connectées au 3°™ ventricule. L’utilisation de
pompes osmotiques permet de mimer le réservoir Ommaya a une échelle préclinique avec,
pour seule différence, une infusion continue comparativement a des injections répétées pour le
réservoir. Ces pompes sont constituées d’une membrane semi-perméable, enveloppant une
couche osmotique, elle-méme recouvrant un réservoir imperméable. En s’imprégnant des
fluides physiologiques, la couche osmotique exerce une pression sur le réservoir, forgant la
libération de son contenu. La distribution cérébrale du siRNA a été déterminée par 1’é¢tendue
de I’extinction de ’EGFP. L’infusion sur 2 semaines de siRNA a conduit a I’inhibition de
I’expression de la protéine sur une grande partie du parenchyme, jusque dans des régions
distantes du site d’injection®®. Cette étude justifie donc I’application de la voie ICV comme

approche intracérébrale.
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Agent Osmotic Semipermeable Impermeable Flow
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Fig. 7 : Composition d’'une pompe osmotique”

L’¢tude de Thakker a inspiré les travaux du neurochirurgien Florence Lefranc. En 2008, son
équipe a conduit une étude visant a utiliser cette approche ICV sur des animaux porteurs
d’une tumeur cérébrale pour diminuer I’expression de la galectine 1 (gal 1), un facteur pro-
angiogenique participant a la migration des cellules de glioblastome, par un siRNA anti-Gal-
1. Pour renforcer 1’action du siRNA infusé par ICV, des injections intratumorales de siRNA
ont également été réalisées. L’association a une administration concomitante de
témozolomide a conduit & une amélioration significative de la survie par rapport au groupe

recevant un siRNA controle?®.

La limite de I’infusion ICV réside dans I’exposition de la surface épendymaire du ventricule a
une concentration importante d’actif pouvant conduire a des effets toxiques. Dans la
littérature certains effets indésirables ont été décrits se produisant lors d’injections

intraventiculaires de facteurs de croissance?.

En clinique, ’'ICV est préconisé pour le traitement de méningiomes et pour les cas de

métastases dans le LCR en raison de la distribution subarachnoidienne du fluide?’.

Par ailleurs, il est intéressant de noter que la voie ICV pour I’injection de particules est
actuellement appliquée chez I’homme avec 1’utilisation approuvée du DepOCyte®, une
suspension liposomale de cytarabine (taille 3 & 30pum)® pour le traitement intrathécal de la
méningite lymphomateuse (Vidal 2013). Cette approche thérapeutique fait également I’objet
actuellement d’une étude clinique pour le traitement de glioblastomes récurrents

(NCT01044966).
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2.1.2 Administration intratumorale

Convection enhanced delivery (CED)

Une des techniques de délivrance intracraniale les plus étudiées est la CED. Cette technique,
initiée en 1994 par Bobo®, consiste & introduire un cathéter au sein de la tumeur par
stéréotaxie, le cathéter étant reli¢ a un systeme de pompe permettant d’infuser 1’agent
thérapeutique dans le parenchyme cerébral sous une pression constante et positive (Fig. 8).
Par cette approche, la distribution se fait par convection et non par simple diffusion
permettant d’imprégner plus largement le tissu tumoral. La description de cette technique est

développée dans un chapitre de livre présenté en annexe 1.

Infusion pump

Stereotactic
head frame

Fig. 8 : Représentation schématique d’une CED composée d’un cadre de stéréotaxie et d’'une

pompe d’infusion

La CED est une approche fréquemment adoptée en pré-clinique pour 1’administration
intratumorale de nanoparticules variées®. Elle a été notamment utilisée récemment pour la
délivrance locale de nanoparticules polymériques co-chargées en témozolomide (TMZ) et
oxyde de fer. La présence de 1’oxyde de fer a permis de visualiser la répartition des particules
dans le parenchyme par IRM confirmant un volume de distribution plus important en CED
qu’en bolus. De plus, ’administration des nanoparticules de TMZ par CED a permis de
prolonger significativement la survie des animaux porteurs de glioblastome U87MG*. Une
amélioration de survie a également été observée aprés administration par CED de liposomes
PEGylés de doxorubicine sur deux modéles de gliomes U87MG et U251MG*.
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La technique de CED est également évaluée en phases cliniques en tant que modalité
alternative d’administration d’agents thérapeutiques™ tels que le carboplatine, le paclitaxel, le
topotecan®* ou encore de ’exotoxine I'IL13-PE38QRR*. Malgré des résultats précliniques
encourageants, la transposition a I’homme a démontré les limites des mod¢les animaux avec
la manifestation de phénomenes de reflux et de distribution limitée et/ou non prévisible de

I’agent, nécessitant des études d’optimisations*®.

Les implants polymériques et l’infusion intratumorale par le réservoir Ommaya

La libération lente d’agents thérapeutiques dans la cavité tumorale est une technique
appliquée en clinique avec I’introduction de Gliadel®, un implant de polymére biodégradable
contenant la carmustine, dans le compartiment de I’exérése (Fig. 9)°"*%. L’objectif est
d’atteindre les cellules infiltrées et isolées qui ne peuvent étre traitées par chimiothérapie iv.
L’utilisation du Gliadel est indiquée pour les patients atteints de glioblastome multiforme
récurrent. Les résultats sur la survie des patients restent néanmoins modestes probablement di

a une diffusion limitée de la carmustine & travers le parenchyme cérébral®®.

New treatment for brain cancer

@ Up to eight bicdegradable
discs are implanted in the
brain cavity left after surgery

Discs release chemotherapy
drug carmusting which
continues active treatment
of the tumour whilst patient
awaits radiotherapy

-

Implants are the
Source: Link Pharmaceuticals size of a Spcoin

Fig 9 : les implants Gliadel *

L’utilisation du réservoir Ommaya a également été évalué pour I’infusion intratumorale de
bléomycine*! ou doxorubicine*? par positionnement au sein de la tumeur du cathéter relié¢ au

réservoir(Fig. 10), avec obtention de résultats encourageants chez I”’homme.
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-Membrane

Fig. 10 : Implantation du réservoir Ommaya en intratumorale*

2.1.3 Lavoie carotidienne

L’administration intra-artérielle a travers la carotide pourrait permettre 1’accés direct au
cerveau, évitant la distribution préalable dans les organes périphériques. Cette stratégie
d’administration a été évaluée sur des animaux sains pour des nanoparticules polymériques
chargées en fluorochome et I’analyse histologiques des cerveaux a permis de montrer un
passage de la barriere endothéliale avec un marquage localisé dans le parenchyme
cérébral® **. De méme, 1’administration intracarotidenne d’une suspension liposomale de
cisplatine (Lipoplatin™) sur des animaux porteurs de gliomes orthotopiques F98 a conduit &

une augmentation de survie significative (30 jours vs 22 jours)™®.

Cette voie d’entrée, bien que délicate, fait I’objet d’investigations pour des essais cliniques
sous le nom de « Superselective Intra-arterial Cerebral Infusion (SIACI) » dans différentes
applications et, en particulier, pour le traitement du glioblastome®. La stratégie développée
consiste a ouvrir de facon transitoire la BHE par injection d’une solution de mannitol
hyperosmolaire suivie de I’injection de I’agent thérapeutique. En effet, ’injection d’une
solution hyperosmolaire provoque une rétractation réversible des cellules endothéliales
cérébrales, entrainant Daltération des jonctions serrées’’. Différentes molécules
anticancéreuses ont été évaluées par cette modalité d’injection telles que le méthotrexate®® et

le bevacizumab®®®.

Des réponses positives aux traitements ont pu étre observées,
encourageant la continuité des essais notamment avec le témozolomide (NCT01180816).
Néanmoins, I’ouverture de la BHE comporte certains risques tels que 1’opportunité pour des
molécules toxiques présentes dans la circulation systémique d’atteindre le parenchyme et ainsi

de générer des dommages irréversibles sur les neurones et tissus sains. D’autre part, la
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carotide représente une artére majeure et donc un enjeu vital lors de sa perfusion pouvant

entrainer des complications®.

2.2 Stratégie non-invasive : Le challenge de la voie intraveineuse

Les différentes stratégies d’administration présentées précédemment constituent des
approches invasives présentant des risques vitaux. La voie intraveineuse (iv) représente une
voie « pratique » pour le médecin et relativement confortable pour le patient. Elle permet
¢galement 1’administration d’une dose importante d’agents anticancéreux. Compte tenu de la
vascularisation conséquente du SNC (~20m? chez I’homme™), une approche par voie
systémique peut donc étre intéressante. Cependant, comme évoqué, la biodisponibilité
cérébrale des principes actifs conventionnels injectés par voie systémique reste relativement

faible et ne permet pas d’atteindre une dose thérapeutiqguement active.

Les nanomédecines apparaissent comme un nouvel outil pouvant offrir des solutions a ces
limitations et ainsi permettre I’amélioration de la délivrance cérébrale d’agent thérapeutique
par voie iv>. Des exemples d’études précliniques sont décrits dans la littérature démontrant le
bénéfice apporté par les nanovecteurs pour accroitre la biodisponibilité cérébrale incluant des
nanoparticules polymériques®?, des nanoparticules lipidiques®®, des liposomes™ ou encore des
dendriméres™. Les nanoliposomes de topotécan ont, par exemple, permis d’augmenter la
concentration cérébrale du principe actif, résultant en une augmentation de I’activité
antitumorale®®. De la méme facon, des nanoparticules polymériques recouvertes de
polysorbate 80 et chargées en doxorubicine a permis d’obtenir plus de 20 % d’animaux « long

survivants »°°.

Il est difficile de définir les caractéristiques précises que devrait posséder le vecteur pour
surmonter la BHE au vue de la diversité des formulations ainsi que la diversité des modéles
expérimentaux utilisés. Il semblerait cependant, qu’une circulation prolongée favorise
I’accumulation cérébrale en cas de tumeur, comme démontré par des nanospheres de
poly(hexadécylcyanoacrylate) PEGylées comparées & leurs analogues conventionnels®’. Les
propriétés de surface joueraient également un réle important. En effet, le traitement du 9L par
ces mémes nanospheres chargées en doxorubicine n’a pas abouti a un effet thérapeutique,

probablement suite a une biodistribution altérée comparativement aux nanosphéres non
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Chargées58. Ce phénomeéne serait di a I’agrégation de protéines plasmatiques a la surface des

nanospheres rendues positives par le principe actif.

En revanche, il est possible de favoriser le passage des vecteurs dans le SNC (voire leur
internalisation par les cellules cancéreuses) en greffant a la surface des particules un ligand
ciblant un récepteur ou un transporteur exprimé par la BHE**®®!, parmi les récepteurs les
plus investigués figurent le récepteur a 1’insuline (RI) et le récepteur a la transferrine (RTf) a
travers le greffage d’anticorps qui leur sont spécifiques. Cette stratégie a été exploitée
notamment par 1’équipe de Pardridge avec le développement d” immunoliposomes et appelée

technologie du « cheval de Troie »%.

Le revétement par des « cell penetrating peptides » peut également favoriser la traversée de la
BHE. Il a été notamment montré que des micelles polymériques greffées avec des peptides
TAT (trans-acting activator of transcription) étaient capables de rejoindre le SNC®. Pour
augmenter le ciblage tumoral, il a été reporté que le peptide chlorotoxine, issu du venin de
scorpion, se liait sélectivement aux gliomes en épargnant les cellules cérébrales saines. Il a
donc été utilisé comme agent ciblant pour des liposomes chargés en siRNA permettant

d’améliorer leur internalisation cellulaire sur un modéle intracranial de gliome US7MG®.

Le cas de ciblage actif «in situ» a également été démontré avec les nanoparticules
polymériques. Ces particules sont certainement celles qui ont été les plus étudiées pour
I’approche cérébrale et pour lesquelles de nombreuses informations sont disponibles, en
particulier celles concernant le mécanisme de transport a travers la BHE. Des expériences in
vitro et in vivo ont permis d’identifier I’adsorption d’apolipoprotéines E et/ou A-l a la surface
des nanoparticules polymériques recouvertes de Tween 80. Ces apolipoprotéines permettent
des interactions avec les récepteurs LDL (low density lipoprotein) exprimés a la surface de la
BHE, conduisant a 1’endocytose et transcytose des particules. Ainsi, ces nanoparticules
mimeraient des particules de lipoprotéines et bénéficieraient de leur mode de transport®®. Ce
phénoméne ne peut se produire en I’absence d’un revétement des nanoparticules par un
polymere polysorbate (20, 40, 60 ou 80) ou encore le poloxamer 188, qui servent d’ancre aux
apolipoprotéines. Ce mécanisme de transport par les récepteurs des lipoprotéines a également
éte vérifié dans le cas de particules d’albumine sur lesquelles étaient greffées des
apolipoprotéines® ®°,

Un dernier avantage des nanovecteurs repose sur la possibilité de co-encapsuler un agent

thérapeutique et un agent d’imagerie (théranostique) permettant alors une détection et un
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monitoring de 1’évolution tumorale®’. Un exemple illustrant ces nanoparticules
multifonctionnelles correspond aux nanoparticules polymériques chargées en photofrine et
oxyde de fer puis recouvertes d’un peptide F3 ciblant le systéme vasculaire tumoral®®. La
photofrine est un agent photosensibilisateur utilisé pour la thérapie photodynamique. Ces
nanoparticules administrées en iv a des animaux porteurs de gliome 9L intracérébral ont pu

étre détectées au sein de la tumeur et ont conduits a 1’obtention de longs survivants.

Enfin, il est intéressant de noter qu’une étude de phase I (étude a dose croissante
NCT00313599) est actuellement en cours pour 1’évaluation de nanoparticules d’albumine
contenant du paclitaxel (Abraxane®) administrées en iv & des patients porteurs de tumeurs
solides, dont des tumeurs cérébrales, aprés chimiosensibilisation par administration orale de
lapatinib, un inhibiteur de tyrosine kinase. Cette étude est motivée par les résultats positifs
obtenus lors d’une premiére étude clinique démontrant une amélioration de la délivrance des
nanoparticules grace a un effet du lapatinib sur le systéme vasculaire tumorale®. Des
suspensions liposomales de doxorubicine sont également en cours d’investigation clinique

(NCT00944801) dans le traitement du glioblastome nouvellement diagnostiqué.

Conclusion

Un des obstacles majeurs au traitement du glioblastome est 1’incapacité de délivrer les agents
thérapeutiques a la tumeur a une dose thérapeutiquement active. L’émergence des
nanoparticules donne un nouvel essor a la délivrance cérébrale des actifs. En effet, de par leur
taille, leur multifonctionnalité (protection, furtivité, ciblage, imagerie..) et leur capacité a
vectoriser une charge importante d’anticancéreux, les nanoparticules pourraient étre capables
de surmonter les difficultés rencontrées avec les traitements conventionnels, en tirant profit
des caractéristiques pathophysiologiques des tumeurs. L’utilisation des nanomédecines
semble donc prometteuse, permettant de potentialiser les stratégies d’approches cérébrales

actuellement étudiées et plus particulierement la voie intraveineuse.
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In this study, a new active targeting strategy to favour ferrociphenol (FcdiOH) internalisation into brain
tumour cells was developed by the use of lipid nanocapsules (LNCs) coated with a cell-internalising pep-
tide (NFL-TBS.40-63 peptide) that interacts with tubulin-binding sites. In comparison, 0X26 murine
monoclonal antibodies (OX26-MADb) targeting transferrin receptors were also inserted onto the LNC
surface. The incorporation of OX26 or peptide did not influence the in vitro antiproliferative effect of
FcdiOH-LNCs on the 9L cells since their IC50 values were found in the same range. In vivo, intracerebral
administration of 0X26-FcdiOH-LNCs or peptide-FcdiOH-LNCs by convection enhanced delivery did not
enhance the animal median survival time in comparison with untreated rats (25 days). Interestingly,

Keywords:

0X26-MAb

NFL-TBS peptide
Intra-carotid injection

LNCs intra-carotid treatment with peptide-FcdiOH-LNCs led to an ameliorated survival time of treated rats
Brain tumour with the presence of animals surviving until days 35, 40 and 44. Such results were not obtained with
CED 0X26-MAbs, demonstrating the benefit of NFL-TBS.40-63 peptide as an active ligand for peripheral drug

delivery to the brain tumours.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Nanotechnology has emerged as an interesting field in engineer-
ing and designing new systems for drug delivery in oncology such
as brain tumour therapy. It can provide medical and pharmaceuti-
cal benefits because it enables the control of drug characteristics
such as solubility, bioavailability, vascular circulation time, and
site-specific delivery [1]. Our laboratory has developed and pat-
ented a novel nanoscale system, the so-called lipid nanocapsules
(LNGs) [2]. They present an oily core corresponding to medium-
chain triglycerides surrounded by tensioactives providing a cohe-
sive membrane made of lecithin and polyethylene glycol 660
hydroxystearate at high density. Thanks to their oily core, these
LNCs allow the encapsulation of various lipophilic compounds
and represent a potential platform for drug delivery in cancer
therapy [2]. Since recently, we have encapsulated into LNCs the
organometallic anticancer 2-ferrocenyl-1,1-bis(4-hydroxyphenyl)-
but-1-ene (or FcdiOH). These FcdiOH-LNCs were shown to be
promising in the 9L rat gliosarcoma model [3]. In order to improve
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Nanomédecines Biomimétiques, LUNAM Université, F-49933 Angers, France.
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the drug delivery to the site of interest, i.e. the cancer tissue, further
modifications of the LNC surface by coating with longer PEG chains
in a context of a passive targeting strategy, or by incorporating spe-
cific molecules through an active targeting strategy, can be carried
out [2]. Two main targeting agents are of particular interest: 0X26
murine monoclonal antibody (OX26-MAD) to the rat transferrin
receptor (TfR) and NFL-TBS.40-63 peptide derived from the light
neurofilament subunit (NFL).

Since the transferrin receptor is overexpressed at the surface of
brain tumour cells but is also present in the blood-brain barrier
[4], antibodies against the TfR such as OX26 conjugated to nano-
particles have been widely assessed for brain-specific delivery
[5,6]. Furthermore, in a previous study, we assessed the targeting
ability of the antibody covalently attached onto the LNC surface,
and its beneficial effect on drug delivery into a healthy brain has
been demonstrated [7].

NFL-TBS.40-63 peptide that specifically interacts with tubulin-
binding sites (TBSs) was shown to enter in multiple cancer cell
lines leading to disruption of their microtubule network and reduc-
tion of their proliferation [8].

Taking those advantages into consideration, we compared in
the present study the effect of peptide-FcdiOH-LNCs and 0X26-
FcdiOH-LNCs on the proliferation of 9L gliosarcoma cells in vitro
and in vivo. In addition, to favour the drug delivery to the site of
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interest, two loco-regional administration routes were assessed, an
intra-tumour injection by convection enhanced delivery (CED) and
a peripheral injection via the carotid artery.

2. Materials and methods
2.1. Chemical materials

Ferrociphenol was prepared by a McMurry coupling reaction [9].
The lipophilic Labrafac® WL1349 (caprylic-capric acid triglycerides)
was purchased from Gattefosse S.A. (Saint-Priest, France). Lipoid®
S75-3 (soybean lecithin at 69% of phosphatidylcholine) came from
Lipoid Gmbh (Ludwigshafen, Germany); Solutol® HS15 (a mixture
of free polyethylene glycol 660 and polyethylene glycol 660
hydroxystearate) from BASF (Ludwigshafen, Germany) and NaCl
from Prolabo (Fontenay-sous-bois, France). Deionised water was
acquired from a Milli-Q plus system (Millipore, Paris, France) and
sterile water from Cooper (Melun, France). DSPE-mPEG2000-
maleimide was kindly provided by Avanti Polar Lipids (Alabaster,
USA).

2.2. Tumour cell line and culture

Rat 9L gliosarcoma cells were obtained from the European Col-
lection of Cell Culture (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France). The
cells were cultured at 37 °C in a humidified atmosphere containing
5% CO, in Eagle’s minimal essential medium (EMEM) (Lonza,
Verviers, Belgium) supplied with 1% non-essential amino acids
(Lonza), 10% foetal calf serum (FCS) (Lonza) and 1% antibiotic and
antimycotic solution (Sigma).

2.3. Animals

Syngeneic Fischer F344 female rats, weighing 160-180 g, were
obtained from Charles River Laboratories France (L'Arbresle,
France). All experiments were performed on 10-11-week-old fe-
male Fisher rats. Animal care was carried out in strict accordance
with French Ministry of Agriculture regulations.

2.4. Preparation of the LNCs

2.4.1. Ferrociphenol-loaded LNCs

LNCs were prepared according to the original described proce-
dure [2]. Briefly, the preparation process involved 2 steps. Step |
consisted of mixing all the components (Solutol® HS15 (17% w/w),
Lipoid® S75-3 (1.5% w/w), Labrafac® WL1349 (20% w/w), NaCl
(1.75% w|w) and water (59.75% w/w)) under magnetic stirring
and heating from room temperature to 85 °C. Three cycles of pro-
gressive cooling and heating between 85 and 60 °C were then car-
ried out. Step Il was an irreversible shock induced by sudden
dilution with cold water (28.5% (v/v)) to the mixture at 70-72 °C.
Slow magnetic stirring was then applied to the suspension for 5 min.

To load the anticancer agent into the oily core of LNCs, FcdiOH
was firstly dispersed in Labrafac® under ultrasound at 4% (w/w) for
30 min, and the resulting lipophilic phase was then mixed with
other components, as described above, to prepare a suspension of
FcdiOH-LNCs at a concentration of 6.5 mg of FcdiOH per g of LNC
suspension.

2.4.2. Peptide-FcdiOH-LNCs

Prior to incubation with the peptide (sequence: YSSY-
SAPVSSSLSVRRYSSSSGS), the FcdiOH-LNC suspension was passed
through a PD-10 sephadex column (Amersham Biosciences Europe,
Orsay, France) and then concentrated via centrifugations by using a
Millipore Amicon 100 kDa centrifugal filter device (Millipore, St.
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Quentin-Yvelines, France). The resulting LNC suspension (1 mL)
was then incubated for 24 h with 369 pL of 1 mM peptide solution
in MiliQ water at room temperature under slow magnetic rotation.

2.4.3. 0X26-FcdiOH-LNCs

0X26-FcdiOH-LNCs were prepared following the previously
described procedure [7]. Briefly, DSPE-mPEG2000-maleimide
was incorporated to the surface of FcdiOH-LNCs 6.5 mg/g at the
final concentration of 20 mM by the post-insertion technique at
60 °C for 2 h to formulate functionalized LNCs. The resulting LNC
suspension was then passed through a Sepharose CL4-B column,
equilibrated with HEPES buffer (pH 7.4, 0.1 M) to separate the
functionalized LNCs from micelles composed of free DSPE-
PEG2000-maleimide.

0X26 MAD was purified from a supernatant harvested from cul-
tures of the OX26 hybridoma cell line. The obtained 0X26 MAb
underwent a thiolation process followed by incubation over night
at room temperature with functionalized FcdiOH-LNCs leading to
the formation of 0X26-FcdiOH-LNCs.

2.5. LNC characterisation

The determination of the drug loading is achieved by spectro-
photometry at 450 nm after dilution at 1:10 in a 22/67/11 (v/v/v)
Ethanol/THF/water mixture.

The average hydrodynamic diameter and the polydispersity in-
dex (PI) of nanocapsules were determined at 25 °C, in triplicate, by
using a Malvern Zetasizer® (Nano Serie DTS 1060, Malvern Instru-
ments S.A., Worcestershire, UK). For the measurement, the LNCs
were diluted at 1:100 (v/v) in deionised water.

2.6. In vitro cell viability

A suspension of 9L cells (1.9 x 10 cells/mL) was put on each
well of 24-well plates for 48 h. On day 2, the culture media was
removed, and cells were treated with free FcdiOH or different types
of FcdiOH-LNC suspensions in the concentration range from 0.01
to 100 pmol/L.

After 72 h of incubation at 37 °C, the media containing treat-
ments was replaced by new media. Cell survival percentage was
estimated by the MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-
methoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) survival assay
(Promega, Lyon, France). Briefly, the MTS solution (100 pL) was
added into each well, and the plates were incubated at 37 °C for
2 h 30. The optical density values (OD) were measured at 490 nm
for dark purple intensity and at 750 nm for subtraction of back-
ground using a multiwell-scanning spectrophotometer (Multiskan
Ascent, Labsystems SA, Cergy-pontoise, France). The maximal
absorbance was determined by incubating cells with culture media
and was considered as 100% survival. All experiments were per-
formed in triplicate and presented as Mean + SD.

2.7. In vivo studies

2.7.1. Intracranial gliosarcoma cell inoculation

The animals were anaesthetised by intra-peritoneal injection of
1.0 ml/kg of a 1:1 (v/v) mixture of ketamine (100 mg/ml) (Clorke-
tam®, Vétoquinol, Lure, France) and xylazine (20 mg/ml) (Rom-
pun®, Bayer, Puteaux, France). The incision site was shaved, and
the head was immobilised in a stereotaxic frame (Lab Standard Ste-
reotaxic; Stoelting, Chicago, IL). A middle scalp incision was made,
and a burr hole was drilled into the skull using a small dental drill.
Ten microlitres of 10° 9L cell/mL suspension was injected stereo-
taxically into the rat right striatum as previously performed [3]
with the following coordinates: 1 mm posterior from the bregma,
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3 mm lateral from the sagittal suture, and 5 mm below the dura
(with the incisor bar set at 0 mm).

2.7.2. Efficacy study

On day 6 after 9L cell implantation, tumour-bearing rats were
treated with OX26-FcdiOH-LNCs or peptide-FcdiOH-LNCs by
CED administration (60 pL), or intra-carotid injection (400 pL).
The procedures of CED and intra-carotid injection were detailed
elsewhere [10]. The untreated control group did not receive any
treatment. Animals were weighed every day. Rats were sacrificed
in a CO, chamber when they lost 20% of body weight and/or as
soon as any distress symptom appeared. The death was recorded
as if it had occurred on the next day of sacrifice and was repre-
sented as the survival time of animals on the Kaplan-Meier curves.

2.7.3. Statistical analysis

Statistical comparisons between the control group and the trea-
ted groups were estimated from the log-rank test (Mantel-Cox
Test) by using StatView software, version 5.0 (SAS Institute Inc.).
The level of significance was set at P < 0.05.

3. Results and discussion
3.1. Physicochemical properties of LNC suspensions

Blank LNCs presented an average hydrodynamic diameter of
47.6 £0.8 nm and a very narrow size dispersion (Pdl =0.041). As
described in a previous study relating the good encapsulation of
FcdiOH into the oily core of LNCs [3], its loading did neither alter
the particle size nor the PdI (45.0 + 2.5 nm and 0.054, respectively).
The adsorption of NFL-TBS peptide onto the LNC surface appeared
to have no effect on the particle size (45.7 + 1.4 nm), but increased
significantly the PdI (0.199). With the assumption that all peptides
interact with LNCs, the rate of coupled molecules was estimated
around 46 peptides per LNC. In contrast to the NFL-TBS.40-63 pep-
tide, the covalent coupling of thiolated 0X26 to maleimide func-
tions of PEG chains increased the particle size of about 18 nm (up
to 63.7 £3.2 nm) as compared to FcdiOH-LNCs. This was in agree-
ment with the study of [7] who reported an increase in the hydro-
dynamic diameter of the obtained OX26-LNCs between 12 and
30 nm [7]. The final number of bound 0X26 Mabs was assessed
around 1 per LNC. The drug payloads of peptide-FcdiOH-LNCs
and 0X26-FcdiOH-LNCs are summarised in Table 1. The decrease
in concentration in FcdiOH for 0X26-FcdiOH-LNCs compared to
non-coated FcdiOH-LNCs resulted from dilutions during incorpora-
tion process of active ligands onto the LNC surface.

3.2. Antiproliferative effect in vitro

The MTS assay was used to determine in vitro cytostaticity after
exposure of nanocarriers to 9L gliosarcoma cells with a cascade con-
centration range of FcdiOH (0.01-100 pM). The cell survival profiles
of the various kinds of FcdiOH-LNCs and free FcdiOH were illus-
trated in Fig. 1. At low concentrations (0.01-0.1 uM), neither free
FcdiOH nor FcdiOH-LNCs altered the cell growth (over 80%). Cell sur-
vival was dramatically decreased (below 20%) at the concentration

Table 1
Concentration in FcdiOH encapsulated into peptide-FcdiOH-LNCs and OX26-
FcdiOH-LNCs compared to the drug payload of non-coated FcdiOH-LNCs.

Treatment Concentration (mg/mL)
FcdiOH-LNCs 6

Peptide-FcdiOH-LNCs 6,1 (carotid) - 5,5 (CED)
0X26-FcdiOH-LNCs 34
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Fig. 1. Cell survival of 9L gliosarcoma cells after 72 h exposure to different
treatments with free FcdiOH or with the various kinds of FcdiOH-LNCs at different
concentrations of drug (0.01-100 uM). (For interpretation of the references to
colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

of 10 uM, resulting in an ICso of about 0.4 pM for free FcdiOH and
0.6 uM for FcdiOH-LNCs. Moreover, the incorporation of either pep-
tides or 0X26 MADbs did not compromise the cytostatic effect of
FcdiOH-LNCs since their IC50 was 0.55 and 0.7 puM, respectively.

3.3. Survival studies

Peptide-FcdiOH-LNCs and 0X26-FcdiOH-LNCs were adminis-
tered through intra-cranial CED or carotid delivery in 9L gliosar-
coma-bearing rats. Fig. 2 shows the animal survival time plotted
on Kaplan-Meier curves.

We observed that CEDs of OX26-FcdiOH-LNCs and peptide-
FcdiOH-LNCs significantly reduced the survival compared to the
control group (P < 0.05). The median survival time of control rats
was 25 days, whereas the medians of 0X26-FcdiOH-LNC- and pep-
tide-FcdiOH-LNC-treated rats were 22 and 11 days, respectively.

This toxicity was not observed previously after treatment with
non-targeted FcdiOH-LNCs [10]. We could hypothesise that in-
tra-tumour CED of these targeted LNCs with penetrating proper-
ties, especially for peptide-FcdiOH-LNCs, induces a large
diffusion of LNCs which can affect tumour cells but also healthy
cells leading to non-elucidated side effects and morbidity.

In comparison with CED, intra-carotid delivery of OX26-
FcdiOH-LNCs and peptide-FcdiOH-LNCs did not induce toxicity.
9L gliosarcoma-bearing rats receiving intra-carotid injection of
0X26-FcdiOH-LNCs showed a similar median survival time as
control rat one. This unsuccessful treatment could be linked to
the low administered dose of FcdiOH as we previously showed that
antitumour efficacy of FcdiOH was dose-dependent on an ortho-
topic gliosarcoma model [3].Therefore, the FcdiOH concentration

100 " -0 OX26-FcdiOH-LNC (CED) n=6
~#- OX26-FCdiOH-LNC (Carotid) n = 6
3'? 80 5 Peptide-FcdiOH-LNC (CED) n= 6
4“@ * ~A— Peptide-FcdiOH-LNC (Carotid) n = 12
= 60 —e— Control N= 8
3 4 3
é 40 < |
g 20
0 v

Days after 9L cell implantation
Fig. 2. Kaplan-Meier survival plots for 9L gliosarcoma-bearing rats treated with

peptide-FcdiOH-LNCs and 0X26-FcdiOH-LNCs by means of CED or intra-carotid
injection. *Significantly different from control group (P < 0.05) (n = number of rats).
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in the 0X26-FcdiOH-LNCs might be below the pharmacologically
active dose. Furthermore, the low 0X26-Mabs amount coupled
onto the LNCs may limit the immunonanocapsule delivery across
the BBB. However, a high density of Mabs at the surface of nano-
particles is known to reduce their stealth properties [6]. In conse-
quence, an optimal coupling rate must be achieved for a suitable
brain delivery balanced with a low clearance phenomenon.

Interestingly, we observed that intra-carotid treatment with
peptide-FcdiOH-LNCs increased the survival for almost half of
the rats (5/12) up to 44 days. This increase in survival time had
never been reached either with CED or intracarotid treatment of
non-targeted LNCs [10] and represents an outstanding outcome
compared to control group with the longest survival set at 27 days.

In conclusion, the treatment by intra-carotid injection with the
peptide-FcdiOH-LNCs demonstrated an interesting efficacy that
was strengthened by the presence of a long-term survival rat until
44 days after 9L cell implantation. This new active targeting strat-
egy may offer a promising approach for glioma treatment, and fur-
ther studies are required to ensure a safe clinical use of peptide-
FcdiOH-LNCs.
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Résultats non publiés : étude de différentes
stratégies d’administration des LNC pour une

délivrance cérébrale
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En continuité des travaux de thése du Dr. Huynh, de nouvelles modalités d’administration ont
été testées pour le traitement du gliome. Dans un premier temps, I’infusion continue des LNC
par voie intraventriculaire puis intracérébrale via des pompes osmotiques a été évaluée. Dans
un second temps, nous nNous sommes intéressés aux injections intraveineuses multiples. Ces

résultats sont présentés dans le paragraphe suivant.

1. Infusion Intracérébroventriculaire (ICV) des LNC chargées en

ferrocifénes

En collaboration avec 1’équipe du Pr. F. Lefranc (Université libre de Bruxelles), nous avons
décidé d’appliquer la stratégie des pompes osmotiques pour 1’infusion intraventriculaire de
LNC de ferrocifenes sur des rats porteurs de gliomes intracérébraux (9L). Quatre groupes de
10 rats ont été considérés comportant un groupe contréle recevant du serum physiologique, un
groupe de LNC blanches, un groupe de LNC de FcdiOH et un groupe de LNC d’ansa-
FcdiOH. Les caractéristiques des pompes utilisées sont présentées dans le tableau 1. Afin
d’atteindre une dose journaliére délivrée relativement élevée, les LNC ont été concentrées par
réduction de la quantité d’eau. Des études préliminaires ont ét¢ menées afin de s’assurer de la
stabilit¢ des actifs a 37°C sur deux semaines (durée de Il’infusion), de la stabilité

physicochimique des LNC et de la libération continue et homogéne des pompes.

Caractéristique ICV
Temps d’infusion 2 semaines
V total 2mL
Débit 5 pL/h
Dose ferrocifene 225 mg/kg
CLNC 280 mg/mL

Tableau 1 : Caractéristiques des pompes osmotiques

Concernant 1’expérimentation animale, les pompes ont été chirurgicalement placées en sous-
cutané au 6°™ jour post-injection des cellules tumorales (délai standard), avec perfusion du

3™ ventricule via la canule d’infusion (Fig. 1).
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Fig. 1 : Implantation des pompes

Bien que I’infusion ait été prévue pour 2 semaines, a J2, 50% des animaux du groupe LNC
blanches et 80% dans chaque groupe de LNC chargées étaient décédés et les rats
«survivants » de ces 3 groupes LNC présentaient des signes de détresse. Seuls les rats

recevant le sérum physiologique se portaient relativement bien (Fig. 2).

100
(7]
= 80
©
2
: 60 m Sérum physiologique
=
£ 10 ® LNC
& LNC-ansa-FcdiOH
R 2 LNC-FcdiOH

0
J0 12
J post-implantation des pompes

Fig. 2 : Survie des animaux post-implantation des pompes

Afin de déterminer la cause de cette mortalité précoce, tous les animaux des groupes LNC et 5
rats sur 10 du groupe sérum physiologique ont été sacrifiés a J2 et leurs cerveaux ont été

prélevés et immergés dans du formol, puis sujets a des analyses histologiques. Les 5 rats du
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groupe contrdle salin gardés vivant ont permis d’évaluer I’impact de la pompe sur la survie.
Le suivi clinique s’est achevé lorsque ces rats ont présenté une perte de poids de 20 % dans un
délai correspondant a 1’évolution tumorale (+ 25-30 jours). L’analyse de leur cerveau a mis en
¢vidence une importante masse tumorale dans 1’hémisphére injectée. La pompe ne semble

donc pas avoir eu d’incidence sur la survie de ces animaux ni sur la croissance tumorale.

Concernant les rats traités par les LNC, les premiéres analyses histologiques effectuées par le
Pr. Lefranc ont révélé une encéphalite aigiie avec forte activation de la microglie conduisant a
I’obstruction du systéme ventriculaire (Fig. 3). Cette inflammation n’est pas présente sur les

coupes de cerveaux de rats traités par sérum physiologique.

Fig. 3 : Images du systéme ventriculaire de rats traités par sérum physiologique (S) ou LNC.

Pour une analyse histologique plus approfondie, nous avons collaboré avec le Pr. Rousseau,
anatomopathologiste au CHU d’Angers. Suite a I’observation des lames, la présence d’amas
de germes a conduit au diagnostic de méningite purulente (Fig. 4). Les conclusions ont
¢galement indiqué la présence d’une méningite modérée pour les salins, probablement au
niveau du site d’injection mais qui n’a cependant pas conduit a leur décés (5 rats

« survivants »).
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Sérum physiologique LNC

Fig 4 : Images des cerveaux d’animaux traités par sérum physiologique ou LNC. Amas de germe

indiqué par une fleche

Au vu de ces résultats, des tests de contamination bactériologique ont été effectués sur les
différentes formulations injectées en collaboration avec le département de bactériologie (Dr.
Kempf) du CHU. Pour confirmer le retour négatif préalable d’identification d’endotoxines
(test LAL), les formulations ont été mises en culture sur différentes géloses (gélose au sang
aerobie et anaérobie, gélose chocolat sous CO, et gélose UTI) ainsi qu’en bouillon
d’enrichissement (BHI cceur-cervelle et Schaedler (anaérobie)). Aucune de ces analyses n’a

révelé la présence de bactérie, confirmant la stérilité des formulations.

Afin de mettre au point un modele de toxicité aigie, des injections intraventriculaires en bolus
ont été effectuées chez la souris (1 injection de LNC de 10 pL ou 20 pL / animal). Cependant
aucun signe clinique n’a pu étre observeé. L’injection répétée ICV pourrait donc étre envisagee
comme alternative a 1’infusion continue. Cette approche nécessite un dispositif adequat type

réservoir Ommaya, pour éviter un acte chirurgical a chaque administration.

Compte tenu de ces différentes observations, deux hypothéses ont été formulées pour

expliquer ces déces précoces.

1 — L’infusion continue de LNC provoquerait la stimulation de la microglie et entrainerait la
rupture de la BH E' en laissant le passage libre aux bactéries circulantes. En effet, I’activation
de la microglie est associée a la production de dérivés réactifs de ’oxygéne (DRO)! qui, en
production excessive, augmente la perméabilité de la BHE?. Cette réponse microgliale peut
étre amplifiée par la présence des ferrocifénes dont le mécanisme d’action impliquerait la
production de DRO. Ceci pourrait étre a 1’origine de la tendance toxique plus prononcée pour

les groupes traités par les LNC chargées en actifs. Cette production d’espece réactives a
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¢galement été décrite suite a 1’exposition de cellules microgliales a des nanoparticules
d’oxyde de titane®. De plus, les LNC peuvent également étre a I’origine de la production de
DRO, comme récemment démontré pour des liposomes chargés positivement ou
négativement lors d’une exposition & des macrophages”.

2 — L’introduction du cathéter lors de la chirurgie serait vecteur de bactérie. Le systeme
immunitaire étant accaparé et saturé par les LNC, il ne pourrait lutter contre I’infection

bactérienne contrairement aux animaux traités par sérum physiologique.

2. Infusion intratumorale des LNC chargées en ferrocifenes

Bien que la stratégie de perfusion ventriculaire n’ait pas été satisfaisante, la technique
d’infusion prolongée nous semble é&tre une approche intéressante pour une délivrance
intratumorale, permettant de baigner la tumeur continuellement sous un débit de principe actif
et s’apparentant a 1’utilisation des implants de Gliadel®. De plus, cette localisation confinée

du principe actif libéré pourrait limiter la toxicité rencontrée au sein du systéme ventriculaire.

Nous avons donc envisagé 1’utilisation des pompes osmotiques pour une délivrance
intratumorale chez 1’animal. Cette approche s’apparente a la technique de CED sur le principe
d’infusion forcée du principe actif mais I’utilisation des pompes permet une délivrance
continue sur plusieurs jours que ne permet pas la CED telle que nous 1’avons pratiquée. Par
conséquent, alors qu’une injection unique par CED peut étre €liminée par les fluides
interstitiels, la pompe permet de maintenir une concentration intratumorale constante. De
plus, cette stratégie de libération sur une période longue s’avoisine a la pratique de la CED

chez I’homme en clinique.

Pour cette expérimentation, le volume délivré et la dose ont été réduits par rapport aux
travaux précédents, afin de limiter les risques de toxicité. Les caractéristiques de la pompe

sont présentées dans le tableau 2.
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Caractéristique IT
Temps d’infusion 2 semaines
V total 200 pL
Débit 0,5uL/h
Dose ansa-FcdiOH 10 mg/kg
CLNC 120 mg/mL

Tableau 2 : Caractéristiques des pompes osmotiques

Concernant la formulation, il a été récemment montré que le revétement dense de la surface
des nanoparticules par des chaines de PEG améliorait la distribution des objets a travers le
parenchyme cérébral grace a la minimisation des interactions adhésives®. Par conséquent,
I’utilisation de la nouvelle formulation de LNC PEGylées OS a semblé appropriée a
I’administration intratumorale de ferrocifénes par les pompes osmotiques. Un groupe traité
avec du ferrocifene solubilisé dans des hydroxypropyl-B-cyclodextrines (Kleptose HPB,
Roquette) a été ajouté, permettant d’évaluer, le cas échéant, 1’effet toxique du principe actif.
Grace a leur cavité centrale hydrophobe, les cyclodextrines ont une grande capacité a
encapsuler les molécules peu solubles dans I’eau. Elles sont également recommandées par les
fournisseurs des pompes osmotiques dans le cadre de délivrance dans le SNC pour leur profil
non toxique®. Six groupes ont donc été constitués, un groupe traité par du sérum
physiologique, un groupe par des cyclodextrines, un groupe par des LNC OS, un groupe par

des cyclodextrines d’ansa-FcdiOH et un groupe par des LNC OS d’ansa-FcdiOH.

Comme précédemment, 6 jours apreés I’injection des cellules tumorales, les pompes ont été
implantées en sous-cutané et connectées a une canule d’infusion positionnée a I’emplacement

de I’inoculation tumorale (Fig. 5).
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Fig. 5 : Implantation des pompes osmotiques

A J12 post-inoculation tumorale (J6 post implantation des pompes), les animaux des groupes
LNC OS, LNC-ansa-FcdiOH OS, et cyclodextrines-ansa-FcdiOH présentaient une forte chute
de poids et des signes de souffrance entrainant la nécessité d’une euthanasie (Fig. 6). Tous les
animaux incluant les animaux contrdles (a 1’exception de 2 rats laissés vivant pour suivre
I’évolution tumorale) ont donc ¢été sacrifiés et les cerveaux ont été  prélevés.
L’anatomopathologiste a décrit a nouveau la présence de foyer abcédé pour tous les animaux.
La présence de germe ne peut cependant pas étre le seul facteur de mortalité puisque les 2 rats
traités avec du sérum physiologique sont décédés a la suite de leur tumeur et non pas suite a
I’infection. Les deux hypothéses émises précédemment sont donc également applicables dans
le cas présent. Ces travaux ont néanmoins permis de mettre en évidence une toxicité du

principe actif indépendante de celle observée pour les LNC.
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Fig. 6 : Evaluation de la toxicité suite a I'infusion intratumorale de différentes formulations a

travers le suivi du poids des animaux (moyenne par groupe) (A) et sur les cerveaux ex vivo (B)

Cette toxicité aigue aprés infusion cérébrale de nanoparticules n’est pas un phénoméne isolé
puisqu’il a été reporté récemment dans la littérature la manifestation de neurotoxicités
similaires pour la suspension liposomale de cisplatine (Lipoplatine ™) aprés administration
par CED’. De facon inattendue, I’injection de Lipoplatine '™ a conduit & une toxicité sévére
quelques heures a quelques jours post-injection selon la dose administrée. Ces effets
secondaires sont attribués a une toxicité intrinseque des liposomes ainsi qu’une neurotoxicité
du cisplatine. Les auteurs suggerent d’apres les analyses histologiques, la manifestation d’un
cedéme cérébral aigu pour les fortes doses et des effets toxiques dus a un stress oxydatif pour
les doses plus faibles. Il est cependant intéressant de noter que cette méme formulation n’a

pas montré de tels effets toxiques lors d’une injection par voie carotidienne chez le rat® et a
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¢été bien tolérée par voie intraveineuse chez 1’homme au cours d’essais cliniques en thérapie

anticancéreuse®.

Jusqu’a présent, ’injection intracérébrale (CED ou bolus) de LNC n’avait pas €té associée a
une telle toxicité. Tout produit thérapeutique possede une fenétre de concentration pour
laguelle son administration est sans risque de toxicité. Au-dela de la dose maximale tolérée,
I’injection est associée a des effets indésirables. La poursuite de ces travaux ne pourra donc se
faire que lorsque la concentration non toxique d’utilisation des LNC par infusion ICV ou
intratumorale aura ét¢ déterminée. Cette étape est cependant délicate puisqu’elle demande la
mise au point d’un modele permettant d’évaluer la toxicité des LNC tout en répondant aux
critéres éthiques d’expérimentation animale. Des études préliminaires en culture cellulaire
pourraient étre envisagées avec 1’évaluation de 1’activation de la microglie par les LNC ainsi

que I’effet dose des LNC sur I’intégrité d’un mode¢le cellulaire de BHE.

3. Vectorisation des ferrocifénes par voie intraveineuse

Comme précédemment évoqué, I’application des LNC pour I’injection iv de chimiothérapie
est particulierement bien adaptée puisque ces vecteurs sont constitués de composants
biocompatibles et ont été optimisés dans le but d’échapper au systéme immunitaire et éviter la
filtration rénale. De plus, il a été démontré que les LNC ont la capacité d’inhiber la P-gp™.
Cette propriété leur permet d’échapper aux transporteurs d’efflux présents a la surface de la

BHE et des cellules tumorales!!*?,

La chimiothérapie iv chez I’homme s’effectue généralement sur plusieurs jours par semaine
selon un rythme hebdomadaire ou mensuel. Les différents cycles de traitement sont espacés
de jours de repos permettant aux tissus sains de se régénérer suite a I’attaque non sélective des
agents thérapeutiques. Compte tenu des modalités cliniques, nous avons établi et évalué un
protocole d’injections iv (3 fois / semaine sur 3 semaines) pour le traitement d’un gliosarcome
cérébral (9L chez le rat). Pour cette étude, nous avons comparé les performances de LNC-
FcdiOH conventionnelles aux LNC-FcdiOH furtives formulées par la technique de post-
insertion (PI) (la formulation OS n’ayant pas encore ét¢ mise au point a ce niveau des
travaux). Les conditions de 1’étude sont résumées dans la Fig. 7. Une étude de toxicité a
également été conduite en parallele sur des animaux sains par le biais du suivi de leur poids.

Les résultats de survies sont présentés sur les courbes de Kaplan Meier (Fig. 8)
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Fig. 7 : Chronogramme de I’étude du traitement de gliome orthotopique par injection iv de LNC

chargées en FcdiOH

Comme revélé par la courbe de Kaplan Meier, le traitement par les LNC-FcdiOH
conventionnelles n’a pas abouti a un résultat positif. En revanche, la courbe de survie des
LNC PI a circulation plasmatique prolongée suggere une Iégere augmentation de la survie de
7 % comparativement au contrble traité par sérum physiologique. Cet effet, bien que non
significatif, est prometteur puisqu’il résulte d’une stratégie de traitement cliniquement

applicable et peut bénéficier d’optimisations.

Cette amélioration du passage dans le cerveau par PEGylation de la nanoparticule a déja été

décrite dans la littérature pour des nanoparticules de cyanoacrylate®.
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Fig. 8 : Courbes de survie Kaplan-Meier

D’autre part, le suivi de poids des animaux, indicateur d’effets secondaires en cas de perte
pondérale, ne révéle aucune toxicité sévere et une reprise de poids est méme observée a la fin

du traitement (Fig. 9).

Afin d’améliorer le passage cérébral, des optimisations d’ordre galénique peuvent étre
envisagées avec ’utilisation des LNC OS a la place des LNC PI. Gréace a leur couronne de
PEG moins dense, ces LNC pourraient démontrer une meilleure affinité avec les cellules
endothéliales de la BHE ainsi qu’avec les cellules tumorales comme démontré dans la
publication n°4. De plus, la surface négativement chargée des CE fait office de barriere
« électrostatique » repoussant les objets présentant une charge de méme signe®*. Une densité
moindre en PEG engendrant une charge négative moins importante sera donc plus favorable a

I’internalisation.

Nous sommes aujourd’hui capables d’augmenter la charge en FcdiOH contenue dans les
LNC. Une dose plus importante pourrait donc étre évaluée en efficacité, associée a une étude
de toxicité. Enfin, compte tenu des résultats trés encourageants de 1’ansa-FcdiOH obtenus sur

le gliome ectopique, il serait intéressant d’évaluer ce nouvel actif par ce protocole.
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D’autres niveaux d’optimisation pourraient étre évalués, tels que 1’inhibition de la pompe P-gp
par le DSPE-PEG qui recouvre les LNC ainsi que la détermination des protéines plasmatiques
interagissant avec les LNC, le cas échéant. En effet, une étude réalisée par 1’équipe du Pr. J.
Kreuter a démontré que 1’interaction entre des nanoparticules recouvertes de tween et des
apolipoproteines plasmatiques favorisait le passage des nanovecteurs a travers la BHE grace

aux récepteurs de la famille des LDLR (low density lipoprotein receptor)™®*".
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Fig. 9 : Etude de toxicité par suivi du poids des animaux (3 injections iv /semaine sur 3 semaines)

Conclusion

Diverses approches ont été évaluées pour I’optimisation de la délivrance cérébrale des LNC
de ferrociféenes. Une majeure partie du travail a été effectuée sur des administrations
intracraniales. En effet, la délivrance locale a pour avantage de contourner la BHE tout en
limitant la toxicité systémique. Dans ce contexte, la CED a longtemps été étudiée et n’a mené
qu’a des augmentations de survie modestes. Les infusions intraventriculaire et intratumorale

ont, quant a elles, conduit a des effets indésirables inattendus reflétant la fragilité de
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I’environnement cérébral. Des études de toxicité sont donc requises pour poursuivre leur

évaluation.

Les derniers résultats obtenus par voie systémique avec une tendance positive ouvrent de
nouvelles possibilités pour le traitement des tumeurs cérébrales. De plus, les résultats
encourageants via la carotide argumentent en faveur de I’utilisation de la voie systémique
permettant d’atteindre le cerveau. La voie intraveineuse semble donc étre une approche

intéressante a approfondir pour optimiser la distribution dans le SNC.
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1. Geneése des travaux

Le cancer se caractérise par de nombreuses propriétés biologiques spécifiques qui sont
a Dorigine de sa complexité, telles que la résistance aux différents mécanismes de mort
cellulaire, la réplication illimitée, I’induction de I’angiogenése et I’aptitude a développer des
métastases’. Afin d’édifier un microenvironnement riche et impénétrable, les cellules
cancéreuses utilisent le stroma, et mobilisent des cellules saines (cellules endothéliales,
leucocytes...) pour favoriser leur progression, ajoutant une dimension supplémentaire a cette
complexité tumorale?. Malgré des avancées considérables en oncologie conduisant au
développement de techniques diagnostiques et thérapeutiques variées, certains cancers restent
intraitables, parmi lesquels figurent le glioblastome et le cancer du sein triple négatif. Tous les
domaines de recherche sont donc mis a contribution afin de contrer ce fardeau meurtrier. Ceci
inclue le développement de médicaments innovants par le biais de nouveaux agents
thérapeutiques (thérapies ciblées telles que la thérapie génique® et I’immunothérapie?) ainsi
que des approches pharmacologiques alternatives pour améliorer la spécificité du traitement et

limiter les effets secondaires provoqués par les chimiothérapies anticancéreuses.

La médecine « métallique » a déja fait ses preuves dans le traitement du cancer avec des
chimiothérapies efficaces a base notamment de platine®®. La chimie fascinante du ferrocéne a
motivé de nombreux chimistes a développer des entités a visée anticancéreuse autour de ce
groupement métallocene. Le potentiel antiprolifératif des dérivés férrocéniques a été étudié
pour la premiére fois dans les années 707 et a depuis suscité une activité de recherche
importante. De nombreux exemples de molécules a base de ferrocéne actuellement évaluées
pour de potentielles activités cytotoxiques sont détaillés dans la littérature®. 1l est notamment

intéressant de noter la synthése récente du ferrocéne greffé sur le paclitaxel®.

Un des complexes ferrocéniques parmi les plus étudiés est probablement le ferrocifene,
synthétisé¢ par 1’équipe du Dr. Vessieres et du Pr. Jaouen qui ont dévoué leur travail a la
synthése de complexes bioorganométalliques anticancéreux toujours plus élaborés et plus
puissants'®**. Ces produits, issus de la combinaison avec le tamoxiféne, ont été en premier
lieu congus pour une application contre le cancer du sein, mais leur activité impressionnante
sur de nombreuses lignées cellulaires a ouvert la voie a de nouvelles possibilités

d’applicationlz.
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De la nécessité d’une stratégie de solubilisation de ces complexes ferrocéniques est née une
collaboration avec le Pr. Passirani pour I’encapsulation des molécules dans les vecteurs
développés au sein du laboratoire, les nanocapsules lipidiques (LNC) et leur évaluation sur
des modéles expérimentaux. Cette collaboration a débuté avec la thése d’Emilie Allard,
premicre doctorante a avoir travaillé sur 1’application des nanocapsules lipidiques chargées en
férrociphénol (FcdiOH) dans le traitement du glioblastome. Le principal résultat a été la
découverte d’un effet synergique entre les radiations et I’activité du FcdiOH, conduisant a des
longs survivants™. Les travaux du Dr. Trinh Huynh ont suivi ceux du Dr. Allard par
I’évaluation de différentes voies d’administration pour une délivrance cérébrale des LNC en
local par CED (Convection Enhanced Delivery) ou en périphérie par voie artérielle*. Ces
deux voies ont permis d’obtenir des résultats modestes mais significatifs d’augmentation de
survie par traitement avec les LNC de FcdiOH, ainsi qu’une plus grande accumulation

tumorale grice a 'utilisation de LNC furtives.

Mes travaux de thése, en continuité des deux précédentes, se positionnent face a trois
problématiques principales. La premiére problématique s’inscrit dans une perspective
éventuelle de transposition en clinique. La seconde correspond a I’évaluation de nouveaux
composés ferrocéniques. Cet axe de recherche s’articule autour d’une étape de formulation,
puis d’évaluation de I’efficacité in vitro et in vivo des LNC de ferrocifenes, en s’efforg¢ant
d’approfondir la compréhension de leur mécanisme d’action. Enfin, la troisiéme
problématique concerne la poursuite de 1’étude de différentes stratégies d’administration

cérébrale des LNC.

2. Problématique 1: optimisation du procédé d’obtention de LNC

furtives et leur devenir in vivo

Concernant le premier axe de recherche, pour un transfert réussi d’une innovation a I’échelle
du laboratoire a une application clinique, certains aspects concernant le nanomédicament
doivent étre maitrisés. Pour cela, nous nous sommes basés sur différents points listés lors d’un
workshop organisé par la FDA et « 1’ Alliance for Nanohealth » (ANH) grace a I’identification
des principaux obstacles scientifiques au passage des produits de nano-ingénierie vers les
patients™. Parmi les différentes priorités listées figurent la détermination de la biodistribution
des vecteurs nanoparticulaires dans 1’organisme aprés administration systémique. Cet aspect

pharmacologique est lié a un second point correspondant au développement de modalité
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d’imagerie permettant de visualiser la distribution dans le temps. En effet, la maitrise du
devenir de la totalité de la dose administrée est capitale pour s’assurer du profil non toxique
de la particule. Le troisieme point concerne la compréhension des transports a travers les
barriéres biologiques. Ces recherches se sont inspirées de ces trois priorités essentielles pour

continuer a enrichir les connaissances sur les LNC et orienter les études futures.

Une premicre partie des travaux s’est donc concentrée sur I’optimisation du procédé de
formulation de LNC furtives. En vue d’une application en oncologie, 1’utilisation de
nanocapsules lipidiques a circulation plasmatique prolongée apparait pertinente pour une
vectorisation tumorale d’agents thérapeutiques, tirant profit de I’effet EPR (Enhanced
Permeability and Retention). La technique actuellement utilisée pour I’obtention de LNC
furtives repose sur une post-insertion (PI) de phospholipides PEGyles (DSPE-mPEG). Elle
nécessite deux étapes, une premiére étape de pré-formulation des LNC puis une étape
d’incubation de 2h a 60°C (ou 4h a 37°C) avec une solution micellaire de DSPE-mPEG.
L’inconvénient de cette technique réside dans cette étape supplémentaire longue qui favorise
la fuite de 1’agent encapsulé. Pour une transposition a une échelle plus importante, un procédé
simplifié serait plus avantageux. Le protocole que nous avons proposé s’effectue donc en une
seule étape (one-step OS) avec incorporation du phospholipide PEGylé directement dans la
formulation des LNC. Les LNC furtives sont alors obtenues par le procédé classique
d’inversion de phase. La limite de ce procédé est imposée par la quantité de DSPE-mPEG
pouvant étre greffée aux LNC qui reste plus faible que celle pouvant étre ajoutée par PI.
Néanmoins, dans un contexte d’application clinique, le rapport agent thérapeutique sur
matrice d’excipients doit rester suffisamment élevé pour éviter toute toxicité supplémentaire

due aux excipients.

Un second élément a considérer en rapport avec la quantité de DSPE-mPEG greffée aux LNC
correspond a la couronne hydrophile édifiée par les PEG qui constitue a la fois une protection
contre la clairance par le systéme immunitaire mais également une barriére stérique s’érigeant
contre I’internalisation par les cellules cancéreuses. Ce dernier point a été démontré par
I’étude d’internalisation de LNC chargées en DiD et recouvertes par différentes densités de
DSPE-mPEG (0%, 4,8%, 9% m/m). Les résultats ont mis en évidence une entrave a
I’internalisation provoquée par un revétement dense en PEG qui ne se produit pas lors d’un

greffage plus faible. Par ailleurs, cette étude a permis de mettre en avant une internalisation
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cellulaire du fluorochrome encapsulé dans les LNC OS majoritairement énergie-dépendante

comme préalablement décrite pour des LNC conventionnelles™.

Afin d’approfondir la connaissance du devenir de ces LNC in vivo, une étude de
biodistribution a été effectuée par imagerie FRET (Forster Resonance Energy Transfer). Cette
technique d’imagerie est couramment utilisée pour des applications biologiquesl7. Elle repose
sur le transfert d’énergie d’un fluorochrome donneur préalablement excité a un fluorochrome
accepteur. Les conditions pour que ce phénomene se produise sont un recouvrement des
spectres de fluorescence des molécules et une distance séparant les deux sondes inférieures a
10nm. Cette proximité de localisation se produit lorsque les deux fluorochromes se trouvent
encapsulés dans les LNC, émettant alors un signal FRET. Cette technique permet, par
conséquent, de suivre 1’intégrité structurelle du vecteur. La biodistribution des LNC a déja été
¢valuée par différentes techniques, en fluorescence classique et en radioactivité. L’avantage
li¢ a I’utilisation de radionucléides repose sur la possibilité de quantifier I’accumulation de
LNC par organe permettant ainsi de déterminer la distribution de 1’ensemble de la dose
injectée, alors que les techniques de fluorescence ne sont que semi-quantitatives mais moins
contraignantes. Chaque technique permet néanmoins de renseigner et apporter une
information sur le devenir pharmacologique des LNC. Il faut également noter que les
biodistributions sont effectuées sur des LNC modifiées par I’ajout de I’agent d’imagerie qui
peut influencer son devenir. Ceci peut expliquer les différences parfois observées en termes

de profil pharmacocinétique selon la technique utilisée.

La biodistribution des LNC conventionnelles et des LNC OS a été comparée chez la souris
par imagerie FRET. Sans surprise, les LNC OS ont montré une circulation plasmatique
prolongée par rapport aux LNC conventionnelles, avec conservation de I’intégrit¢ de la
capsule sur plusieurs heures, comme en témoigne le signal FRET. Concernant les organes
responsables de I’¢élimination des LNC, il s’agit du foie et du rat pour les deux types de
vecteurs. De facon plus inattendue, les LNC OS présentent une biodistribution différente des
LNC classiques avec une accumulation importante au niveau de la peau a 24h, par rapport a

une accumulation dans les os (moelle osseuse) pour les LNC conventionnelles.

Cette accumulation dans la peau est également observée dans la littérature avec les liposomes
PEGylés de doxorubicine (Caelyx®/Doxyl®)*®!® et s’avére préoccupante puisqu’elle est a
I’origine du syndrome mains-pieds (érythrodysesthesie palmo-plantaire) et d’autres effets

toxiques cutanés rencontrés au cours des chimiothérapies®®. En effet, bien que la forme
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liposomale de la doxorobucine ait permis de contrer certaines toxicités liées a la molécule
libre telles que des phénoménes de myélosuppression et de toxicité aigiie sur le myocarde %,
la dose clinique du Doxyl® est, quant a elle, limitée par I’apparition de réactions cutanées
indésirables?®. Ce syndrome mains-pieds n’est pas un phénoméne isolé puisqu’il se produit
couramment avec divers anticancéreux®® et notamment lors d’une infusion prolongée de la
doxorubicine®®. En revanche, l’injection en bolus de la doxorubicine, tout comme
I’administration de liposomes de doxorubicine non PEGylés (Myocet®), ne présentent pas une
circulation plasmatique suffisamment longue pour s’accumuler dans la peau a des taux
toxiques (T de 7h pour Mycoet® vs 48h pour Doxil®)?*. L>accumulation cutanée est donc un
phénomene chronophage qui s’explique par le renouvellement rapide des kératinocytes,
cellules constitutives de 1’épiderme'®. Cette accumulation d’agents anticancéreux endommage
les cellules de la membrane basale conduisant a une toxicité cutanée qui peut entrainer, selon
son niveau de gravité, D’arrét du traitement avec un risque d’influencer [’efficacité
thérapeutique. Par ailleurs, chez ’homme, la paume des mains et la voute plantaire possedent
un réseau riche en capillaires et sont sujets a de nombreuses frictions entrainant une

augmentation du flux sanguin qui favorise 1’accumulation des cytotoxiques.

Comme indiqué, le syndrome mains - pieds est un effet indésirable couramment rencontré lors
de chimiothérapie. Des traitements ont donc été développés pour permettre de soulager les
symptdmes engendreés et en ralentir la progression. Des mesures préventives ont également été
mises en place telles que le refroidissement des poignets et des chevilles lors du traitement et
la limitation de D’exposition au soleil et des douches chaudes (pour déclencher une

vasoconstriction ou éviter la dilatation des vaisseaux sanguins)?>.

D’autre part, il a été démontré chez I’animal que 1’accumulation tumorale saturait avant
I’accumulation cutanée™. Par conséquent, un temps de circulation plus faible pourrait réduire
ces complications, tout en conservant la concentration tumorale. Cette hypothése est en faveur
de I'utilisation des LNC OS qui, par leur capacité¢ de greffage de PEG restreinte, limite la
circulation plasmatique. Des études sont prévues pour évaluer la distribution des LNC OS

dans des xénogreffes de glioblastome U87MG implantées en sous-cutané.
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3. Problématique 2: évaluation de nouveaux composés de la

famille des ferrociféenes

Dans une seconde partie de la thése, ces LNC OS ont été utilisées pour vectoriser le compose
ferroceénique ansa-FcdiOH qui n’avait pas été étudié in vivo jusqu’a présent. Ce complexe
s’est avéré étre le plus actif en terme d’IC50 comparativement aux autres complexes
ferrociféniques, et notamment plus actif que le FcdiOH sur des lignées de cancer du SNC
(0,08uM vs 0,3uM)*. Pour faire suite & son analogue & cycle ouvert, ansa-FcdiOH a été
évalué sur un modele expérimental de gliome. Les tumeurs primaires malignes du cerveau
sont des tumeurs foudroyantes et représentent un réel défi thérapeutique par leur caractére

invasif et agressif.

Comme pour les autres composés de la famille, I’activité de 1’ansa-FcdiOH est associée a une
production d’espeéces réactives de 1’oxygeéne. Sa particularit¢ provient de son effet
antiprolifératif dose-dépendant avec un arrét du cycle des cellules de gliome 9L en phase S a
faible dose (50nM) et un arrét en phase GO/G1 a plus forte dose (0,5uM) associé a une
induction de I’apoptose. Ce polyphénol métallique a pu étre aisément encapsulé dans les LNC
OS résultant en un taux d’encapsulation et un diamétre hydrodynamique satisfaisants. De
plus, les LNC-ansa-FcdiOH OS sont stables a 37°C contrairement aux LNC-ansa-FcdiOH
conventionnelles. In vivo, I’injection de ces LNC OS chargées en ferrociféne a permis

d’inhiber significativement la croissance de la tumeur 9L sous-cutanée.

Conjointement a cette étude, les LNC furtives obtenues par post-insertion (PI) et présentant
une forte densité en PEG ont également été évaluées pour la vectorisation de 1’ansa-FcdiOH
sur le modeéle ectopique du 9L. Outre la densité en PEG, ces LNC PI difféerent des LNC OS
par leur concentration en nanocapsules plus élevée. La dose en principe actif administrée était
équivalente pour les 2 formulations mais le ratio quantité d’agent actif / quantité de LNC était
plus faible pour les LNC PI afin d’étre dans les conditions identiques a 1’étude menée
précédemment par le Dr. Huynh®®. De facon surprenante, ces LNC PI n’ont montré qu’une
tendance non significative a freiner la croissance tumorale par rapport au contréle. Ce manque
d’efficacité pourrait provenir du probléme évoqué précédemment d’internalisation limitée par

les cellules tumorales d{ au revétement dense en PEG.

L’administration répétée des LNC-ansa-FcidOH OS et Pl a engendré une légére perte de

poids des animaux au cours de la thérapie. Cette perte de poids n’était pas associée a une
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toxicité heépatique comme révélé par les sections histologiques. Compte tenu de
I’accumulation dans la peau observée en imagerie FRET, une toxicité cutanee pourrait en étre
a Porigine, bien qu’aucun signe clinique apparent n’ait permis de I’envisager. Néanmoins,

I’arrét du traitement s’est vu accompagné d’une reprise du poids, soulignant un état réversible.

Cette étude a donc permis d’établir la preuve de concept relatif au potentiel anticancéreux de

I’ansa-FcdiOH vectorisé par les LNC OS a travers 1’inhibition de la croissance tumorale.

En parallele de ces travaux, le FCOHTAM, un des premiers tamoxifénes ferrocéniques
synthétisés, a également éte évalue in vivo par le biais des LNC sur un modele de cancer du
sein triple négatif (CSTN). Le CSTN présente un profil clinique défavorable associé a un haut
risque de rechute métastasique précoce, entrainant un pronostic sombre. Compte tenu de
I’absence de thérapie efficace, les recherches actuelles se focalisent sur les traitements ciblés.
Le FCOHTAM est le premier complexe qui a permis de mettre en évidence ’effet favorable
du greffage du ferrocene sur le tamoxiféne. Grace a cette insertion, le tamoxifene métallique
présente une double activité en conservant son effet anti-oestrogénique sur les cellules de
CSTN. L’administration des LNC PI chargées en FCOHTAM a des animaux porteurs de
CSTN xénogreffés a entrainé un retard significatif de la croissance tumorale, témoignant de
I’activité anti-cancéreuse de la molécule. Cette étude a fait 1’objet d’un paragraphe dans le
journal « Science et Santé » (annexe 2) reflétant 1’intérét et 1’espoir suscités par ces résultats.
Les nanomédicaments de tamoxiféne ferrocéniques sont donc prometteurs pour la thérapie des
CSTN.

Par ailleurs, le CSTN a une forte tendance a développer des métastases cérébrales, ce qui

diminue considérablement le pronostic vital*’

. Compte tenu du manque de thérapie efficace
pour les tumeurs primaires du cerveau et les métastases cérébrales, il existe une réelle

nécessité de pouvoir vectoriser les agents thérapeutiques au SNC.

148



Discussion générale

4. Problématique 3: évaluation de différentes modalités

d’administration des LNC pour une délivrance cérébrale

Le dernier point de cette discussion porte donc sur les stratégies de délivrance cérébrale des
LNC. Les tumeurs cérébrales sont confinées au sein du SNC, profitant des barrieres
protectrices de celui-ci pour se mettre hors d’atteinte. Afin de contourner la barriére hémato-
encéphalique (BHE), I’approche qui a été initialement étudiée consistait a délivrer les LNC en
intracranial directement au sein de la tumeur. D’abord en injection en bolus, cette approche a
évolué vers la CED pour une meilleure distribution dans le tissu cancéreux. Suite aux résultats
modestes obtenus, d’autres modalités d’administration intracérébrale ont été évaluées telles
que l’infusion prolongée intracérébroventriculaire ou intratumorale. Néanmoins, ces deux
voies ont conduit a des effets toxiques aigus inattendus qui nécessiteraient des études plus
approfondies sur I’influence des LNC au contact des cellules cérébrales.

Une stratégie d’administration périphérique a également été évaluée avec la voie artérielle.
Afin d’améliorer la distribution et [D’internalisation du vecteur, les LNC ont été
fonctionnalisées par un peptide NFL-TBS s’apparentant a un « cell penetrating peptide »
(CPP)?®. Les CPP sont couramment utilisés en préclinique pour améliorer la pénétration dans
les tumeurs solides et I’internalisation par les cellules cancéreuses de nanoparticules, de génes
et de protéines?®*°. Un des exemples les plus documentés et également le premier CPP & avoir
été découvert est le peptide TAT (trans-acting activator of transcription) issu du virus VIH-1
et capable de traverser les membranes cellulaires®’. La fonctionnalisation se fait
conventionnellement par greffage chimique du CPP a la surface des vecteurs. Concernant le
peptide NFL-TBS, il posséde la particularité d’étre majoritairement internalisé par les cellules
de gliome et plus faiblement par les cellules saines, ce qui en fait un agent ciblant®®. A dose
élevée, il a également la capacité de se lier aux microtubules en participant a leur

désorganisation, ce qui lui confére des propriétés thérapeutiques?.

L’injection intra-carotidienne des LNC de FcdiOH recouvertes par ce peptide et administrées
a des rats porteurs de gliome a permis d’obtenir quelques longs survivants. Ce peptide a
également été récemment évalué pour la fonctionnalisation de LNC de paclitaxel, induisant un
remarquable ralentissement de la progression tumorale aprés administration intracérébrale®.
Dans cette méme étude, il a été suggére que le peptide NFL-TBS se positionnait a la surface
des LNC par interaction avec les chaines polaires de PEG. Par conséquent, la question de

I’effet de la dilution dans la circulation systémique sur la stabilit¢ du complexe peptide-LNC
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peut se poser. Des travaux récents ont démontré la possibilité d’utiliser des CPP sans recours
a un greffage chimique sur les nanoparticules (Doxil® ou Abraxane®) mais par simple co-
injection, conduisant a une augmentation de la pénétration et de I’accumulation tumorale (non
cérébrale)®. Le peptide en question est le peptide iRGD qui module la pénétration dans la
cellule par liaison avec I’intégrine av puis par interaction avec la neuropiline-1. Cette
modalité¢ d’administration sans greffage covalent facilite la formulation des nanovecteurs et

permet de ne pas altérer la conformation et donc la fonction du peptide.

Il serait donc intéressant de vérifier si cette technique peut s’appliquer au peptide NFL-TBS.
D’autre part, la littérature fait état de certains types de CPP capables d’augmenter
I’accumulation cérébrale®®. En effet, il a été montré que le greffage du peptide TAT a la
surface de quantum dots a permis la traversée de la BHE d’un animal sain apres injection par
la carotide, comme révélé par les images de fluorescence®. Il se pourrait donc que le peptide

NFL-TBS ait une fonction supplémentaire favorisant le passage de la BHE.

La limite principale de ces CPP, faisant obstacle a un développement clinique, est leur
manque de spécificité ainsi que des problemes de toxicité rencontrés avec les peptides

cationiques®®.

Lors de I’étude par la voie intra-carotidienne, le déces précoce d’un des animaux peut étre a
I’origine d’une complication suite a I’injection artérielle, reflétant les risques liés a cette
approche. Compte tenu des résultats encourageant obtenus par cette voie systémique et dans
le cadre d’une éventuelle application clinique, il nous a semblé intéressant d’évaluer
I’administration des LNC par voie intraveineuse (iv) toujours a visée cérébrale. Cette
technique est moins invasive et plus confortable pour le patient et présente moins de risque
vital que I’injection carotidienne. Etant donnée I’altération de la BHE liée au développement
tumoral, 1’utilisation des nanoparticules par voie systémique semble pertinente. Une étude a
donc été realisée avec des injections multiples de LNC conventionnelles ou Pl chargées en
FcdiOH sur des animaux porteurs de gliome 9L orthotopique. Les résultats ont mis en
évidence une tendance positive sur la survie pour les groupes traités par les LNC-FcdiOH PI.
Par conséquent, afin d’évaluer le passage des LNC dans le SNC, une étude FRET a été
récemment effectuée sur des souris porteuses de glioblastome U87MG intracranial. Cette
étude a été réalisée a partir des formulations furtives optimisées (LNC OS) comparativement
aux LNC conventionnelles. Malheureusement, dans les conditions expérimentales utilisées,

aucune fluorescence n’a pu étre observée dans le cerveau, quelle que soit la formulation.
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Différentes hypothéses ont été émises afin d’expliquer ce résultat négatif. D une part, il a été
montré que les fenestrations des tumeurs 9L sont plus importantes (2 fois plus grandes) que
celles des US7TMG™®, ce qui constitue, pour ces derniéres, une barriére a ’extravasation des
particules. D’autre part, comparé a 1’étude d’efficacité, les formulations furtives n’étaient pas
les mémes (revétement en PEG moins dense pour les nouvelles LNC et concentration en LNC
plus faible), ce qui pourrait étre une condition défavorable au passage dans le SNC. De plus,
la tumeur pourrait étre insuffisamment développée (nombre de cellules injectées faible par

rapport a la littérature®’*

), restant donc étanche aux nanoparticules. Ce dernier point a été
confrontée par I’injection plus tardive (deux semaines plus tard) de deux souris ayant subi les
mémes implantations tumorales afin d’évaluer I’impact de la taille de la tumeur. Ces résultats
préliminaires ont montré la détection d’un signal fluorescent au sein de la tumeur et
encouragent vivement la poursuite de ces travaux. Les nanocapsules lipidiques pourraient

donc offrir une nouvelle stratégie de vectorisation cérébrale d’agents thérapeutiques sans

recours a une approche invasive.
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Conclusion et perspectives

Au cours de ces travaux de these, une nouvelle formulation de LNC a circulation plasmatique
prolongée a été développée par un procedé simple et aisément transposable. Ces LNC dites
«one-step » ont fait preuve a la fois d’une bonne stabilit¢ physique et d’une stabilité
d’encapsulation in vitro et in vivo apres injection intraveineuse. Elles ont également démontré

de bonnes performances de vectorisation tumorale.

En ce qui concerne les complexes ferrocéniques, 1’efficacité de deux nouveaux composés,
FCOHTAM et ansa-FcdiOH vectorisés par des LNC, a été étudiée sur des modéles sous-
cutanés expérimentaux de cancer du sein triple négatif et de gliome malin, respectivement.
Dans les deux cas, un ralentissement significatif de la progression tumorale a pu étre observe,
confirmant 1’activité anti-proliférative de ces composés. Ces nanomédicaments de LNC
chargées en complexe ferrocénique apparaissent donc comme prometteurs pour une stratégie
alternative de traitement du cancer. Des études complémentaires doivent cependant étre

envisagées afin d’optimiser la performance des vecteurs et des ferrocifenes.

Pour compléter 1’étude de biodistribution FRET, une étude de pharmacocinétique des LNC
chargées en ferrociféne devrait étre réalisée afin d’évaluer les sites d’accumulation des
molécules ainsi que leurs voies de métabolisation et d’élimination. Ainsi, la distribution des
LNC pourrait étre comparée a celle des complexes ferrocéniques. De plus, afin d’approfondir
la caractérisation de la stabilité des formulations, des études de libération dans différents
milieux (plasma, solution d’albumine..) devraient également étre effectuées. La mise en place
d’une technique de séparation de la molécule encapsulée de celle libérée sera donc nécessaire.
Par ailleurs, les interactions avec les éléments plasmatiques jouent un rdle majeur dans la
biodistribution des vecteurs. Il serait donc intéressant d’évaluer la nature de la couronne
plasmatique se formant autour des LNC en fonction de leur propriété de surface, apres

injection iv.

Dans la continuité des travaux réalisés sur le CSTN, des modéles métastasiques® pourraient
étre développés pour évaluer I’efficacité du traitement par les LNC-FCOHTam OS. Les
métastases liées au cancer du sein correspondent au stade le plus avancé de la maladie et en
sont la cause principale de mortalité®. L utilisation des nanocapsules lipidiques furtives peut
donc s’avérer pertinente grace a leur circulation prolongée, permettant d’atteindre les sites
métastasiques par effet EPR. Les cellules de cancer du sein de type MDA-MB-231 peuvent,

par exemple, étre injectées par voie intracardiaque ou iv afin de modéliser des métastases au
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niveau de différents organes et peuvent également étre injectées par voie intracraniale pour

mimer les métastases cérébrales®.

En paralléle de ces travaux, au vue de 1’activité in vivo de 1’ansa-FcdiOH sur le gliome 9L
intradermique, 1’étude d’efficacité de ce complexe encapsulé dans les LNC OS sur un modele
intracranial constitue la prochaine étape. Cette étude pourrait étre associée a un travail plus
approfondi consacré a 1’évaluation des LNC pour la délivrance cérébrale par voie iv. Une
¢tude FRET pourrait donc étre a nouveau envisagée sur des souris porteuses d’un
glioblastome U87MG orthotopique avec, au préalable, étude de la perméabilité de la BHE

apres injection de bleu de trypan, afin de déterminer le jour optimal pour le traitement.

Compte tenu de I’implication des dérivés réactifs de I’oxygéne (DRO) dans le mécanisme
d’action des complexes ferrocéniques, il serait intéressant d’évaluer leur interaction avec les
mitochondries, source principale de la production cellulaire de DRO®. Par ailleurs, comme
évoqué précédemment, les chimiothérapies administrées en clinique sont généralement
constituées d’une association de différentes molécules anticancéreuses agissant en synergie.
Une meilleure connaissance du mécanisme pourrait donc permettre d’envisager des co-
traitements avec des molécules anti-cancéreuses standards, telle que le témozolomide ou la
doxorubicine. En effet, il a été notamment montré que le flavonoide kaempferol, qui induit
I’apoptose sur des cellules de glioblastome par la production de DRO, pouvait potentialiser
I’activité de la doxorubicine®. De méme, le polyphénol resvératrol permettrait d’améliorer les
effets du témozolomide, également & travers la production de DRO®. Toujours dans le cadre
de D’activité biologique, certains des complexes seraient capables d’induire la sénescence
cellulaire”®, un programme physiologique d’arrét terminal de la multiplication des cellules.
Ce mécanisme pourrait donc constituer une stratégie alternative permettant de surmonter la
résistance des cancers aux stimuli pro-apoptotiques souvent a l’origine des échecs des

thérapies’.

Enfin, étant donnés les progrés en imagerie avec le développement de techniques non
invasives, il serait intéressant d’¢laborer un outil théranostique combinant le complexe
ferrocénique et un agent d’imagerie au sein des LNC permettant ainsi un monitoring de la
distribution et de I’évolution tumorale. Dans une perspective d’application clinique, ces outils
théranostiques peuvent permettre de développer des thérapies personnalisées grace a

I’intégration d’un outil de diagnostic, d’imagerie et de thérapie dans un méme nanosystéme.
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Pour conclure, ces travaux de thése ont permis d’apporter de nouvelles connaissances sur le
comportement des LNC et des complexes ferrocéniques, constituant un pas de plus vers
I’élaboration de nouveaux nanomédicaments. C’est en poursuivant ces activités de recherche
multidisciplinaires que les nanomédecines « magic bullet », capables de tuer sélectivement les
cellules cancéreuses, pourraient devenir une réalité, comme le concevait le prix Nobel Paul
Ehrlich dans les années 1900.
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Chapter 21

Brain Tumors: Convection-Enhanced Delivery of Drugs

(Method)

Anne-Laure Laine, Emilie Allard, Philippe Menei, and Catherine Passirani

Abstract Delivery of therapeutic agents into the
brain has been an ongoing challenge for many years.
The poor prognosis for patient with primary malig-
nant brain tumors treated with conventional techniques
(surgery, radiotherapy and chemotherapy) has moti-
vated the development of new strategies to deliver
drugs into the brain. Local intracranial delivery of anti-
neoplastic agents has appeared to be the most effec-
tive drug delivery technique into the central nervous
system by circumventing the limitations imposed by
the blood brain barrier (BBB). Convection-enhanced
delivery (CED) is an alternative strategy to directly
infuse drugs into brain tissue. This approach is based
on continuous injection of the therapeutic agent under
positive pressure via a catheter implanted into the
brain. Convective transport driven by pressure gra-
dient allows a widespread distribution of small and
large drugs within the brain. In vivo experiments in
rodents, cats and primates proved the efficacy of CED
to deliver drugs into a targeted zone. However, clini-
cal trials have reported frequent leakage phenomenon
leading to mixed results for this delivery technique. A
better optimization of operational parameters includ-
ing infusion rate, catheter design, catheter place-
ment and drug pharmacological formulation should
allow achieving accurate and efficient delivery. In
conjunction with CED, the use of nanocarriers to
enhance drug pharmacokinetic behavior may help to
achieve higher therapeutic index against tumor cells

C. Passirani (>4)

INSERM, U646, Universite d’ Angers, Angers F-491000,
France

e-mail: catherine.passirani @univ-angers.fr

M.A. Hayat (ed.), Tumors of the Central Nervous System, Volume 3,

over healthy tissues. Additionally, the development
of computer simulation to predict drug distribution
and the real-time imaging for immediate assessment
of convection efficiency may contribute to the CED
improvement.

Keywords Therapeutic agents - Convection-enhanced
delivery - Catheter - Infusion rate - Infusate - CNS

Introduction

Despite considerable advances of research in the area
of Central Nervous System (CNS) disorders, the prog-
nosis for patients with brain tumors remains poor.
Median survival for patients with the most severe form
treated with surgical resection, radiation and the addi-
tion of systemic chemotherapy is 12—15 months (Stupp
et al., 2005). Finding new therapeutic strategies that
will provide efficient treatment against CNS tumors
remains a major challenge.

Conventional methods for the treatment of brain
tumors usually involve delivery of drugs via the
systemic circulation. Failure of those therapies is
attributed to the presence of the blood brain barrier
(Pardridge, 2007). The BBB is a physical barrier that
separates circulating blood from cerebrospinal fluid in
the CNS. This separation protects the brain from the
penetration of toxic substances throughout the CNS.
The restricted entry into the brain is imposed by a
layer of endothelial cells joined by tight junctions. This
structure confers a limited diffusion through the BBB
that prevents the entry of most pharmaceuticals into the
CNS.
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Despite a variety of approaches tested for enhancing
BBB permeability of drugs, no significant improve-
ment was showed for the treatment of CNS tumors
(Misra et al., 2003). The poor results obtained by all
conventional therapies and the unchanged prognoses
for patient with GBM have motivated more direct
approaches of drug delivery. Intracranial drug deliv-
ery has appeared to be the most adequate method of
overcoming the BBB (Sawyer et al., 2006).

In theory, regional drug approach constitutes a
way to deliver high concentration of drug directly
into the tumor. Such delivery can also reduce sys-
temic exposure to drug-induced toxicity. A local deliv-
ery technique was achieved implanting a degradable
or non-degradable polymer delivery system into the
brain (Raza et al., 2005). This approach presents
some advantages such as sustained controlled drug
release. However, polymer-controlled release as intrac-
erebral bolus injection suffers from restricted drug
distribution due to limited drug diffusion within the
brain (Fung et al., 1998). An alternative local deliv-
ery based on convective transport has been proposed
to overcome the limitation imposed by the diffusion
observed with polymer-delivery system. This tech-
nique called Convection-Enhanced Delivery (CED)
was introduced by researchers from the US National
Institutes of Health (NIH) by the early 1990s (Bobo
et al., 1994). In CED method, the infusate is admin-
istered via a small catheter connected to a pump.
The continuous injection of a convective flow directly
in the brain results in a widespread distribution of
small as well as large molecules into it (Debinski
and Tatter, 2009). By bypassing the BBB, this tech-
nique allows the local delivery of a variety of
agents, ranging from conventional therapeutics agents,
to monoclonal antibodies, targeted toxins, nanocar-
riers (Allard et al., 2009) and viruses (Bidros and
Vogelbaum, 2009).

However, several parameters can affect therapeu-
tic efficacy of CED, including infusion rate, cannula
shape, infused tissue structure and physico-chemical
properties of the infusate. Those parameters have to be
carefully investigated and set up for an optimal deliv-
ery. This chapter aims at giving an overview of the
CED approach. The following paragraphs will describe
the technical aspects and critical parameters of this
promising local delivery technique. Optimal setting for
efficient delivery will be proposed according to the
literature.

Convection Enhanced Delivery

Convection-enhanced delivery is a local delivery
method in which drugs are infused directly into brain
tissue. The therapeutic agents are administered via
one to several catheters implanted into the brain
(Fig. 21.1a). An external pump produces a posi-
tive pressure which pushes the infusate through the
catheter. With this delivery system, the drug is directly
infused into the target tissue at a predetermined con-
centration, rate and duration.

The use of a catheter allows a stereotaxic placement
into a CNS targeted zone. Stereotaxy uses a three-
dimensional coordinates system to localize structures
and targets within the brain. Thanks to this tech-
nique, the catheter can be accurately implanted within
the tumor mass or around the tumor or the resection
cavity. The ability to target the delivery placement lim-
its structural damage to the infused tissue, except at
the site of the catheter, and allows avoiding systemic
toxicity.

Most of local delivery techniques including polymer
systems and bolus injection rely on diffusive trans-
port to distribute a therapeutic agent within the CNS.
Diffusion corresponds to the spread of molecules from
regions of higher concentration to regions of lower
concentration. The diffusion of a compound depends
mainly on the concentration gradient and its diffu-
sivity properties. Many therapeutic agents such as
neurotrophic factors, antibodies, growth factors and
enzymes are not able to diffuse over large distances
into the brain due to high molecular weight. This poor
diffusion severely limits drug distribution and penetra-
tion into the brain tissue. For example, an antibody IgG
requires 3 days to diffuse 1 mm from its delivery site
in tumor (Jain, 1989). That is why most antineoplastic
substances show limited effects after direct admin-
istration into brain via diffused-based techniques. In
contrast to those delivery techniques, CED relies on
convection, a molecular weight independent transport,
to overcome the limitation imposed by diffusion. The
term convection refers to the mass transfer by bulk
motion of the fluid. In CED, the convective flow, also
called bulk flow, is driven by pressure gradient induced
by the difference between the interstitial pressure and
the pressure at the tip of the catheter. Drugs are car-
ried along with the fluid flow and distributed through
the brain tissue by convective and diffusive transport.
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Fig. 21.1 a Convection-enhanced delivery in a human brain.
The drug is infused via a catheter implanted into the brain.
An external pump connected to the catheter provides positive
pressure pushing the drug through the interstitial space of the

The superposition of transports by random motion of
the molecules (diffusion) and by the bulk motion of
the fluid (convection) offers a greater volume of dis-
tribution than simple diffusion. Morrison et al. (1994)
showed that CED can provide distribution volumes in
brain that are 2- to 10-fold larger than those obtained
after direct interstitial injection (Morrison et al., 1994).
Additionally, data from CED studies showed enhanced
distribution of various therapeutic agents in rat, cat and
non human primate brains with an order of magnitude
greater than simple diffusion-based delivery (Bobo
et al., 1994; Yokosawa et al., 2010).

However, despite proven efficacy, CED shows some
limitations. Most common issues with infusions of

Stereotactic
head frame

Cortex

Corpus

callosum
wM

Caudate
GM

Putamen
GM

Internal

capsule
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Rat brain section

central nervous system. b Brain section with identification of the
gray matter (GM) and white matter (WM) location in humans
and rats

drug into the brain are reflux along the catheter track
and leakage outside the targeted area. It has been
reported that leakage phenomenon affects 20% of CED
experiments (Varenika et al., 2008). While preventing
continued pressure in the interstitial space, reflux and
leakage can also increase the risk of neurotoxicity to
adjacent tissue and induce adverse effects. The occur-
rence of leakage and reflux may explain the mixed
results obtained in clinical trials (Kunwar, 2003, 2007).
Indeed, for optimal CED efficiency, it is essential to
cover the entire target zone while avoiding exposure of
healthy tissue. The extent of drug distribution achieved
via CED depends on the type of tissue infused (that is,
tumor, gray matter or white matter), infusion volume
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and rate, catheter design but also on drug elimination
mechanism including metabolism, binding, efflux and
leakage. These different parameters are discussed in
the following paragraphs.

Key Parameters
Catheter Placement

During CED, the distribution volume for a given agent
is highly dependent on the type of tissue being infused
and its structural properties, such as hydraulic con-
ductivity, vascular volume fraction, and extracellular
fluid fraction. Clinical trials outcomes have highlighted
the importance of accurate catheter placement for opti-
mal drug distribution (Kunwar et al., 2007). Two main
areas can be distinguished in the CNS; the gray matter
and the white matter (Fig. 21.1b). The gray matter is
mainly composed of cell bodies and glial cells and the
transport within this structure is isotropic. In contrast,
the white matter consists mostly of axons leading to the
peripheral nervous system. This structure composed
of fiber pathways makes the transport anisotropic. It
is worth noting that gliomas invasion preferentially
occurs along these white bundles. It has been reported
that a significant natural bulk flow with an interstitial
velocity of 10 wm/mL may exist in porous white matter
near the ventricular surface (Rosenberg et al., 1980).

Bobo et al. (1994) demonstrated that an infusion
via CED into the corona radiate (white matter) of
cats allowed an effective and large distribution of the
drug within the brain tissue. Similar observations were
reported by Lieberman et al. (1995) regarding a drug
infusion via CED into the gray matter. Both gray
and white matters have the capability to distribute the
infused drug within the CNS. However, the distribu-
tion profile differs between both structures and the
difference is even more significant compared to brain
tumor.

When the infusion takes place into a homogeneous
brain structure (e.g., gray matter) the infusion is ini-
tially driven by pressure gradient from the source of
injection toward surrounding tissue producing spher-
ical volume (Fig. 21.2a). The concentration profile
in this volume is relatively uniform and proportional
to the delivered concentration. At the flow front, the
pressure gradient reaches zero and the distribution

is no longer driven by convection but by diffusion.
The concentration declines precipitately and exponen-
tially within adjacent tissues in accordance with the
mathematics of diffusion (Morrison et al., 1994).

If the infused drug encounters a structure containing
fiber pathways (eg. white matter), the convective flow
can be modified by the natural bulk flow within that
pathway. It has been reported that interstitial veloci-
ties into the white matter may be used to increase the
rate of the infusate (Rosenberg et al., 1980). However,
this natural movement in white matter can also lead to
unpredictable flow and leakage outside the target zone
if the direction of the natural bulk flow is opposed to
that of the infusate flow (Krauze et al., 2005).

It is apparent that inhomogeneities in the tissue may
cause unpredictable distribution. The presence of oede-
mas, often observed in brain cancer and also induced
by infusion, reduces volume of treated tissue and can
disturb the flow of the infused drug. Moreover, the
distribution profile into brain tumors differs markedly
from the normal brain. This variation may be due to
the difference of interstitial fluid pressure. In normal
brain tissue the interstitial pressure is relatively low,
1-2 mmHg, whereas in brain tumor tissue it can be
more than 25 times greater. The increased interstitial
pressure in peritumoral tissue and within the tumor
produces a counterproductive pressure gradient that
can drive infusate to follow the path of lowest intersti-
tial pressure, out of high pressure areas such as tumor
tissue. The complex anatomy of brain tumor and its
high intracranial pressure can lead to drug distribution
in undesired area and leakage into the subarachnoid
space.

Infusion Volume and Rate

The flow of injection is a critical parameter for
forming an efficient convection and is related to the
resistance of the infused tissue (gray and white mat-
ter). Experimental results have demonstrated that the
higher the infusion rate, the greater the reflux induced
(Morrison et al., 1999). It has been shown that infu-
sion rate below 0.5 pL/min in normal brain limits the
spread of the drug but results in homogeneous distri-
bution whereas high flow (above 5 pL/min) facilitates
backflow (Bobo et al., 1994; Morrison et al., 1999).
In most cases, the optimal infusion rate is that which
allows the delivery of the therapeutic volume over the
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Fig.21.2 a Schematic A
representation of drug
distribution in brain tissues
via CED. The drug
distribution is initially driven
by convective flow producing
a spherical volume around the
infusion point. At the flow
front, the infusion is governed
by diffusion. b Relationship
between the volume of
infusion (V;) and the volume
of distribution (Vg). In a
successful delivery (a), Vg4
linearly increases in
proportion to Vj. Once
undesirable phenomenon
begins such as leakage or
reflux (b), there is a plateau to
Vg despite increases in V;
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least amount of time without associated reflux. The
optimal infusion rate is also dependent on the cannula
size. Krauze et al. (2005) reported that CED infusion
flow rates less than 0.5 pwL/min can prevent reflux in
catheters up to 0.6 mm (outer diameter). However,
higher infusion rates are preferred in order to shorten
the CED treatment. A mean to achieve high rate is to
use modified catheter such as stepped catheter or hol-
low fiber catheter. Those different types of catheters
and their delivery characteristics are described in the
following chapter.

A correlation between the infusion volume (V)
and the distribution volume (Vq) has been largely

Vi

proved from several CED outcomes (Bobo et al., 1994;
Varenika et al., 2008). In an efficient CED without
reflux or leakage, the relationship between V; and
Vg is linear which means that Vg4 increases linearly
in proportion to V; (Fig. 21.2b). The slope of the
curve V4/V; is dependent on the structural proper-
ties of the tissue, the characteristics of the infusate
and the rate of infusion (Bobo et al., 1994; Varenika
et al., 2008). Once reflux or leakage begins, there is
a plateau to Vq4. Despite increases in Vj, V4 does not
increase. The extra infused volume is lost in leak or
reflux along the catheter track, away from the targeted
zone.

166



Annexes

212

A-L.Laine etal.

Catheter Design

The first infusion tool for CED was a needle implanted
into the brain of experimental animals (Bobo et al.,
1994). The technique has been improved replacing
the needle by a catheter which can be stereotacti-
cally placed in the CNS. The material used for the
catheter fabrication has to be biocompatible to allow
a long implantation time. Such material can be plas-
tic, teflon or fused silica. Standard catheters have only
one port through that the drug is released. It has
been recognized that the larger the catheter diameter,
the more easily reflux occurs (Morrison et al., 1999).
Additionally, data from experiments with agarose
gelatin have shown that small diameter catheters can
produce repeatable and uniform spherical volume of
distribution (Bauman et al., 2004).

New types of CED catheters (Fig. 21.3) are cur-
rently under development to increase the efficiency and
the reliability of drug delivery. Fiandaca et al. (2008)
developed a stepped cannula that allows increasing
the infusion rate up to 5 pL/min without any reflux.
This reflux-preventing catheter consists of a needle
extended with a narrower tip at its end, the differ-
ing diameter making the step. This design prevents
the reflux along the catheter track by restricting initial
backflow of fluid flow beyond the step. The stepped
cannula was recently compared with a stepless can-
nula by Yin et al. (2010). They showed that reflux

Stepped
cannula

Fig.21.3 Novel catheter
designs for CED: stepped
cannula, multiple-hole
catheter, balloon-tipped
catheter, hollow fiber
catheter

Infusate flow

occurred at only 0.5 pL/min in agarose gel for the
stepless cannula leading to a small infusion volume
of 4 pL. In contrast, with the 1-mm step cannula
no reflux occurred even at high infusion rate of 3.0
pwL/min allowing a wide distribution volume of 79 L.
Moreover, the infusion of a recombinant growth factor,
GDNEF via the step design cannula allowed achieving a
great distribution volume of 97.2% in rat striatum with
little evidence of reflux. The distribution volume per-
centage reached via the cannula without step was only
70.7% with significant reflux and leakage in the corpus
callosum and the white matter (Yin et al., 2010).
Catheters with a single opening for the drug release
have shown their limitation for the delivery into brain
tumor. The pressure gradient resulting from high inter-
stitial pressure in brain tumor drives the drug flow into
low-pressure area. With one port catheter, the infusate
flow will follow the path of lowest interstitial pres-
sure which will restrict the distribution and may lead
to leakage. Thus, multiple-hole catheters have been
designed to provide infusate flow in all the direc-
tions around the catheter overcoming the limitation of
the one port catheter. The design consists of multi-
ple openings of a few millimeters along the distal end
of the catheter. However, a previous study performed
in agarose gel showed that the drug release is effec-
tive only via the proximal port, rending the other ports
useless (Raghavan et al., 2006). This issue can be over-
come by reducing the hole size. A porous hollow fiber

Hollow fiber
catheter

Balloon-tipped
catheter

Multiple-Hole
catheter
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catheter composed of millions of nano-openings (0.45
pm) along its surface has been developed to provide
multiple pathways for the drug to infuse within the
tissue. Seunguk et al. (2009) compared the distribu-
tion of Evans blue dye into the mouse brain through
CED via a hollow fiber catheter versus a conven-
tional 28-gauge needle. Experimental results showed a
threefold increase in the dye distribution volume with
the hollow fiber catheter relative to the single-lumen
needle.

Since recently, a new type of catheter named
balloon-tipped catheter has been proposed. This
catheter is a one-port-opening with a balloon proxi-
mal to its tip which can be inflated. The inflated form
has been designed to fill a resection cavity and pre-
vent reflux phenomenon. A CED experiment using
balloon-tipped catheter into canine model showed an
efficient drug penetration within the brain parenchyma
all around the balloon (Olson et al., 2008).

Infusate Formulation

In a typical CED application, the therapeutic agent
is dissolved in saline solution and delivered by infu-
sion under positive pressure (Yang et al., 2011). It has
been observed that infusion of some drugs achieves
poorer efficiency than others due to their low viscos-
ity. Mardor et al. (2005) have shown that low-viscosity
infusates tend to backflow along the catheter and into
the ventricles whereas high-viscosity infusates limit
backflow event and tend to form efficient convection.
The infusate viscosity can be increased by adding
sucrose, human serum albumin or polyethylene glycol
in the aqueous phase of the infusate. A linear correla-
tion between infusate viscosity and distribution volume
has been established showing the impact of the vis-
cosity on the CED efficacy. Additionally, infusion of
high-viscosity infusate via CED allows covering larger
volumes of distribution in less time, thus leading to
shorter treatment. Highly viscous formulation can be
applied to a wide range of infusate including gene
therapy, proteins, and nanoparticles (Perlstein et al.,
2008).

It has also been shown that the use of co-infusate
(e.g., heparin, basic fibroblast growth factor or manni-
tol) expedites the spread of the drug within the CNS
by reducing the affinity of therapeutic agent to the

brain environment. For example, the tissue penetration
of GDNF and GDNF-homologous trophic factors was
significantly enhanced with heparin co-infusion, prob-
ably by binding and blocking heparin-binding sites in
the extracellular matrix (Hamilton et al., 2001).

Despite these progresses, CED of free drug shows
severe limitations. First of all, the drug concentration
that can be delivered is limited by the solubility of
the drug. Additionally, efficiency of free drug CED is
restricted by rapid clearance of the therapeutic agent
from the tumor interstitium (Kunwar et al., 2007) and
no selective accumulation in targeted tissue. Other
issues inherent to the physico-chemical properties of
the drug can undermine CED efficiency. Although
being a promising therapeutic agent, CED of free syn-
thetic retinoid Am80, did not show any improvement
on the mean survival days of rats bearing intracra-
nial glioblastoma xenografts (Yokosawa et al., 2010).
The failure was attributed to the Am80 hydrophobicity
which increases the retention within the brain tissue
resulting in a poor distribution volume.

A solution to overcome solubility issue and to pro-
tect therapeutic agents against elimination and in vivo
degradation is to formulate them into nanocarriers.
Different drug carrier systems have recently emerged
and been tested in CED technique including lipo-
somes (Saito et al., 2006), polymer micelles (Inoue
etal., 2009), lipid nanocapsules (Allard et al., 2009). . .
Inoue et al. (2009) compared the therapeutic effi-
cacy of free doxorubicin (DOX) and polymer micellar
DOX infused by CED against 9L brain tumors in
rat model. They showed that polymer micellar dox-
orubicin (DOX) achieved much wider distribution in
brain tissue than free DOX. Accordingly, the median
survival obtained with micellar DOX was 36 days
compared to 19.6 days obtained from the free DOX
treatment.

Nanocarriers are constructed systems in nanometer
size that can carry drugs (Yokosawa et al., 2010) and
imaging agents (Fiandaca et al., 2008). Carrier sys-
tems include mainly polymer or lipid-based carriers
such as liposomes, nanoparticles, micelles and den-
drimers. These differ in structure composition, drug-
loading capacity, carrier stability, targeting possibility
and ability to encapsulate hydrophobic or hydrophilic
molecule. Nanocarrier systems are of great interest
as they are inert until the drug is released from the
confine of the carriers, thus minimizing side effects
and toxicity to normal brain tissue. Additionally, they
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offer several advantages, including enhancement of
drug pharmacokinetic behavior and convection prop-
erties. Once a drug is encapsulated, the pharmacoki-
netic properties are no longer related to the drug but
are determined by the nanocarrier. Furthermore, the
nanocarrier architecture offers the possibility to adjust
drug release rate. Improving sustained drug release
allows the prolongation of drug’s half-life leading to
increased exposure of brain tumor tissue to the thera-
peutic agent. It also limits the high peak concentration
of free drug potentially associated with toxicity and
provides an effective inhibition of drug absorption by
cells.

Surface properties have a considerable impact on
the spread of the infusate distribution. The poorer brain
distribution observed with hydrophobic or cationic
infusate can be circumvented by adding polyethylene
glycol or dextran onto the nanocarrier. Indeed, PEG
or dextran coating make the infusate more hydrophilic
leading to less tissue affinity and increased distribu-
tion. Saito et al. (2006) have reported that athymic
nude rats bearing US87MG human glioma cells sur-
vived significantly longer after treatment with topote-
can encapsulated into PEGylated liposome given by
CED compared with free topotecan. PEG encapsu-
lation also provides steric stabilization and reduces
surface charge (Yokosawa et al., 2010).

As the pore size of the extracellular matrix (ECM)
is estimated as about 50 nm, nanocarrier size should
be in the range of 20-50 nm for an effective transit
through the interstitial space (MacKay et al., 2005). It
has been showed that the infusion of a hyperosmolar
solution of mannitol, either before the CED treatment
or in co-infusion with the drug, may increase the size of
channels of the interstial space enhancing the nanopar-
ticle transport trough the ECM (Neeves et al., 2007).
For instance, CED of 40 nm-liposomes co-infused with
25% mannitol showed an improvement of the V4 from
52.5 + 2.1 to 78.5 £ 5.5 units immediately after CED
(Mamot et al., 2004).

Ced Patient-Specific Simulation
and Real-Time Imaging

Imaging of brain tumor can be realized via CED. The
co-infusion of tracers with the drug allows monitoring
its distribution as it is being delivered (Fiandaca et al.,
2008). The most common technique currently used
to track real-time distribution of therapeutics is the

Magnetic Resonance Imaging (MRI). Varenika et al.
(2008) used gadoteridol-loaded liposomes infused by
CED to visualize the distribution in various anatomi-
cal structures of the CNS of nonhuman primates and
canines with MR imaging. This technique evidenced
the unexpected high frequency of leakage phenomenon
(20% of infusions) into cerebral ventricles.

Monitoring of CED is of crucial importance to
ensure optimal delivery of therapeutic agents into tar-
get sites while minimizing exposure of healthy tissue.
Adjustment and alteration to the infusion plan can be
carried out in case of undesirable events during the pro-
cess. In the event of reflux, reducing the infusion rate
can allow CED process to continue while backflow is
limited. More drastic changes would include altering
the cannula placement or inserting a second cannula at
the onset of leakage. Those adjustments could allow
overcoming leakage issues and covering the targeted
area without stopping the process.

Additionally, direct visualization can help to deter-
mine whether a treatment failed because of the drug’s
lack of therapeutic efficacy or because of inadequate
delivery. Monitoring information allows optimizing
the process including catheter placement in order to
achieve robust and reliable delivery of therapeutics.

As for any invasive procedure, it would be of
great interest to base decision on how to plan CED
with patient-specific simulation. The entry of CED
in clinical trial has motivated the development of
computational methods to aid in planning CED treat-
ments. Such software developed by BrainLAB AG
and approved by FDA is now commercially avail-
able for neuro-oncology. This program simulates drug
distribution into the human brain based on the indi-
vidual patient’s tractography MRI data and brain tis-
sue anatomy. It is worth noting that tractography
allows visualizing the white matter bundles which is
of great interest for the simulation of drug distribution.
Treatment of specific tumor can be visualized in 3D
including the number and position of catheters. The
distribution concordance between the actual distribu-
tion of ILI3-PE38QQR co—infused with '*3I-albumin
by CED and the distribution prediction has proved
the software specificity and reliability in treatment
planning (Sampson et al., 2007). Additionally, this
simulation allows observing infusate leakage into the
subarachnoid cerebrospinal fluid space when catheters
cross deep sulci (Sampson et al., 2007). Computational
simulation provides therefore a useful tool to optimize
CED catheter placement.
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Conclusion

Convection enhanced-delivery has been developed as
a local drug delivery strategy. Using convective trans-
port, it offers the advantage of better drug distribution
than the regional delivery technology based on diffu-
sion. CED represents a potential powerful methodol-
ogy for targeted therapy in the field of neuro-oncology.
Bypassing the blood-brain barrier, this approach allows
tumor and other brain tissue to be exposed to high
drug concentration that could not be achieved via sys-
temic application. The potential of this technique has
been clearly demonstrated in preclinical studies (Yang
et al., 2011; Yokosawa et al., 2010). However, adverse
events including drug backflow along the catheter track
and leakage in undesired zone can occur during infu-
sion. Such events undermine CED efficacy and can
imply side effects including neurotoxicity and adjacent
structure damages.

Some improvements are under development for
making CED an effective way of delivering antineo-
plastic drugs in human brain. The use of nanocarrier
technology to deliver drugs via CED seems to be a
promising combination to improve the efficacy of the
treatment against brain tumor. Further development of
targeting nanocarriers would allow the accumulation in
the desired area and limit extensive distribution into the
CNS. It mays also help to penetrate the tumor which
shows relative inaccessibility. However, there is a need
to better understand the drug release mechanism out
of the carrier system. It would be also of great inter-
est to pay special attention to others parameters which
may impact the distribution such as the manipulation
of physiological parameters including blood pressure
and heart rate. Indeed, it was shown that larger Vg4
could be obtained by increasing blood pressure/heart
rate induced by epinephrine (Hadaczek et al., 2006).

There is also a need for a better understanding of
the drug delivery into tumor brain, markedly different
from normal brain. Clinical trials have also reported
that target tissue anatomy and patient-specific anatomy
play a major role in drug distribution using CED.
Gaining more information about the brain’s anatomy
and fluid dynamics that govern delivery would allow
predicting the time, direction and eventually, the effi-
ciency of therapeutic molecule distribution. Finally,
the transposition from rodent or non human primate
brain to human brain remains an ongoing challenge

due to significant differences between brain structures
(Fig. 21.1b) and CED intra-operational parameters
have to be adjusted by taking precisely anatomical
criteria into account.
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-DECOUVERTES

Cancer du sein

Des nanocapsules contre
les « triples négatifs »

Caractérisés par l'absence concomitante au
niveau des cellules cancéreuses des récepteurs
aux cestrogénes, a la progestérone et au facteur
de croissance cellulaire HER2, les cancers du
sein « triples négatifs » sont particulierement
agressifs. Insensibles aux traitements

actuels, ils nécessitent U'exploration de

voies thérapeutiques alternatives. Ainsi, le
tamoxiféne, majoritairement utilisé contre les
cancers du sein hormono-dépendants, qui agit
via les récepteurs aux oestrogénes, semble
étre inutile. Cependant, son association au
ferrocéne, un composé organomeétallique, a
montré in vitro un effet sur la prolifération des
cellules cancéreuses. Anne-Laure Lainé (@),
au sein de l'unité Micro- et nanomédecines
biomimétiques, a mis en évidence que linjection
dans le péritoine de nanocapsules lipidiques
transportant le ferrocényl-tamoxiféne
ralentissait le développement des tumeurs
chez des souris xénogreffées avec des cellules
cancéreuses mammaires d’origine humaine et
dépourvues de récepteurs aux oestrogenes.

Un premier essai in vivo plein

de promesses... V. M.

wAnne-Laure Laing : unité 1066 Inserm - Université d'Angers

A-L. Lainé et al. Biomaterials, septembre 2013 ; 34 (28) : 6949-56
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- Monitorat (initiation enseignant-chercheur) a la faculté de pharmacie d’ Angers
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Bale, Suisse Actelion Pharmaceuticals

- Support galénique pour études in vitro / in vivo (pharmacologie, pharmacocinétique,
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- Développement de la technique de nanobroyage en voie humide

- Screening de formulations pour une étude de phase 1

2008 (6 mois) Chargée de projet formulation
Orléans Technologie Servier, au sein de I'Institut d'Innovation Galénique

- Développement et caractérisation de nanosuspensions injectables d’une molécule
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- Mise en place de la technique de mesure du potentiel zéta
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2003 Baccalauréat Scientifique, mention Bien
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Compétences

Formulation et drug delivery

» Techniques de solubilisation de principes actifs hydrophobes

» Formulation de nanoparticules

- nanocapsules lipidiques

- liposomes

- nanosuspensions
o Technologie « Top-down » : homogénéisation haute pression, broyage en voie humide
o Technologie « Bottom-up » : émulsification / évaporation de solvant, nanoprécipitation

via co-solvant

- Modification de surface pour ciblage actif et passif

» Technologie des poudres

- Micronisation en voie séche

- Meélange de poudres

- Compression

- Nano-broyage en voie humide

> Lyophilisation

> Connaissances en masquage de godt

Caractérisation et techniques analytiques

> Mesure de la taille des particules : diffusion dynamique de la lumiere (DLS), granulométrie
laser, microscopie

> Développement de méthode de mesure de taille par granulométrie laser (formation)

> Potentiel zéta

> Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

» HPLC (formation, logiciel : Empower, Chromeleon)

> Spectroscopie UV

> Test de dissolution in vitro

Etudes in vitro / in vivo
> Invitro : Culture cellulaire, immunohistochimie, étude d’internalisation par FACS
> Invivo : Manipulation des animaux, inoculation de tumeurs, études pharmacocinétiques,
études d’efficacité, injection intraveineuse, intrapéritonéale et intra-carotidienne, ponction
cardiaque, stéréotaxie.
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Langues
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Centres d’intérét : VVoyage, Gymnastique sportive : Compétitions au niveau national (1991-2003)
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Professional experience

Since Sept. 2010 Ph.D., pharmaceutical sciences
Angers, France INSERM U1066, Biomimetic micro and nanomedicines, Pr. Benoit

- Development and in vitro /vivo evaluation of ferrocifen loaded lipid nanocapsules for cancer
treatment
- Assistant teacher at the school of pharmacy in Angers

2009-2010 (14 months)  Research associate in preformulation and preclinical galenics
Basel, Switzerland Actelion pharmaceuticals

- Formulation support for in vitro/ in vivo studies (pharmacology, pharmacokinetics,
toxicology) in various therapeutic fields (oncology, immunology, CNS, anti-infectives)

- Development of nanosizing technique via wet-milling

- Oral formulation screening and taste masking for a phase I trial

2008 (6 months) Formulation project Associate

Orleans, France Technologie Servier
- Development and characterization of injectable nanosuspension of an anticancer drug
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Expertise

Pharmaceutical technologies and drug delivery

Strong background in strategies for hydrophobic drug solubilization

Strong knowledge in injectable dosage forms

Nanoparticle formulation

- Lipid nanocapsule

- Liposome

- Nanosuspension
« Top-down » technology: high pressure homogenization, wet-milling
« Bottom-up » technology: emulsion solvent evaporation, co-solvent nanoprecipitation

Particle engineering

- Micronising by air-jet milling

- Wet milling

- Powder mixing

- Tablet compression

Freeze-drying

Knowledge in oral dosage forms and general knowledge of taste masking

Characterization and analytical techniques

Particle size measurement : dynamic and static light scattering, microscopy
Development of particle size measurement method (training)

Zeta potential

Differential scanning calorimetry (DSC)

HPLC (training, software : Chromeleon®, Empower)

UV spectroscopy

In vitro dissolution test

In vitro / in vivo skills

In vitro : Cell culture, immunohistochemistry, FACS for cell uptake analysis

In vivo : animal handling, tumor inoculation, pharmacokinetic study, efficacy study,
intravenous, intraperitoneal, intradermic and intra-carotid injection, cardiac punction,
stereotaxic surgery.

Certificate of animal experimentation training obtained in 2011

General skills

Supervision of trainees
Ability to work in a multidisciplinary environment
Cross-functional collaboration with biologists and chemists

Languages

French: mother tongue
English : Good skills, both written and oral (TOEIC in 2008: 820)
German : Good knowledge

Miscellaneous

2007

AFPS — first aider certificate

Main interests: Travelling, Gymnastics (1991-2003)
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Vectorisation de complexes ferrocéniques par les nanocapsules
lipidiques pour le traitement du cancer

Vectorisation of ferrocenyl complexes through lipid nanocapsules for cancer

treatment

Résumé

Ces travaux ont pour but I'évaluation préclinique de trois
composeés ferrocéniques (FCOHTAM, FcdiOH et ansa-
FcdiOH) formulés au sein de nanocapsules lipidiques
(LNC) dans le cadre d'une thérapie anticancéreuse.
Dans une premiere étude, le potentiel anticancéreux
des ferrocifenes est démontré sur un modele de cancer
du sein triple négatif avec un retard significatif de la
progression tumorale grace a I'administration des LNC
chargées en FcOHTAM. Afin d’améliorer le ciblage
tumoral passif, la seconde partie de la thése est
consacrée au développement de LNC furtives par un
procédé de formulation en une étape (one-step OS).
Ces LNC OS présentent une circulation plasmatique
prolongée et conservent lintégrité de leur structure
plusieurs heures aprés injection intraveineuse (iv),
comme observé par imagerie FRET. Par ailleurs,
l'injection répétée des LNC OS chargées en ansa-
FcdiOH a provoqué l'arrét de la croissance de gliomes
implantés en sous-cutané. La derniére partie des
travaux est dédiée au traitement du gliome orthotopique
par différentes stratégies d’administration des LNC (en
local et en périphérie). L'injection intra-carotidienne de
LNC de FcdiOH recouvertes de peptide NFL-TBS a
donné lieu a une amélioration de la survie pour
quelques animaux (5/12). L’infusion intracérébrale
prolongée des LNC de ferrocifenes a engendré une
toxicité et mortalité importante. Finalement,
I'administration répétée par voie iv s’est révélée étre
une approche encourageante avec une légere
augmentation de la médiane de survie (7%).
L’ensemble de ces résultats démontre [Iactivité
prometteuse des complexes ferrocéniques associés aux
LNC OS pour une approche alternative de thérapie du
cancer.

Mots clés
Nanomédecine, Ferrociféne, cancer du sein triple
négatif, glioblastome

Abstract

The aim of this work is the preclinical evaluation of
three ferrocenyl complexes (FcOHTam, FcdiOH and
ansa-FcdiOH) formulated into lipid nanocapsules
(LNCs) for oncology purposes. Firstly, the anticancer
activity of the ferrocifens is demonstrated on a triple
negative breast cancer model with a significant delay
of the tumor growth upon administration of LNCs
loaded with FCOHTAM. In order to enhance the
passive tumoral targeting, the second part is
dedicated to the development of stealth LNCs
through a one-step (OS) formulation process. These
OS LNCs showed an extended blood circulation time
and maintained their integrity several hours after
intravenous (iv) injection, as observed by FRET
imaging. Additionally, repeated injections of ansa-
FcdiOH-LNCs led to the growth inhibition of
subcutaneous glioma. The last part of this work is
devoted to the treatment of orthotopic glioma through
various strategy of LNC administration (local or
peripheral). The intra-carotid injection of FcdiOH-
LNCs coated with the NFL-TBS peptide resulted in
an improved survival time for some animals (5/12).
The intracerebral sustained infusion of ferrocifen-
loaded LNCs provoked severe toxicity and mortality.
Finally, the repeated iv injections turned out to be an
encouraging approach with a slight increase in the
mean survival time (7%). Taken together, these
results demonstrate the promising activity of the
ferrocenyl complexes associated to OS LNCs for an
alternative anticancer therapy approach.

Key Words
Nanomedicine, Ferrocifen, triple negative breast
canacer, glioblastome



