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Introduction générale



Pour concevoir un medicament, il ne suffit pas deuver une molécule
biologiqguement active. Il va falloir étre capablen plus, de répondre a plusieurs
problématiques pouvant limiter I'efficacité du meéanent. Tout d’abord, les scientifiques
doivent souvent faire face a des problemes de #iodibou a une stabilité chimique
insuffisante. Il peut étre nécessaire d’améliorabdorption des molécules actives pour

augmenter leur biodisponibilité. Un objectif esssiude minimiser la toxicité systémique.

C’est dans cette problématique générale que laianéde nanomédicaments s’inscrit. De
I'ordre de grandeur d’'une centaine de nanomeétess «anagic bullets », concept propose il y
a une centaine d’années par Paul Ehrlich (immuisti®get prix Nobel), commencent
réellement a faire leurs preuves, avec quelquessnsar le marché. Par exemple, le Ddxil
est un anticancéreux utilisé notamment pour trdgéecancer du sein ou des ovaires. Ce
médicament est constitué de doxorubicine chlorhgdencapsulée dans des liposomes furtifs
(« stealth liposomes »). Ces nanoparticules sont ditilisées pour transporter de maniere
contrblée la drogue du site d’administration aildecthérapeutique.

Les nanosystémes envisagés sont nombreux : lescybest lipidiguesnotamment les
liposomes T. M. Allen, 2013 et les cubosomesE( Esposito, 2005 les particules
polymériques A. Kumari, 201 les nanotubes de carbon8. (R. Ji, 2010 et les
nanodiamantsM. Chen, 200P ou encore les colloides métalliques (d’or, de.fer(X. Li,
201D : Fiaure 1.
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Figure 1: résumé des principaux systemes de nanopartjcldssplus étudiées étant les
nanoparticules polymériques et lipidiqgues. L'axenrair représente la taille des objeB. (
Couvreur, C. Vauthier, 2006



D’une maniere générale, les nanovecteurs serolgéstipour protéger une drogue de la
dégradation, augmenter l'absorption de la drogue familitant la diffusion a travers
I'épithélium (tissu constitué de cellules étroiterhe juxtaposées), modifier la
pharmacocinétique et le profil de distribution dedrogue dans les tissus et/ou améliorer la
pénétration et la distribution intracellulaire. Lesnosystemes peuvent aussi étre utilisés pour
améliorer les performances des techniques d’imagetomme par exemple dans le

diagnostique de tumeuns vivo.

Le concept de prodrogue, permet aussi de répondeztaines problématiques rencontrées
lors de la création d’un nouveau médicaméntNl. Qandil, 2012 ; P. Ettmayer, 2004Ce
terme a été introduit en 1958 par Adrien Albertumpdécrire les composés qui subissent une
biotransformation avant d’étre pharmacologiquemactifs. Les objectifs des prodrogues

peuvent étre :

- une amélioration de la biodisponibilité d’'une tpan augmentant la solubilité en milieu
agueux (par des groupements chargés par exemplepiption intestinale passive (par des
groupements lipophiles) ou via des transporteulajtiee part en protégeant d’'une rapide
métabolisation (par une modification de la fonctialile éventuelle).

- une délivrance ciblée de la drogue via un ersgdrinent passif dans le tissu cible, par un
ciblage spécifique de certains transporteurs, ¢@es ou d’antigenes de surface ou encore

par une activation controlée de la drogue via #eyrees exogenes.

C’est en mariant ces deux approches gu’est néasdmaiénisation ». Le squaléne (Sq) est un
polyterpéne biocompaptible (précurseur du cholebtést lipophile. Il s’est avéré que,
lorsqu’il est couplé a un principe actif polairfelui confere la capacité de s’auto-assembler en
nanoparticules par nanoprécipitation, ce qui enuiaé stratégie de vectorisation prometteuse
(P. Couvreur, 2006

Le premier principe actif squalénisé a été la Gabaoie (Gem) : c’est un analogue de la
déoxycytidine, commercialisé depuis 1996 par ledatwire Lilly, utilisé en chimiothérapie
notamment contre le cancer du pancréas mais gsegesune efficacité modérée due a une
rapide métabolisation ou encore a des mécanismagsiltance W. Hagmann, 2010 ; Y.

Saiki, 2012 ; E.Moysan, 201B Aprés nanoprecipitation, des nanoparticules tayan



diamétre moyen de 140 nm ont été obtenues, prégemt@ structure interne bien définie
(phase hexagonale inverse).

Il s’est avéré que les nanoparticules de Gem-Sgnétheaucoup plus activ@s vivo que la
Gemcitabine seule sur des modéles de leucémiesnesu(P388 et L1210)P( Couvreur,
2008. Cette efficacité accrue a été expliquée notantrpan le fait que la squalénisation
améliore la pharmacocinétique de la Gemcitabine.

Au vu des propriétés remarquables de la Gemcitébinelene, le projet est alors né

d’appliquer la squalénisation a d’autres principesifs, et d’étendre cette technique a la
terpénisation, c'est-a-dire de coupler des polgieep de longueurs différentes a un principe
actif, dans une démarche rationnelle et systématrggant a optimiser I'activité thérapeutique

de ces différents systémes (programme ERC TERNANDM®EGordonné par le Professeur

Patrick Couvreur).

Dans ce cadre, I'objectif général de ma thése é&tenter de comprendre les relations entre
la nature de la paire drogue-terpénoide, la stractles nanoparticules et leur activité
biologique.

Dans la premiere partie du manuscrit, une étudeliogiaphique présente les
nanomeédicaments et, en particulier, l'influence lger taille et de leur forme sur
l'internalisation dans les cellules. Le principe ldesqualénisation y est introduit. L'auto-
association de molécules amphiphiles est rappelésuite. Enfin, la formation de
nanoparticules par nanoprécipitation est décrite.

La seconde partie présente les principaux résutgigrimentaux obtenus au cours de cette
thése. Dans le chapitre Ill, l'auto-assemblage d&rdnts nucléosides et analogues
nucléosidiques couplés au squaléne a été rati@énddans le chapitre suivant, la structure
supramoléculaire de différentes nanoparticules cm@gs de Gemcitabine greffée a une
chaine isopréne de longueur variable a été étudicane relation structure-activité a éte
envisagée. Enfin, dans le chapitre V, les conditida préparation d’un des bioconjugués ont
été modulées afin d'établir les paramétres sysigoeg a appliquer lors de la
nanoprécipitation pour obtenir des nanoparticulalles, avec une structure supramoléculaire
définie. Enfin, la derniére partie du manuscrit @s¢ discussion générale de I'ensemble des

résultats, identifiant des perspectives et destagunssrestant a étudier a I'issue de cette these.
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I-Nanomédicaments

Le 29 décembre 1959 a la Société Américaine de igsle Professeur Feynman a
prononcé la phrase « Pourquoi ne pourrions-nousepase l'intégralité de I'Encyclopaedia
Britannica sur une téte d'épingle ?». C’est higtegiment une des premiéres phrases illustrant
les possibilités de I'échelle nanoscopique.

Une nanoparticule est un objet ayant des dimensidédeures au micron, Elle possede un
nombre réduit de molécules : d’une dizaine jusquiidsieurs milliers. A cette échelle la
surface de I'objet devient prépondérante par rappson volume, ce qui en fait une propriété

tres intéressante pour de nombreuses applications.

1) Vectorisation d’un principe actif

Le challenge de ces derniéres décennies est deetrale nouvelles voies thérapeutiques
toujours plus spécifigues pour minimiser les effe¢zondaires indésirables et augmenter
I'efficacité d’un traitement. C’est dans ce cadyee la vectorisation a vu le jour : elle permet
d’amener la molécule active directement a la diddogique P. Couvreur, 2001

Les nanoparticules semblent étre des acteurs de pbar vectoriser un principe actif. Les
dimensions des nanoparticules correspondent ascédlenombreux organismes comme les
virus ou les bactéries, elles vont dont pouvoirandans I'organisme tel un cheval de Troie
pour amener le composé d’intérét. Le probleme gsérdant de concevoir des nanovecteurs
biodégradables, non toxiques et non immunogendsciP&ouvreur a été un pionnier dans
ce domaine en proposant des nanoparticules dellybanoacrylate . Couvreur, 1979
Depuis, le nombre de brevets dans ce domaine s afaugmenter : entre 1995 et 2003, le
nombre de brevets a I'année est passé de 950 ad26@8de domaine des nanotechnologies en
général A. Hullmann, 2006

Il existe trois générations de vecteurs pour tréeancer. Couvreur, C. Vauthier 2006

- Les vecteurs de premiére génération.

L'inconvénient de ce type de vecteur est la ragtimination des nanoparticules par les
macrophages du foie, ce qui entraine une faiblpodibilité sanguine. Cependant, ces
vecteurs sont particulierement intéressants paitetrdes cancers qui seraient localisés dans

cet organe. En 1997, Patrick Couvreur montra ques deanoparticules de



polyalkylcyanoacrylate chargées d’'un anticancéréuxioxorubicine, arrivaient a vaincre les
mécanismes de résistance de cellules cancéreustsstanées hépatiques murind3. (
Couvreur, 199Y. En effet, les nanoparticules sont fortement dufses a la surface des
cellules, induisant un microgradient de la conaditn en doxorubicine dans la membrane
cellulaire ce qui a pour conséquence d’augmentdiffiasion intracellulaire de la drogue tout
en évitant la glycoprotéine P (Pgippmpe d’effluy. Cette découverte est trés prometteuse
pour le traitement de I’hépatocarnimone, (tumewrgoie) I'un des cancers les plus répandus

dans le monde, car ces tumeurs sont connues peurés résistantes aux chimiothérapies.

- vecteurs de seconde génération : ciblage passif

Pour pallier la faible biodisponibilité, une secergénération de vecteur a vu le jour : ce sont
des nanoparticules présentant une surface receudertpolymeéeres hydrophiles comme le
PolyEthylene Glycol (PEG)Hgure 1). Il y a deux manieres de modifier la surfaceit sn
liant de maniére covalente le polymere hydrophila enolécule constituant la nanopatrticule,
soit en étant adsorbé physiqguement a sa surfate c un « nuage » hydrophile autour de
la particule, ce qui aura pour conséquence la tédude la réaction d’opsonisation et donc
de la prise en charge par les macrophages (votrepa)y (nanoparticulesgurtives). Ces
particules pourront donc avoir un temps de demid@eirculation sanguine allant jusqu’a 45
h, contrairement a quelques heures maximum paqurelaiére génération de vecteur.

O _H
H O

n

Figure 1 : polyéthylene glycol comportant n monomeres.

Les particules « Stealth », marque déposée pastaipes Technology (USA), sont justement
des liposomes furtifs de petites tailles (inféreear 100 nm) et ayant une surface hydrophile.
La taille peut en effet avoir une influence suntérnalisation par les macrophages : le rayon
de courbure étant plus grand, I'opsonisation seéaitite. Il a été montré que ces particules
pouvaient libérer leur contenu spécifiguement an de la tumeur, grace a I'effet EPR qui
signifie « Enhanced Permeability and Retention ».efffet, de part la nature méme d’une

tumeur cancéreuse qui d’'une part développe un uédeavaisseaux sanguin anormalement
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important pour pouvoir grandir et se multiplier geogenese), d'autre part possede un
endothélium discontinu, et enfin une absence dealya lymphatique (treés observée dans les
tumeurs solides), il y aurait une accumulation plmportante de particules au sein des
tumeurs cancéreuses. Ainsi, avec des nanopartiayéeg un temps de demi-vie dans le sang
relativement important et une taille inférieure @le des pores de I'endothélium, une

accumulation spécifique est envisageable dansiadu{. Maeda, 2018

- La troisieme et derniére génération de vecteord des particules a ciblage actif, pour
pouvoir délivrer la drogue a la bonne cellule, uia processus de reconnaissance de cibles
caractéristiques de certaines cellules cancérefsesexemple, des liposomes ont été créés
pour cibler spécifiguement les cellules endothésiales poumons. lls portent a leur surface
des anticorps monoclonaux IgG, immunoglobulinesype G, qui vont étre spécifiques des
récepteurs a glycoprotéines ppl2Q. (Maruyama, 199P Des liposomes anti HER-2
encapsulant de la doxorubicine ont aussi été corgtukes études sur des xénogreffes du
cancer du sein ont montré des résultats bien mgeslleomparés a des liposomes simplement
PEGylés J. W. Park 2001L

Un autre type de vecteur tres intuitif est ausdisgét: les nanovecteurs magnétiques. En effet,
en utilisant un champ magnétique localisé, les partitules seront accumulées
physiquement au sein de la tumeur. En associaoibtage magnétique a un principe actif,
comme c’est le cas par exemple pour les nanophasicde Gemcitabine-Squalene encapsulant
des particules de magnétite . Arias, 2008 une activité thérapeutique trés intéressante est
observée. Il n'est cependant pas nécessaire diassoce type de vecteur un principe actif
pour avoir une activité thérapeutiqgue. En effeg [marticules d’oxyde de fer de taille
inférieure a ~20 nm possédent un comportement pa@@nagnétique : c'est-a-dire qu’en
présence d’un champ magnétique elles possederdiomaatation qui s’annulera a l'arrét de
ce champ. La relaxation de I'aimantation en I'alcgede champ magnétique se fera par deux
mécanismes, soit par la rotation du vecteur d’atateon pour revenir & son point d’origine,
soit par la rotation de la particule, ce qui aumrpconséquence dans les deux cas un
echauffement du milieu : c’est ce qu’on appellgfpérthermie.

Des 1968, il avait été reporté qu'augmenter la tnatpire de tissus cancéreux entre 40-43°C
apportait une amélioration, voire une destructi@s tissus cancéreyR. Sharma, 2009)
Mais pouvoir chauffer trés localement la tumeurssiucher le tissu sain a longtemps été un
deéfi. L'idée d'utiliser des nanoparticules a alérsergé . Marie 2013 ; C. Vauthier 2011 ;

H. Hejase, 2012)In vitro, il n’existe pourtant pas de différeneatre la thermosensibilité
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intrinseque des cellules tumorales et la thermadiidités de cellules saines. Mais in vivo, les
différences physiologiques entre un milieu tumatalin milieu sain vont rendre les cellules
canceéreuses bien plus sensibles a I'élévation ogédrmture : faible apport en oxygene,
manque de glucose... De plus le tissu tumoral eshsriaien perfusé, il dissipera donc moins
bien la chaleurJ. Van der Zee, 2002A I'échelle cellulaire, I'élévation de la tempdure
affecterait la fluidité et la stabilité de la merabe cellulaire et aurait un impact sur la
fonction des protéines de transport transmembrsaiinsi que sur les récepteurs cellulaires.
L’augmentation de la température induirait auss dbeangements dans I'organisation du
cytosquelette. Tous ces facteurs entraineraiepoptose des cellule8( Hildebrandt, 2001
L’hyperthermie est aussi utilisée pour ses effet@larant I'action de la radiothérapie ou/et
de la chimiothérapie. En effet, il a été montré dbhgperthermie, associée a un agent
thérapeutique augmentait considérablement la néadame tumeur cancéreuse. Plusieurs
études comparatives en phases cliniques Il ongiauentré que la radiothérapie associée
avec de I'hyperthermie augmentait significativeméses chances de survie du patient,
comparée a la radiothérapie seue lildebrandt, 2001l

Malgré tout cet engouement concernant ces « narlod®m en France, seulement deux
nanomédicaments anticancéreux ont vu le jour. Lely@3 molécule de doxorubicine
encapsulée dans des lipsosomes pégylés, utiliséa®Es contre le sarcome de Kaposi, puis
par la suite utilisé dans le traitement du canceseln et des ovaires et I'Abrax&nenolécule

de paclitaxel lié de facon covalente a une protdiabbumine, commercialisé en 2008 pour le
traitement du cancer du seffdure 2).

albumin ;

Figure 2 : représentation schématique de I’AbraxXane
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En effet, il est difficile pour un nanomédicamem bir le jour car tous les domaines de
compétences sont mis a contribution pour les dépelo chimie organique, biologie,
physico-chimie... Et tout cela colte cher: des dieai de millions d'euros. Mais les
exemples dans les laboratoires publics continueperdant d’augmenter : plus de 900
publications en 2012.

Un exemple récent est Transdfugéveloppé par Bioalliance. Ce sont des nanopéetiade
polyalkylcyanoacrylate chargées en doxorubicine n@elicament est actuellement en phase

clinique 1l pour le traitement de I'hépatocarcinemulti - drug resistan®( Couvreur 2013

2) Agents de contraste en imagerie

Une autre application des nanoparticules est lglisation comme agent de contraste en
imagerie médicale, notamment en IRM.

Un agent de contraste est un élément paramagngétjguest capable de modifier les temps
de relaxation longitudinal et transversal &t T, (Figure 3) des spins des protons des

molécules I'eau et donc d’améliorer le contrasteideges.

.‘_h
A Y
4 pulsation des
d frequences
/ Y rado
o
R S
S b =
e y M
A B
F'y
sora A i
T1 regrowth 7““'.\ i
brs s e © ¥ ) ]
o 40 81 77 500 1000 1500 2000
T2 decay o lemps (msec)

Figure 3: Principe de I'IRM et explication de; et T, : Un groupe de spins placés dans un
champ magnétique (Bpossede une aimantation générale de méme seneatoth que B.

Cette aimantation résulte de la différence de pmrs de spins « paralleles » (plus
nombreux) et « anti-paralleles » au champ Bne onde radiofréquence entrainera un
phénomene de résonance a l'origine d'une basculaia®ntation, qui sera alors décrite par
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une composante longitudinale (axg) Bt transversale (perpendiculaire @.B.e phénomeéne
de relaxation traduit le retour a I'équilibre denfiantation. Il se décompose en deux parties :
d’'une part une réaugmentation de I'aimantationitadmale, dans I'axe du champ, Bjui suit
une courbe exponentielle que I'on caractérise @aemps T d’autre part une chute de
'aimantation transversale qui suit une courbe egptielle décroissante caractérisée par le
temps .

Les premiers agents de contrastes étaient corsstitude terre rare paramagnétique, l'ion
gadolinium Gd*, qui isolé est trés toxique, mais qui, chélatéspde une toxicité moindre.
Comme tous les composés paramagnétiques, c’'esiamm de contraste; I c'est-a-dire qu'il
diminue le temps de relaxation @es molécules d’eau située a la proximité. Pad@ation,

un hypersignal sera donc observé localement. Péduire la dose a injecter, les
nanotechnologies paraissent étre une stratégiegiremse. Une étude montre par exemple la
mise au point de nanoparticules composées d’'unolyioiere, qui concentrent en leur sein
des complexes de gadolinium commerciaux connus lgoureffet contrastantT( Courant,
2012.

Les composés superparamagnétiques (magnés@ e maghémitgFe,0O3) sont des agents
de contraste Jf ils permettent de diminuer le temps de relaxatibndes molécules d’eau a
proximité. Plusieurs études ont cherché a vectorig¢ agent, notamment grace a des
nanoparticules. Par exemple, dans l'artidleA Park, 2008 des particules d’oxyde de fer
(magnétite) ont été encapsulées dans des nanapestipolymériques (polycaprolactone)
recouvertes ou non de biotine-avidine. Les tempsetixation § ont été mesurés pour ces
différents systémes, afin d'étudier l'impact de nfebage sur le comportement

superparamagnétique de ces objets.

Actuellement, il existe trois produits sur le ma¥cltomposés de nanoparticules de fer et
utilisés comme agent de contraste : End&rééveloppé par Guerbet), Feriffeat Resovist

(développé par Bayer).

Les nanoparticules peuvent aussi étre utiliséesnmragent de contraste dans une autre
technique d’'imagerie : l'ultrasonographie ou imagear ultrasons. Un transducteur est placé
contre la peau et une onde a haute fréquencesaitira@st émise. Cette onde en rencontrant
différents types de tissus ou de structure dansotes sera soit absorbée par un milieu
homogene, soit réfléchie par l'interface entrexdmilieu ayant une impédance (vitesse du
son x densité du milieu) différente. Il y aura aléormation d’'un écho ultra-sonore qui sera

enregistré par ce méme transducteur. L'intensité gignal réflechi définira alors
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I'échogénicité du milieu : par exemple, les os meu\etre facilement distingués des autres
tissus de par leur forte échogénéci® Diaz-Lépez, 20)0Mais lorsque I'écart est trop
faible, comme c’est le cas entre une tumeur etisgu tsain, il est nécessaire d'utiliser des
agents de contraste. Les agents perfluorocarb@o@sme le perfluorooctylbromide, sont
connus pour étre de bons agents de contraste jubwadonographie : a 37°C il est sous
forme de microbulles ce qui aura pour conséquenedifférence notable d’échogénécite (
Tranquart, 200Y. Pour stabiliser ces microbulles et pour les ameians la région d’intérét,

des nanoparticules polymériques ont été utilisee®isani, 2008 (Figure 4).

Figure 4 : Image obtenue par ultrasons d’'une souris a leae a injecté une suspension de
nanocapsules contenant un agent de contraste gredarboné (image inférieure) : la fleche
désigne la veine cave inférieure du foie. Imageégapre : en I'absence d’agent de contraste.
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3) La théranostique

Pendant ces derniéres années, des nanoparticaisnemt ces deux approches, le traitement
d’'une tumeur et l'imagerie, ont vu le jour : c’est qu'on appelle la nanothéranostigie (
Prabhu, 2012, S. Mura 20)12C’est est un domaine de recherche tres pronmetban les
nanovecteurs envisagés peuvent étre multiples.ecéeur pourra étre capable de traiter une
tumeur par chimiothérapie, photothérapie ou entta¥pie génique tout en étant suivi par de

la microscopie de fluorescence, I'IRM ou encoreydaasonographie.

Prenons un exemple concret : une récente etudentrérie développement de nanoparticules
de silice mésoporeuse incorporant de facon covaldes agents fluorescents d’heptamethine
cyanine. Les molécules de metallo-naphtalocyanom kydrophobes, et ont été adsorbées
dans les pores de la particule. L'excitation deecetolécule par un laser ayant une longueur
d’'onde dans le proche infrarouge entraine une aaotatien locale de la température. Ces
nanoparticules injectées en intratumoral permetamte part une augmentation significative
du volume de la tumeur nécroseé (95 %) et d’autre yee visualisation de la tumeuk.(K.
Singh, 201p Dans cet exemple, la nanoparticule sera sumialp I'imagerie de fluorescence

et le traitement envisagée est I'’hyperthermie.

Dans le tableau suivanfTdble 1), quelques études portant sur le développement de

nanovecteurs en théranostique ont été résumées :
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Référence

Vecteur

Principe actif

Agent de contraste

Technique
d’'imagerie

J. Conde, 2013
(Figure 5a)

Nanoparticule d’or
PEGylées

Anti Si-ARN :
thérapie génique

Fluorophore en 3’: Cy3

Microscopie de
fluorescence

S. Alireza, 2012

Nanoparticules
polymériques (acide
méthacrylique,
polysorbate 80 et
amidon)

Doxorubicine :
chimiothérapie

HiLyte Fluor 750

Microscopie de
fluorescence

Micelles de block
copolymere poly

DHCAPt, dévivé de

Diethylenetriaminepentaacet

ic

v

S. Kaida, 2010| (éthylene glycol)- I'oxaliplatine : . . IRM
b-poly(glutamic chimiothérapie acid gadolinium (111
acide)
Micelles de block
N. Rapoport, copolymére Paclitaxel : L .
Zoqlp poly(étgylgne oxide)!  chimiothérapie perfluoro-15-crown-5-éther Ultrasonographig
co-poly(D,L-lactide)
2-devinyl-2-(1-
. hexyloxyethyl) : .
l. Roy, 2003 Nanopg_rtlcules de pyropheophorbide HPPH Microscopie de
silice (HPPH) : fluorescence
photothérapie
Micelles d’'un Molécule

polymere pH sensibl

e photosensibilisante,

Microscopie de

H. Koo, 2010 MPEG poly@-amino | la protophorphyring protophorphyrine IX fluorescence
ester) IX : photothérapie
Nanopa,rtlcul?s Melittine (peptide
composees d’'un "
N. R. Soman, mélange de deux cytolitique non- perfluorooctyle Ultrasonographie
2009 g spécifique) : Bromide liquide grap

lipides (lécithine et
DPPE)

chimiothérapie

M. Nurunnabi,

Micelles composées
d’'un mélange de
PEG-PCDA (10,12-

Herceptine :

Microscopie de

2010 divnoi himiothérap: Quantum dots (CdTe/CdSe f
(Figure 50 pentacosadiynoic chimiothérapie uorescence
acide) et PCDA-
Herceptine
J. H. Park, Micelles COMPOSEES  Koxorubicine Particules d’oxyde de fer ey  Microscopie de
de phospholipides- S
2008 X chimiothérapie Quantum dots fluorescence
PEGylées
Nanoparticules L . .
Z. Peng, 2010 d'oxyde de fer Do_xo_rubl,cme_. dye 5-FAM IRM et microscopie
! chimiothérapie de fluorescence
PEGylées
H. K. Moon Nanotubes de
. ’ carbone Photothérapie dans A Microscopie de
2009 : . Nanotube lui-méme
(Figure 5b) fonctionnalisés avecg le proche IR fluorescence

PL-PEG2000-NH

Table 1: résumé de 11 publications visant a développgindaoparticules en théranostique.
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090 0
ojv P9 M NaC m(OCH,CHs) gNH,
0 ) A

PEG-SWNTs PEG-SWNTs

Semum in serum in PBS

micelle
——
coating

Figure 5 : trois exemples de vecteurs théranostiques cidas tk tableau :(a) nanoparticules

d’or PEGylées recouvertes de SiRNA antisens etedsonde fluorescente Cy3. (b) Schéma
d’'un nanotube de carbone fonctionnalisé et compamnade trois vials comportant du sérum

seul et des nanotubes dans le sérum ou dans le(®B8icelle encapsulant en son cceur des
guantum dots.

Ce tableau montre a quel point la nanothéranostigti@n domaine en devenir. Les vecteurs
utilisés sont de natures diverses : métalliqugsditjues, polymériques. lls encapsulent un
principe actif pour des thérapies variées : théragénique, chimiothérapie ou encore

photothérapie. Enfin, pour pouvoir suivre ce vecteuimager la tumeur, il est nécessaire
d’ajouter un agent de contraste : une sonde fleerge pour la microscopie de fluorescence,
un composé paramagnétique pour I'lRM (pour les part@ules d’'oxyde de fer, le vecteur

lui-méme était 'agent de contraste), et enfin amposé perfluoré pour l'ultrasonographie.

Pour finir avec cette partie, nous nous sommespldans le cadre du traitement du cancer,
mais la nanothéranostique se développe aussi dansed domaines, comme la médecine

personnalisée ou le traitement de maladies carsooNaires $. Mura, 2018
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4) Prodrogue et squalénisation

a) Prodrogue

La prodrogue est un composé qui est administré gnasorme inactive. Une fois exposé et
meétabolisé a un environnement adéquat, le compaselibéré sous sa forme active. Les
prodrogues sont classées en deux catégories, bsagedsur site de conversion dans leur
forme active. Les prodrogues de type | sont calleda conversion est intracellulaire, et le
type I, sont celles ou la conversion est extradaile, notamment dans les sucs digestifs ou
dans le sang.

Historiquement, certaines prodrogues ont été démtes fortuitement, c'est-a-dire que des
molécules avaient été découvertes comme étaneactivais il n’était pas envisagé que ¢a ne
puisse pas étre directement le principe actif. €eodverte du vrai agent actif a contribué a la
compréhension du mécanisme d’action de la moléstuteéme a la découverte de nouvelles
classes thérapeutiques. C’est le cas notammentohioBif® (Figure 6), premier médicament
antibactérien commercialisé, mis au point en 1985. scientifigues ont montré que I'agent
réellement actif était la para-aminophénylsulfamide ce dernier fut vendu en France en

1937 : une nouvelle classe de médicament étailesulfamidesM. Wainwright, 201}

SONH
S0sNH, NH2
%N —_— +
MHz
NH2
NH. NH
NH, Sulfanilamide

Figure 6: molécule de Pronto$ila gauche, et molécule active & droite. Le traitgeo
représente I’hydrolyse de la double liaison N=N.
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b) Trois exemples de prodrogue

Une stratégie pour augmenter la solubilité de desgrontenant un groupement hydroxyle est
d’ajouter un phosphate. C’est ce qui a été pampkeréalisé pour augmenter la solubilité de
la buparvaquone, indiquée pour le traitement dbddériose, maladie parasitairéigure 7)

(A. Mantyla, 2001 Une fois dans la cellule, le lien sera ensuit@rblysé par des

phosphatases alcalines pour libérer le principé act

0
Phosphatases alcaline ‘
> OH
o]

Figure 7 : Prodrogue a gauche libérant en intracellulareuparvaguone, a droite.
Pour augmenter l'absorption orale du paclitaxel, pplymere soluble dans l'eau, le

monomethoxypolyethyleneglycol 5000-succinate, acétélé a la molécule par un lien ester.

Une fois dans la cellule, ce lien est rapidemerdrblysé par des estérases pour libérer

O,
>—0 O OH
Estérases 07 "NH O
> - O\‘l. B ﬁ H
2 OHg Q
M ©_< %

o O

I'anticancéreuxJ-C Choia, 200%: Figure 8.

SO
Polymeér o ©

Figure 8: Schéma de I'hydrolyse de la prodrogue libéramdclitaxel.
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Pour augmenter la liphophilie d’'une drogue polab@nme par exemple un nucléoside, une
stratégie de plus en plus utilisée est de constuiie prodrogue amphiphile, en utilisant par
exemple des dérivés cholestérols. C'est le casdikdéoxyinosine, un anti-VIH, qui a été
couplée au cholestérol via un lien ester avec pspaceur I'acide succiniqu¥.(Jin, 2003:

Figure 9.

o}
o]
N Ty ,} Estérases HO (NfL)N
H

Figure 9: Schéma de la didéoxyinosine rendue amphiphileipa molécule de cholestérol.

c) Squalene et squalénisation

Le squaléne est une biomolécule hydrophobe conténanités isoprenesigure 10). C'est
un précurseur impliqué dans la voie de synthésecldolestérol et de stéroides. Le squaléne
est partout dans la nature, plus spécialementldardives, dans I'huile de foie de requin, ou

encore dans les germes de blé. Chez ’lhomme ld&wuast produit par le foie et la peau.

Figure 10: molécule de squalene, qui possede un centrgniétse.

Le squaléne est connu pour étre une molécule biérée par I'organisme, c’est pourquoi elle
est utilisée notamment comme adjuvant pour lesinacde squalene est aussi employé
comme agent protecteur et préventif du cancer. flat & a été montré que I'absence de
cancer chez le requin était liée a la grande gigadé squaléne chez cet animall. Reddy,

2009. Aussi, le fait que les populations méditerram&snsoient moins touchées par le
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cancer serait en partie lié au fait que l'alimeotatest plus riche en squalene que la
moyenne : grande consommation d’huile d’'olive.

Ces derniéres années, le concept de créer deguésjlipides-drogues s’est particulierement
développé. En effet ce couplage permettrait d’amnélila pharmaco-cinétique et de diminuer

la cytotoxicité.

C'est en mariant ces différents éléments que laalégisation, un nouveau concept de

prodrogue, a vu le jour dans I'équipe de Patricku@eur. Cela consiste a coupler une

molécule de squaléne, ou plus exactement I'acidalégique, a un principe actif. Dans le cas
d’un principe actif polaire, une molécule amphiphgist alors obtenue, qui remarquablement

et quel que soit le principe actif, s’auto-organese nanoparticules. Le premier couplage

réalisé concernait la gemcitabirfégure 11).

Figure 11: Schéma du couplage entre la Gemcitabine et lmléne modifié en acide
squalénique.

La Gemcitabine est un analogue nucléosidique hyilepnotamment utilisé pour traiter le
cancer du pancréas mais qui a une efficacité medéme effet, ce composé étant hydrophile,
des transporteurs sont nécessaires pour pénétramdrane plasmique, ce qui peut entrainer
des mécanismes de reésistance. De plus, pour deaetnve, la Gemcitabine doit étre tri-
phosphorylée par des cytidine-kinases, ce qui ewssi entrainer des phénomenes de
résistance. Une fois entré dans la cellule (ou teafisx sanguin), le composé est susceptible
d’étre déaminé par la déoxycytidine déaminase etedenir inactif. Coupler le squalene, ou
plus exactement l'acide squalénique, a la Gemcitabia une liaison amide permet donc
d’'une part de protéger la fonction amide, et deaytart de créer un composé amphiphile qui
pourrait entrer sans transportelrigure 12). Dans l'eau, la Gemcitabine- Squaléne forme

spontanément des nanoparticules ayant une taikaecde 120 nm.
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Fast metabolization Need of transporters |:> Resistance

deoxycytidine kinase

Figure 12: dessin représentant les mécanismes d’actiofingictivation de la Gemcitabine :

a gauche la rapide métabolisation par la déoxyiogidiéaminase et a droite la nécessité
d’avoir des transporteurs pour pénétrer dans laleelUne fois entrée, la molécule devra étre
trois fois phosphorylée pour étre incorporée ladadréplication de ’ADN.

Concernant le mécanisme d’internalisation, il aréentré dans les cellules MCF-7 et J774
gue la nanoparticule n’entrait pas par endocytosés mpar diffusion passivé ( Bildstein,
2010: la nanoparticule serait débobinée par des preséiextracellulaires (albumine,
lipoprotéines) puis les monomeres seraient prishange par des protéines qui faciliteraient la
diffusion du composé a travers la membrane. Celjederait le réle de réservoir, en délivrant
ainsi relativement lentement la Gemcitabine-Squa(@em-Sq) dans le milieu intracellulaire
(Figure 13). Ces résultats ont aussi été confirmés par degegtd’insertion de la Gem-Sq
dans des membranes modeles : en effet il a étérdegngue la Gem-Sqg pouvait pénétrer la
DPPC en changeant la structure de la membingilj, 2010).
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Figure 13: schéma représentant le « débobinage » de Igpatditule par les protéines, puis
la prise en charge des monomeres pour facilitéiffasion a travers la membrane cellulaire
(L. Bildstein, 201Q)

Une fois dans la cellule, la liaison amide serasatmupée par une estérase, libérant ainsi le
principe actif qui sera alors phosphorylé 3 fois s kinases, avant d’étre intégré lors de la
réplication d’ADN. La synthése de I'ADN sera al@t®ppée, et le mécanisme d’apoptose
enclenchéKigure 12).

Pour finir, le gain en efficacité thérapeutiqgueianbété prouvé in-vivo, notamment sur des
souris sur lesquelles des tumeurs P388 ou enc@&0LAvaient été greffées en sous-cutanées
(Figure 14) (L. H. Reddy, 2007P. Couvreur, 2008

control gem SQgem

Figure 14: photo d’'une souris ayant une tumeur P388 greffiéesous cutanée, traitée, a
gauche, uniguement par une solution saline, aue@ar la Gemcitabine et a droite par des
nanoparticules de Gemcitabine-Squaléne. Le volumm®tal a considérablement diminu& (
Couvreur, 2008)
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Suite a ces résultats exceptionnels, la squalémisa été étendue a un bon nombre de
principes actifs, et encore une fois, dans touséssdes nanoparticules furent obtenues, en
milieu aqueux : le paclixelH, Dosio, 201] (anticancéreux utilisé notamment pour traiter le
cancer du poumon, du sein et de I'ovaire), la digégtine . Bekkara-Aounallah, 2008le
monophosphate-Gemcitabing. (Caron, 2012 la pénicilline G K. Semiramoth, 20}2 et
méme un siARNNI. Raouane, 2011

d) Structure des nanoparticules de Gemcitabine{8gea

La structure supramoléculaire des nanoparticule&elacitabine-Squalene a été étudiée par
diffraction aux rayons X petits angles, par cryaimscopie €lectronique a transmission et
enfin la structure a été confirmée par modélisatibrs’est avéré que les nanoparticules
s'organisaient en phase hexagonale invefsgufe 15), avec pour parametre de maitle=
8.77 nm. Cette structure provient de l'auto-orgatno de micelles cylindriques en phase
inverses P. Couvreur, 2008

45 nm

Figure 15: A gauche, représentation de la phase hexagonadese et a droite deux images
obtenue par Cryo-Teni( Couvreur, 2008
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5) Influence de la morphologie sur I'internalisatides nanoparticules

a) Les différentes voies d’internalisation d’'un@ogarticule H. Hillaireau, 2009

A Phagocytosis B Clathrin-mediated (C Caveolae-mediated [) Macropinocytosis E Other clathrin- and
endocytosis (CME) endocytosis (CvME) cavoelae- independent
endocytosis

R

Legend: ==__ Actin -~ Opsonin /, Clathrin lattice /. Caveolin dimer e Dynamin

Figure 16: Schéma des différentes voies d’internalisatiomel nanoparticuleH. Hillaireau,
2009.

La phagocytoseHigure 16) fut découverte en 1882 comme un processus mdguutte
contre les différents pathogenes et autres éléntntison-soi, comme des nanoparticules.
L’entrée par phagocytose dans une cellule se déasengn plusieurs étapes : reconnaissance
par opsonisation dans le flux sanguin, adhésiooedeparticules recouvertes d’opsonine aux
macrophages et enfin ingestion de la particule,r gotmer un phagosome. Cet organite
transportera ensuite la nanoparticule dans le tagape de la cellule, puis ensuite fusionnera
avec des lysosomes pour enfin étre acidifié, ce eptrainera la dégradation de la

nanoparticule.

Contrairement a la phagocytose qui est réservéene aatégorie précise de cellules

(macrophages, monocytes etc...), quatre autres eoi@scytiqgues peuvent en théorie exister
pour tout type de cellules: I'endocytose clathyilépendante, I'endocytose cavéoline-

dépendante, la macropinocytose et enfin I'endoeyidathrine et cavéoline-indépendantes
(Figure 17).

L’endocytose clathrine-dépendante (via des liaispecifigues a des récepteurs ou non) est
le principal mécanisme d'internalisation des maaidrules et des constituants de la

membrane plasmique, pour la plupart des typeslaets. L'endocytose a lieu typiquement

dans une région membranaire riche en clathrinde€epolymérisera autour de la particule
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pour former comme une cage, ce qui aidera a défdammaembrane cellulaire, jusqu'a ce que
la particule soit totalement invaginée. Par laesud particule se libérera de la clathrine, pour
former un endosome qui fusionnera avec les vésialds lysosomes, environnement acide
riche en enzymes. Cette étape entrainera la dégrmadie la particule et de son contenu. Il
faudra donc éviter cette voie ou tout au moinsdade s’échapper des endosomes pour avoir
une libération du principe actif intact dans leosgl.
L’autre voie d’internalisation, I'endocytose cavi@éeldépendante fait intervenir les cavéoles.
Les premieres ont été identifiées par microscofget®nique en 1953 par Georges Palade :
ce sont des invaginations en forme d'oméga danmémbrane plasmique. Elles sont
recouvertes d’'une protéine membranaire, la cavéotjni insére une boucle hydrophobe dans
la membrane. C’est en oligomérisant que cette m®i&ée d’abord une invagination, puis la
formation d’'une vésicule. La fission de la vésices ensuite déclenchée, entre autre, par des
protéines TAPs, membre de la famille des transpmsta « ATP Binding Cassette », et la
particule peut donc étre prise en charge par de®osames qui, contrairement aux

endosomes, possedent un pH neutre. On évite a&insiocessus de dégradation rencontré
précédemment.

A Macropinocytosis B Clathrin-mediated

C Caveolae-mediated
endocytosis

endocytasis

Clathrin-
coated
Macropinosome vesicle
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Figure 17 : Schéma représentant les 3 processus majeurdod’ose K. Hillaireau, 2009.
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La macropinocytose a lieu dans beaucoup de typkesadees, dont les macrophages.
Contrairement a la phagocytose, ou l'ingestion @ par évagination, c'est-a-dire que
I'extension de la membrane cellulaire se réali$exaérieur de la cellule, I'ingestion lors de
la macropinocytose se fait par invagination, I'esien de la membrane se fait vers I'intérieur
de la cellule. L'entrée génerera de larges vesicaitelocytotiques, appelées macropinosomes,
qui éventuellement fusionneront avec des lysosomestecycleront leur contenu vers la

surface.

Pour finir, d’autres voies d’internalisation existe qui dépendent de certains lipides et
protéines mais clathrine et calvéoline-indépendan®ar exemple, certaines voies ont été
identifiées comme flotillinel (protéine membrangirecGRAF1 (« GTPase Regulator
Associated with Focal Adhesion Kinase-1 »), kinasastine ou encore dynamine-
dépendantes@. J. Doherty, 2009 Pour résumer, I'ensemble des voies possibleangu’

cellule peu emprunter pour internaliser une nartapde a été représenté sur le diagramme de

la Figure 18
[Endocytosis }
l -
41_\ [,41_]
[ Pinocytosis Phagocytosis
;[—,/ —
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Figure 18: Schéma résumant les différentes voies d'intega@bn d’'une nanoparticule par
une cellule G. Sahay, 2010

La voie d'internalisation de certains nanomédicasesur le marché a été étudiée. Par
exemple, le Doxfl, liposomes PEGylés encapsulant de la doxorubitit@rhydrate (86 nm)
prescrits dans le traitement du cancer métastatide® ovaires, utiliserait une voie

d’internalisation caveéoline-dépendante pour entiars les cellules épithéliales cancéreuses
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(G. Sahay, 2010 Les liposomes s’accumuleraient alors dans Iessigmes ou la drogue
serait apparemment libérée.

Un autre exemple qui a été étudié est I'AbraXampaclitaxel lié chimiquement & I'albumine
formant des nanoparticules de 130 nm. Elles sdramrrnalisées via une endocytose
cavéoline-dépendante : les nanoparticules se digraau récepteur de I'albumine (gp60)
présent dans les cavéoles des cellules endottséiabnt d'étre transportées dans les espaces
interstitiels de la tumeud( E. Schnitzer, 1992Les nanoparticules seraient ensuite capturées
par des protéines spécifiques sécrétées par lautu(®ARC) avant d'étre internalisées

sélectivement par les cellules tumoraldsR. Desai, 2008

b) Les caractéristigues influencant potentiellemard voie d’entrée dans la cellule

En ce qui concerne la phagocytose, la surface dariaparticule est un parametre clé, car elle
peut favoriser ou non la fixation de I'opsoninedent I'entrée par cette voiél( Hillaireau,
2009. En général, les interactions qui favorisent daghtion de protéines sont ioniques et
hydrophobes. Donc des particules chargées, pasiémeou négativement, recouvertes d’'une
surface hydrophobe seraient I'idéal pour I'étapgpdbnisation et donc pour étre phagocytées
(A. Chonn, 1991 La taille de la particule semble aussi jouerale : des particules ayant une
taille inférieure a 0.5 um seraient moins efficaeatrinternaliséesh; Aderem, 2002

En ce qui concerne les voies endocytotiques, il dficile d’établir un profil idéal
d’internalisation par cette voie. Cependant, |lde@emble avoir un impact : certaines études
ont montré que les nanoparticules avec une taifferieure a 200 nm semblaient entrer via
I'endocytose clathrine-dépendante alors que lordgsi@imensions augmentaient (autour de
500 nm), les nanoparticules entraient par endoeytaséoline-dépendant& Rejman, 2004
Etant donné la charge négative de la membrane fgasndes cellules, une meilleure

internalisation a été observée avec des nanopl@gichargées positivement.

c) L'influence de la morphologie sur I'internaligat

Quelle que soit la forme de la particule, il semiple la rigidité soit un facteur influant sur la
phagocytose, méme si des résultats contradictoinésété obtenus. En effet, daKks A.
Beningo, 2001 des billes de polyacrilamide de rigidité varialet été synthétisées (en
changeant la quantité de cross-linker lors la ®gghet il a été montré que plus la particule

était rigide et mieux elle était phagocytée par deliles de macrophage, car les filaments
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d’actine nécessaires a la formation du phagosomienétplus sollicitésHigure 19). Mais
dansT. M. Allen, 1991des nanoparticules lipidiques de différentes ausitjpns avaient été
étudiées, et plus la rigidité de la membrane gtaihde, moins elles étaient phagocytées.

0.2% bis(stiff) U.OS%lbig(soft)

b

actin

Figure 19: image par microscopie de fluorescence des filsne’actine autour d’'une
particule rigide (stiff) ou non (soft). Le cercleiggreprésente la bille et il est clair que les
filaments d’actine sont plus sollicités dans le dadilles rigides(A. Beningo, 2001)

Certes, la plupart des nanoparticules développées lp délivrance de médicament ont une
forme sphérique. Cependant certaines études orteé paitention a l'influence de la
morphologie sur la phagocytode. (A. Simone, 20)1et il a été montré que la forme locale de
particules de polystyréne au point de contact areenacrophage déterminait la cinétique
d’internalisation J. A. Champion, 2006 En effet, prenons le cas d’'une particule elijpé,
lorsque celle-ci arrive sur le macrophage par pdiate », il a été montré qu’elle pouvait étre
internalisée en quelgues minutes par des celltdeslis que lorsque c’est la région la plus
large qui arrive d’abord sur le macrophage, I'indisation peut prendre plus de 12 heures
(Figure 20). Des modéles théoriques ont aussi permis deudr ce résultatl Decuzzi,
2008.
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Figure 20: vitesse d’internalisation de particules de piyisene en fonction de I'ange de
contactQ de la particule avec la cellule macrophayjed. Champion, 2006)

Plusieurs études se sont aussi intéressées a tirdpact de la morphologie d’une particule
sur l'internalisation par voie endocytotique. Paemple, dans la publication d& E. A.
Gratton, 2008,il a été étudié l'internalisation de particuleslymeériques de différentes
morphologies, cubes et cylindres de différentedeaiFigure 21), dans des cellules HelLa
(cellules cancéreuses ovariennes). A diametre (@§a8200 nm) et a volume égal (autour de
0.007 pm), les particules cylindriques ayant une hauteud%{enm rentraient 4 fois plus vite
gue les particules cylindriques ayant une hautel@Gd nm.

Figure 21 images par microscopie électronique a transmisséio gauche de particules
polymériques cylindriques avec un diamétre égah ehauteur (200 nm) et a droite de
particules cylindriques ayant une hauteur 3 foigspyrande que le diamétre (450 nm /
150 nm) 8. E. AGratton, 2008).
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Dans la publication dé. D. Chithrani 2007,des particules d’or en forme de tubes et
sphériques ont été internalisées dans trois ligeé#alaires différentes (STO, cellules de
fibroblastes, HeLa et SNB19, cellules tumoraleselwveau). Les résultats ont montré que les
sphéres étaient mieux endocytées que les tubes, I'atverse ces derniers étaient plus
largement exocytés. Dan& Qiu, 2010 ce résultat a été confirmé sur des cellules MCF-7

(lignée tumorale mammairefrigure 22).
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Figure 22: différentes formes de nanoparticules d'or reestes de CTAB (bromure
d’hexadécyltriméthylammonium) et influence surtémalisation Y. Qiu, 2010).

Par contre, dans la publication Ne Hao, 2012rois formes de nanoparticules mésoporeuses
de silice ont été fabriquées : une sphere, un tobg et un tube court. Il a été montré que la
cinétigue d’internalisation de ces trois objetsdddes cellules HelLa n’était pas la méme. Aux
temps courts (30 minutes) I'internalisation dedipales sphériques était plus lente que celle
des tubes courts, qui étaient a leur tour plusehaent internalisés que les longs tubes.
L’explication donnée par les auteurs est la suata surface de contact entre le tube et la
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cellule serait plus importante qu’avec une paréicsphérique. Aprés 30 minutes, les
différences d’internalisation sont nivelées dues pliénoménes d’exocytoses. Il a aussi été
décrit dans cette publication que suivant la molqiie de la particule, des voies

endocytotiques différentes étaient observées : padicules sphériques entreraient par
endocytose clathrine-dépendante, les longs tubesmdocytose cavéoline-dépendante, et

enfin les tubes courts par un mélange des deuxopm&mesfigure 23).

Figure 23: Schéma représentant les deux mécanismes datigation différents suivant la
structure de la nanoparticuld.(Hao, 2012)

Ce paragraphe montre a quel point le probleme lger ténternalisation d’'une particule a sa
morphologie est complexe, car des résultats emadintion ont été rencontrés. De plus, dans
ce paragraphe, on se placait a I'échelle de laleelinais il est bien sOr évident qu’a I'échelle
du vivant, la forme de la nanoparticule aura aussimpact sur le transport dans le systeme
vasculaire et sur la biodistributio®.(Decuzzi, 2009, E. A Simone, 2PD1Rar exemple, il a
été montré que les micelles en forme de filamesstarent dix fois plus longtemps dans la

circulation sanguine que les formes sphérigie$seng, 2007
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II- Organisation supramoléculaire de molécules ampiphiles

1) Matiere molle

Le terme « matiere molle » fut employé pour la pggefois par la physicienne Madeleine
Veyssié, proche collaboratrice de Pierre-GilleGamnes. Ce terme n’était pas trés apprécié
par ce dernier, qui le jugeait trop péjoratif paur domaine qui était loin d’étre trivial.
Pourtant en 1991, lors de sa cérémonie de remipeid@lobel, il popularisa I'expression en
utilisant les mots « soft matter » pour commenaar discours de réceptiors.( Balibar,
2009. La matiere molle désigne des matériaux interaigeh entre les solides et les liquides :
bulles de savon, gels, élastomeéres, cristaux leguidLes objets caractéristiques constitutifs
de la matiere molle vont des polyméres aux progéiee passant par les colloides, les
amphiphiles, ou encore les cristaux liquides. Damsnanuscrit, les composeés utilisés seront
des molécules amphiphiles c'est-a-dire qui préserdeux polarités différentes, une téte
polaire et une queue hydrophobe apolaire. Ces mlelepossédent des propriétés physico-
chimiques particulieres dans l'eau : ce sont desideactifs qui sont capables de s’auto-
associer pour former des systémes moléculairesniséggm comme les micelles ou les

liposomes.

2) Tensio-actifs et organisations

a) Effet Hydrophobe

Dans l'eau, les parties hydrophobes des molécwdasid-actives vont avoir tendance a
s’associer, alors que les parties polaires resteaoncontact de I'eau. Ce sont les liaisons
faibles qui stabilisent la structure, et parmi ®lles interactions hydrophobes. Lorsqu’une
molécule apolaire est placée dans de l'eau, elldiffrrole réseau de liaisons hydrogene
présent. Cela provoquera la formation d’'une cagsauw’ Figure 24) (clathrate), ou les
contraintes sont relativement importantes. Il esultéra une diminution de I'entropie du
systeme. Lorsqu’'une seconde molécule apolaire jeatéa, pour minimiser la diminution
entropique, celle-ci aura tendance a s’'associer Bvpremiere molécule, et donc a se placer
dans la méme cage d’eau, plutét que de produire semende cage. Cette tendance a

I'association est appelé effet hydrophobe Chandler, 200b
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Figure 24 : réseau de liaisons hydrogénes entre plusieulécoies d’eau.

b) Parameétre d’empilement

L'effet hydrophobe va donc permettre, dans [l'ealautb-association de molécules
amphiphiles. Ces associations peuvent conduire & steuctures diverses: micelles
sphériques, micelles cylindriques linéaires, meltylindriques avec jonctions, vésicules,
bicouches, cubiques, lamellaires et une variét&tdectures inverses, comme hexagonales
inverses, cubigues inverses ou encore micellessasefigure 25). Une structure inverse
signifie que c’est la partie hydrophobe qui estsvé@xtérieur de I'objet et la partie polaire

vers l'intérieur.
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Figure 25: représentation des différentes auto-associattsnolécules amphiphiles. a)
micelle, b) micelle cylindrique, c) bicouche, d)sicile, e) phase hexagonale, f) phase

cubique inverse, g) micelle inverse et h) hexagowerse.
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Un paramétre adimensionnel peut aider a comprendiee a prévoir les structures
potentielles de molécules amphiphiles a la surficéeau. Ce terme est appelé le parametre
d’empilement, not. Il est défini suivant la formule ci-apréSigure 26), ouv est le volume
moléculaire,a est I'aire optimum de la téte polaire a l'intega@t! la longueur maximum

possible de la chaine hydrophobe.

P=—
al

Figure 26: expression du paramétre d’empilemgnen fonction du volume et de l'aira
moléculaire

Il a été montré J. Israelachvili, 200% que suivant les valeurs que prenait ce parameétre,
différentes organisations supramoléculaires p@ntagétre envisagées. Lorsqpel/3, les
molécules auront tendance a s’organiser en splugsgue 1/39<1/2, une structure de type
cylindrique sera envisageable, pour 2%, une phase lamellaire pourrait potentiellement s
former et enfin lorsque }<3, les structures inverses seront plus certainemegrcontrées
(Figure 27).

Surtactant

Micellar Hexagonal Cubic
-+ ~ < -
HLB 1-10 = = >1
agl.

Figure 27: Evolution des structures de molécules amphiphéle fonctions des valeurs du
parametre d’empilement.
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c) Facteur influencant les valeurs du parameétrengilement

L’aire optimuma de la téte polaire n’est pas une valeur intrineé&ila molécule mais dépend

de difféerents facteurs comme le pH de la solutldrydratation, ou encore des contre-ions

présents en solution. Par exemple, pour un lipidsgntant une petite téte polaire anionique,
I'ajout de C&" aura tendance & augmenter I'air moléculaire.

Concernant la chaine hydrophobe, la longuqueut étre réduite en introduisant par exemple
des insaturations, ou des branchements.

La température peut aussi affecter ces différeatarpetres. Par exemple, l'aire de la téte
polaire du polyoxyéthylene diminue lorsque la tempée augmente & cause de
laugmentation de I'hydrophobicité. Ou encore, {mentation de la température peut
entrainer des changements conformationnels de dmehydrophobe, et donc changer la

longueur (J. Israelachvilli, 1991).
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I1I- Nanoprecipitation and the “Ouzo effect”: appli cation to drug

delivery devices

Elise Lepeltief, Claudie Bourgau&*, Patrick Couvreuf
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Abstract

Biocompatible nanocarriers such as lipid- or polgm@sed nanoparticles can be designed to
improve the efficacy and reduce the toxic sidea$ff@f drugs. Under appropriate conditions,
nanoprecipitation of a hydrophobic compound sotutin a non-solvent can generate a
dispersion of nanopatrticles with a narrow distritmitof sizes without the use of surfactant or
mechanical energy (“Ouzo” effect). The aim of ttegiew is to present the main parameters
controlling the nucleation and growth of aggregatesa supersaturated solution and the
characteristics of the obtained nanopatrticles. ifortance of the kinetics of mixing of the
solution containing the hydrophobic compound arartbn-solvent is highlighted. lllustrative
examples of polymeric nanoparticles for drug delver terpenoid-based nanoprodrugs

obtained by nanoprecipitation are reported.
Content
1- Introduction
2- Brief theoretical background
3- Stabilization of nanoparticles
4- Solvent elimination
5- Experimental processes of mixing
6- Nanoprecipitation of polymers: which parametersterat

7- Examples of application of polymeric nanopartiakesained by nanoprecipitation

for the delivery of therapeutic molecules
8- Terpenoid-based nanoparticles: a new platformHeranostics
9- Conclusion
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1) Introduction

Nanocarriers can provide a crucial advantage toowsrdrugs and therapeutic biological
molecules such as nucleic acids and proteins byownpy their efficacy and reducing
potential toxic and side effects. Biocompatible aarticles (NPs) offer possibilities to
protect therapeutic agents against degradatiorpritrol their release, to overcome biological
barriers and to target specific sites of action7][1-The physicochemical properties of
nanoparticles, such as composition, size, morplyoéogl surface properties, can impact the
biodistribution and pharmacokinetics of drugs bydifang interactions with the biological
environment [8-15].

Among these characteristics, nanoparticle size iracial parameter, especially for
intravenous administration, since it strongly iefhces the adsorption of the plasma proteins
(opsonins), which results in recognition of the oerticles by the macrophages of the
reticuloendothelial system (RES) and rapid cleagafrom the bloodstream. It has been
shown that clearance of the smaller particles (r80) was slower than that of the bigger
particles (~200 nm), due to a lower quantity of axded plasma proteins. Additionally,
filtration of NPs by the spleen and trapping in bepatic parenchyma also depended on size.
Regarding cancer therapy, nanocarriers can takensaye of the so-called enhanced
permeation and retention effect (EPR): the leakgculature of some solid tumors, in
combination with a weak lymphatic drainage, mayuitegn a selective accumulation of
colloidal carriers in the target tissue. On theeothand, in healthy tissues, a diameter larger
than 10 nm usually hinders the diffusion of the Nsough the vessel endothelium,
minimizing side effects.

At the cellular level, the mechanisms of NP intémadion, either phagocytosis or
endocytosis, are also influenced by size [8-10kré&fore, the size and the size distribution of
NPs need to be accurately controlled for efficeemd safe drug delivery.

Among the different methods described for NP prafian [16-18], the solvent displacement
method (or solvent shifting, or nanoprecipitatias) a straightforward and fast process
differing from emulsion-based methods (emulsificatdiffusion, emulsion-evaporation and
salting-out techniques) in that no precursor emulsis required. In the practice, the
hydrophobic solute (polymer or lipid moleculesjirst dissolved into a polar solvent (usually
ethanol, acetone or THF). This solution is theneadtb a large amount of a non-solvent

(generally water) of the solute with which the padalvent is miscible in all proportions. The
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mixed binary solution becomes a non-solvent forhj@rophobic molecules and the system
evolves towards phase separation, leading to thraafion of particles of the hydrophobic
solute. The organic solvent can then be removedvaporation. This methodology is easy
but the main practical limitation lies in possilflecculation of particles and formation of
large aggregates.

Under appropriate conditions, this process instedasly generates a dispersion of small
droplets or nanoparticles with a narrow unimodatdilistribution in the 50-300 nm range.
This spontaneous emulsification process, which demsrequire surfactant or mechanical
energy, has been named “the Ouzo effect” by Vaalg Katz from the generic example of the
Greek beverage [19]. The major components of ORast(s in France) are water (~55%),
alcohol (~45%) and trans-anethol (~0.2%), a watsoluble oil extracted from anise seeds.
Upon dilution with water, anethol is no longer dmlized in the water/ethanol mixture. Ouzo
becomes spontaneously milky due to the formatiorloafy-lived metastable oil droplets
which scatter visible light. Reexamining publicaso(until 2005) dealing with the preparation
of various nanoparticles or nanocapsules via theesb displacement method, Ganachaud
and Katz suggested that the formation of theseedisgns was triggered by the Ouzo effect
[20]. Small hydrophobic organic molecules, i.e.idg or polymers, can act similar to olil
molecules and the Ouzo effect can therefore ledldetdormation of nanopatrticles.

Numerous studies were intended to identify the nmestinent experimental parameters
controlling the size and polydispersity of NPs. anmvestigations have focused on the phase
diagrams of the ternary systems, solute/solventgdaivent, in order to determine the region
of the composition map where only nanoparticlesadrtained (Ouzo region). Attempts have
been made to clarify the mechanisms controlling Kmeetics of formation and the
characteristics of the obtained nanoparticles. Kmewledge is of prime importance for
preparing monodisperse nanoparticles in an efficeemd reproducible manner, using a
rational approach instead of a trial-and-error pssc

The purpose of this review is to present recenaades in the knowledge of the formation of
organic nanoparticles using the solvent displacémmeathod with emphasis on drug delivery

applications.

2) Brief theoretical background
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When a solution comprised of a hydrophobic solateipolar, water-miscible, solvent is
mixed with a large amount of water, the concerdgratf the solute in the resulting solution
exceeds its thermodynamic solubility limit. Theigatf the actual solute concentration to the
equilibrium solubility defines the supersaturat{&®) of the solution. On the phase diagram of
the ternary system solute/solvent/non-solytre binodal curve corresponds to the miscibility
limit as a function of composition, whereas thenspgial curve defines the Ilimit of
thermodynamic stability. The system evolves by eatbn and growth of solute particles (or
droplets) in the metastable region of the phasgrdm (between the binodal and spinodal
curves) or by spinodal decomposition in the ardanited by the spinodal [21].
Classical nucleation theory (CNT) is the most wydesed model to explain homogeneous
nucleation in the metastable region. When a ctiscgersaturation is reached, nuclei form
spontaneously from small local fluctuations in ttencentration of solute molecules. CNT
assumes a globular shape for the nuclei and aatrsirface tension independent of the size
of the nuclei. The free energy of formation of @leus of radius r is thus given by:
AG = 4rir?y + 4131 r*Ag,
wherey is the surface tension addy, the difference in free energy per unit volume lestw
the two phases. The two terms are of oppositeghatAG goes through a maximum when
r varies.
The critical nucleus radius r*, corresponding te thaximum of the free energy, is given by:
r* = -2yl Agy
Particles with a radius smaller than the criticacleus radius r* vanish, whereas larger
particles are stable and can grow further.
The instantaneous nucleation rate and the critmatleus radius are linked to the
supersaturation (S) of the solution and to the ntoelynamic properties of the
particles/solution interface throughThe nucleation rate varies as exp*(t K’T*(logSY) and
r* is proportional to y/ KT logS). The nucleation rate and critical nusleadius are therefore
extremely sensitive to supersaturation. At low ssgaiiration few stable nuclei are formed
whereas high supersaturation yields a large numbezry small nuclei.
It should be emphasized that, in the case of naoegptation, homogeneous supersaturation
requires that the mixing of the aqueous and orgaha@ses, and the associated molecular
diffusion of components, are extremely rapid as parad to the rate of nanoparticle
nucleation. Particles are then assumed to grow a@mgle batch in which solute molecules

are randomly dispersed.
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Nuclei which exceed the critical size can grow Hert by sticking other solute molecules
from the surrounding solution, until the concentratof the still-dissolved solute has
decreased to the equilibrium concentration. Whes ghowth of particles is limited by
diffusion of the solute molecules to the nucleiface, their rate of growth depends on the
supersaturation and on the diffusion coefficien) (@ the solute molecules. Beside this
diffusion limited growth process, diffusion limiteduster-cluster aggregation (DLCA) may
occur. When the number of nuclei is very high, dgifowccurs mainly through random
collisions of existing particles. The probability apllision is proportional to the square of the
number of particles and it is assumed that eachsiool causes aggregation of the two
particles involved. Upon encounter, soft NPs reajeato form dense structures, often
spherical. The average size is predicted to ineréasarly with time. It is expected that very
high supersaturation favors the DLCA mechanism ed&®iat low supersaturation, nucleation
and growth is the dominant mechanism [22].

Regarding the size distribution of NPs, the sepamadf nucleation and growth in time is a
key for the formation of NPs with low polydispeysi23-24]. A single nucleation burst is
required, which may be achieved by processes weitih short mixing times to ensure uniform
supersaturation. Nucleation may be followed bydtitision limited growth of nuclei. It has
been shown that a narrow size distribution of NRs/ ralso be induced by coalescence of
small nuclei [25-27].

Ostwald ripening (OR) is a potential mechanism Imed in further particles (or droplets)
growth, on a longer time scale [28]. It consiststltg growth of the larger particles at the
expense of smaller ones, resulting from the diffiegransport of dissolved solute through the
continuous phase. The reduction of the interfasnargy term favors this process. This leads
to a reduction in particle number as small parsictBsappear. Solubility and diffusion
coefficient of hydrophobic solute in the continuopBase, and surface tension between
aggregates and solution are the main parametemvat in Ostwald ripening; they are
temperature dependent. A very low solubility of tmgdrophobic solute in water and/or
homogeneously sized particles oppose Ostwald mgeni

To summarize, the values of supersaturation (Sgrfacial tension y) and diffusion
coefficients of the solute molecules and clustareng the different stages of nucleation,
growth and Ostwald ripening of particles shoulduehce their final concentration, size and

polydispersity.
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In a small domain of composition of the ternary toyghobic solute/solvent/water system, the
“Ouzo domain”, nanoprecipitation yields a dispenstd nanoparticles (or droplets) exhibiting
a narrow size distribution whereas, beyond the Oobaondary, the solvent displacement
process generates both nanoparticles and largegags. The “Ouzo domain” is a narrow
domain between the binodal and spinodal curvesgesponding to low hydrophobic solute

concentrations and solvent/water ratios [29y( 1).

Solute

Binodal

Solvent Water

* ¥
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Fig. 1. Phase diagram of the ternary system hydrophaidessolvent/water (top, reprinted
from [29]) and schematic description of the liquigeid nucleation process or Ouzo effect
(bottom, adapted from [20]): the rapid dispersiathim water of the droplets of the organic
solution containing the hydrophobic oil is followéy interdiffusion of solvent and water,
leading to supersaturation of oil and droplet natta. Droplet growth stops when the
agueous phase is no longer supersaturated withAtdihe end of the process, the oil droplets
are dispersed in the aqueous phase. A SEM photogrfapanoparticles of PMMA obtained
by nanoprecipitation in the Ouzo domain is presgfrieprinted from 22].

The Ouzo effect has been analysed in details inetrdidinyl benzene (DVB)/ ethanol/ water
and in trans-anethot-Q)/ ethanol/water systems [19,30-34]. It was foumat the mean DVB
droplet diameter was primarily a function of oneggmaeter, the excess oil-to-solvent ratio,
“excess oil” referring to the concentration of inilexcess of its saturation concentration in the
solvent/ water continuous phase. Increasing thes=xoil-to-solvent ratio caused the mean

droplet diameter to increase [19]. Regarding tramsthol (-A)/ ethanol/water system, NMR
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spectroscopy has revealed that the spontaneousi@oation oft-A in water began with the
formation of very small aggregates (~2 nm diamet#nery slow exchange between fitea
molecules in the aqueous phase &Adnolecules within the aggregates was observed. Rapid
coalescence of these aggregates gave rise to @mgaets (+1m), responsible for the cloudy
aspect of the emulsion, which have been investigating dynamic light scattering (DLS)
and small-angle neutron scattering (SANS). Furttpawth of the droplets occurred via
Ostwald ripening, on a longer time scale, thus enguhe long life of the emulsion. OR was
delayed by the homogeneous size of the dropletsyehy low solubility of oil in water and
the low interfacial tension dfA droplets in ethanol/water mixtures. Moreover, fienation
of an adsorbed layer of ethanol BA droplets could stabilize them, as suggested bytd4on
Carlo simulations [29].

Taken together, observations were consistent wothhdgeneous liquid-liquid nucleation of
the droplets and emphasized the importance of Qtwpening. However, the factors

involved in the growth and stability of these s@omr@ous droplets are not fully understood.

3) Stabilization of nanopatrticles

The stabilization of primary NPs resulting from flast nucleation-and-growth or nucleation-
aggregation (DLCA) mechanisms is critical for maining small NPs. Slow processes
occurring on a longer time scale, such as Ostwp&hing and/or further aggregation of NPs,
may lead to large polydisperse particles. The aggiren of the NPs may be prevented by the
presence of additives such as a low molecular weighiactant, an amphiphilic polymer (e.g
PEO-PPO copolymer), or a polysaccharidic polymer textran, adsorbed at the NP surface.
To stabilize the particles, the nanoprecipitatiomyntherefore be carried out in water
containing a small quantity of a stabilizer. Thabdlizer is usually not needed if NPs display
non zero zeta potential or hydrophilic moieties. rdtver, the aggregation of NPs may be
limited by the presence of additives that incregeviscosity of the continuous medium and
lower the diffusion rate of clusters.

Interestingly, Rogeet al. have shown that aggregation of soft polymeric Niged by long-
range electrostatic repulsion between charged NBg¢ lead to the decrease of the NPs
polydispersity. Indeed, the size-dependent repellpotential favored encounters involving a
large NP and a small one rather than two large [R¥}s
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When the NP growth is stopped by adsorption of tadk, the concentration of additive and
the relative time- scales of the different processgolved in NP formation are expected to be
of primary importance in determining their finatsi This was underlined by Lannib@sal.
who studied the precipitation of hydrophobic molesu(cholesteryl acetate) in water in the
presence of an added amphiphilic diblock copolyr(fes-PEO) [36]. They were both
dissolved in acetone and the solution was mixedth &ilarge excess of water. Cholesteryl
acetate being nearly insoluble in water, aggregamiesed immediately and grew through a
DLCA mechanism. A stable dispersion was obtaine@&rwthe surface of NPs was fully
covered by a monolayer of surfactant. The finalrage NP size depended on the
concentrations of hydrophobic {Cg/g) and surfactant moleculess(G/g). For a given gCy
ratio (e.g. G/Cy= 1), the NPs volume increased linearly with theiah concentration of
hydrophobic molecules in acetone (from € 10* g/g to Gi= 102 g/g). The evolution of the
NP volume with @/Cy ratio showed that, at high surfactant concentnatithe NP sizes were
larger than those anticipated if all surfactantewales had been adsorbed. Only a fraction of
the copolymer was effective in controlling aggréemat It was found that part of the
copolymer formed micelles in water. Experimentsoiring the hydrophobic hexadecane and
the G.Es surfactant confirmed the existence of two regimA&s. moderate surfactant/
hydrophobic solute ratios, all surfactant molecutemted the surface of the NPs but
aggregation yielded rather large particle sizes.high GJ/Cy ratios the aggregation was
stopped at an earlier stage but part of the safdecemained in water. Therefore, attempts to
obtain smaller and smaller NPs by adding increasimpunts of surfactant should fail at
some point.

These experimental results could be explaineddoyparison with numerical simulations of
the competition between aggregation of hydrophamitecules and adsorption of surfactant.
Two different power laws were evidenced in the llog-plot of the NP volume ) as a
function of the @/Cy ratio, accounting for the two regimes in the usswfactant molecules.
The exponent measured at low/Cy ratios was close to the theoretical value of -3, (v
[CJCH 1) , corresponding to all surfactant molecules dosron the surface of growing
NPs. Aggregation was also allowed to proceed unitegdor a time before adsorption of
the surfactant began. For a constagiog ratio (e.g. §/Cy = 4), the NP size was determined
by the initial concentration of hydrophobic molezi(G;) and by the value of this time delay
1. Fort= 0 the NP volume increased slightly with.dn the limit of long time delays, the NP
volume increased linearly with the initial concetibn of hydrophobic molecules, reflecting

the experimental results.
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Cholesteryl acetate aggregates were amorphousicghidiPs. The formation of amorphous
NPs from small organic molecules (cholesteryl aeetdyes...) for which the crystalline phase
is the thermodynamically stable phase seems to bemanon feature of the Ouzo effect.
According to Lanniboi®t al, this was due to residual solvent and water miastig the NPs
[36]. Brick et al. suggested that the preferential formation of amouas NPs was consistent
with a spinodal decomposition process at high sgteration, where phase separation is able
to occur faster than crystallization [37].

4) Solvent elimination

Removal of solvent from the NP suspensions is itgmbifor biomedical applications. As the
solvent is fully miscible with both the hydrophobolecules and water, NPs prepared by
nanoprecipitation should contain a fraction of solty determined by the partition coefficient,
in equilibrium with solvent in the aqueous phase.ah example, the partition coefficient of
ethanol, defined as the ratio of the weight fractod ethanol in water to that in the organic
phase, was reported to be 6.9 for DVB [19]. Thealisolvents (ethanol, THF, acetone) were
generally removed by evaporation under reducedspressince their boiling points are lower
than that of water. In some cases, the suspensgieresdialyzed against water or buffer [38].
A new approach has been proposed recently, ussupercritical CQ extraction process for
an effective elimination of acetone and acetonafeih mixtures from suspensions of
polymeric nanoparticles. Lower quantities of residsolvent (few ppm) were measured with
respect to the usual evaporation process [39]. iBegp practical importance, the issue of

residual solvent in NP suspensions was seldom ssielle

5) Experimental processes of mixing

In the metastable region of the phase diagramgengdize and number should depend on the
mixing conditions of the organic solution contaipithe hydrophobic component and water.
Specifically, the local instantaneous supersatmatiesulting from interdiffusion of solvent
and water in small droplets of the organic solutthspersed within the aqueous phase, is
expected to depend on the mixing process. The atimteand growth of particles may be
initiated within the droplets before complete mixinan occur. When nanoprecipitation is
performed by dropwise addition of the organic dolutinto the aqueous phase, a continuous
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change in the composition of the solute/solventt solvent mixture is induced. Different
experimental devices have therefore been implerdetdeachieve a better control of the
mixing of the two phase$(g. 2). In a stopped-flow setup, defined volumes oftthe phases
are rapidly mixed and introduced into a cell whidifes grow. In a continuous flow apparatus
converging channels carry the organic solution water which are mixed at the T (or Y)-
junction and then flow out through the exit charnwbkre nanoprecipitation takes place. The
suspension of nanoparticles is recovered at tHetaftthis channel. Several types of mixers
have been inserted into these devices, e.g. dlaudic or microfluidic mixer or a confined
impinging jet mixer, to ensure a fast and reprobiecmixing of the two solutions [24,40-42].
Depending on the mixing conditions, the mixing nieylaminar or turbulent and the mixing
time varies. Mixing times of less than 1 ms haverbachieved with a microfluidic device
using hydrodynamic flow focusing where the orgasatution is squeezed into a narrow
stream flowing between two water streams. The whdih of the focused stream enables
rapid interdiffusion of solvent and water [42]. Nental simulations of the fluid dynamics
have been recently performed to evaluate the migffigiency for a high pressure interdigital
multilamination micromixer [43]. In this device,ithlayers of polymer solution and water are
alternatively staggered before entering a flow-ufiog section, where their width is
decreased. The water-to-solvent ratio R is set Hmyr trelative flow rates. The mixing
efficiency was defined as the fluid volume fraction the flow- focusing section where
nucleation was possible due to supersaturationulgiions indicated that increasing the flow
rates while keeping R constant increased the migffigiency. Smaller polymeric NPs were
obtained experimentally. Nanoprecipitation was ¢fae determined by the hydrodynamics
within the micromixer, for given water-to-solveitio and initial concentration of polymer in
solvent.

In a pioneering work, Horn and co-workers developembntinuous mixing chamber process
for the industrial production of nanodispersed tamoid hydrosols [21]. These tetraterpenes,
displaying various moieties at the chain ends,iaseluble in water and poorly soluble in
lipids. In this process, a solution of a carotenoié water miscible solvent, usually ethanol,
was nanoprecipitated by turbulent mixing with aneaus phase containing dissolved gelatin
that provided colloidal stability to the NPs. Thesulting monodisperse NPs exhibited a
core/shell structure with a carotenoid core surdaahby a gelatin shell. In a recent review,
D’Addio and Prud’homme have discussed the formawdndrug nanoparticles by rapid
solvent shifting [40]. They have pointed out thevatages of the continuous confined jet

mixers which can scale up from laboratory experimenindustrial production. All these
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findings open new perspectives for the adminisiratof poorly soluble pharmaceutical

compounds [45].
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Fig. 2. Different nanoprecipitation devices: (a). Schemhe dropwise process, (b). Pressure
driven injection device (adapted from [44]), (andinging jet mixeradapted from [41]) and
(d). Y-junction in a continuous-flow nanoprecipitat device.

Stopped-flow or continuous flow devices may be ¢edpvith measurement techniques such
as synchrotron small-angle X-ray scattering (SAX®) follow the early stages of
nanoparticles formation. Kinetics studies of thenfation of nanoparticles may enable to
assess nucleation and growth models. Hitherto, stinadl time-resolved studies of the
formation of colloidal particles in liquid mediaaewith inorganic NPs, such as gold NPs. In
many experiments, the supersaturation of the imocgarecursor was induced by chemical
reactions occurring upon rapid mixing of two sadas [24,26-27,46]. For instance, gold NPs
could be obtained from the reduction of an aquesmlgtion of gold salt by ascorbic acid.
This chemical reaction was analogous to the rapatrehse of solvent quality in

nanoprecipitation process.

6) Nanoprecipitation of polymers: which parametastter?
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Since the pioneering work of Fessi al. numerous nanoparticles, prepared with different
polymers and solvents, have been obtained usingdlivent displacement method [18,47-48].
The most widely used polymers were poly(lactic pdi@LA), poly(lactide-co-glycolide)
(PLGA), poly(alkyl cyanoacrylate) (PACA) and pdady¢aprolactone) (PCL), and the
corresponding copolymers with poly(ethylene-glyc@PEG) moiety, which fulfill drug
delivery device requirements of biodegradabilityjodompatibility and absence of
immunogenicity Fig. 3). Systematic experiments have provided informatiegarding the
location of the “Ouzo region”, where only nanopads are obtained, and identified the
relevant parameters controlling the vyield of pradug size and polydispersity of
nanoparticles. The respective influences of solwater ratio, polymer/solvent ratio, polymer
molar mass, nature of the solvent, interfacial imms&nd solvent/ non-solvent mixing time

have been investigated.

PLA PLGA
CN o
. M
COOR "
PACA PCL

Fig. 32 Chemical formula of several polymers widely ugedproduce nanoparticles by
solvent displacement method: PLA (poly(lactic agid}LGA (poly(lactide-co-glycolide)),
PACA (poly(alkyl cyanoacrylate)) and PCL (pday§aprolactone)). n, x and y correspond to
the number of respective monomers.

It has been shown that, at the Ouzo boundary,nitialimass fraction of polymer decreased
exponentially with increasing solvent/ water ratibe log[mass fraction of polymer in
solvent] was a linear function of [solvent/watetioh This trend was evidenced in several
systems, e.g. PMMA/ acetone, PCL/ acetone and PL&gAtone [22,49-50]. The relevant
parameters for the Ouzo boundary are, therefore,inftial concentration of polymer in
organic solvent and the solvent/water ratio. Asfea out by Aubryet al, the Ouzo limit is
actually different from both the binodal and thénsplal lines [22]. Optimal conditions for
nanoprecipitation were achieved when the polymes eiasolved in a theta solvent and when

the solution was in the dilute regime, so thatgbmer coils did not overlap. Nanoparticles
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with a smaller mean size and lower polydispergityaddition to a better production yield
were obtained. Conversely, above a critical polyoogrcentration in solvent, large aggregates
were formed in addition to the NPs, even when iasireg the water/ solvent ratio [17,51].

The mean particle size was dependent on the imtiatentration of polymer in the organic
solvent. Increasing the polymer concentration tesuin an increase in mean particle size. In
the Ouzo region, the mean particle diameter vaaged power law of polymer weight fraction.
The log-log representation of the mean diametempalfy(methymethacrylate) (PMMA),
PLGA and PCL NPs as a function of polymer weiglaicfion (fp) was a straight line with
slope close to 1/3, indicating that the volume article was proportional to the
concentration of polymer in the initial solutior2[250, 52]. Moreover, Kissel and co-workers
have shown that the log-log curves obtained fofetght weight fractions of acetone (fa =
0.1, fa = 0.2, fa = 0.3) superimposed when the nttameter of PLGA nanoparticles was
redrawn as a function of (fp /fa) [50]. This suggesthat the mean size of the formed

nanoparticles depended only on the ratio of polytoaolvent fp /fafig. 4).
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Fig. 4 Mean diameter of polymeric nanoparticles as action of weight fraction of
polymers, f.ca (@) and $uma (C), for several weight fractions of acetone, ®raafunction of
the concentration of PCL in acetone (b). Inserta)f mean diameter of PLGA nanoparticles
as a function of the ratigfca/fa (adapted from [22,50,52]).
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Experimental data dealing with the influence of pladymer molar mass on nanoprecipitation
are rather scarce. Legramd al. have studied a homologous series of poly(D,L)iiest
(PLAs) with molar masses from 22600 g/mol to 1P8 8g/mol. At low polymer
concentration (5 mg/mL), the molar mass had littiiduence on the yield of nanoparticles
formed when acetone was the solvent. However, fanmasses higher than 32 100 g/mol,
the mean hydrodynamic diameter of NPs increasell witreasing molar mass (from less
than 100 nm at 22 600 g/mol and 32 100 g/mol taua@80 nm at 124 800 g/mol). These
results were tentatively correlated to the lowermphiphilic character of long PLA chains
since chain ends bear a polar group [51]. On therdband, Kisseét al. did not observe
significant difference in particle size upon vagyithe molar masses of PLGA (12, 34, 48
kDa) dissolved in acetone at different concentreti(c - 15 mg/mL), although the viscosities
of the polymer solutions differed substantiallyaaiinction of the molar mass [50]. The same
results have been found for nanoparticles of PCth wmolar mass varying from 2 to 80
kg/mol [52].

The influence of the interfacial tension betweer #olvent and the non-solvent on NP
formation has been investigated by Kisse¢lal. [50]. They injected PLGA dissolved in
acetone into either pure water or a mixture of wated acetone, having a lower interfacial
tension than pure water. No significant differencesNP size were seen, as would be
expected if nanoprecipitation was mainly governed tbe so-called Marangoni effect,
described as “surface tension-driven flow”. The 8uegoni effect has been assumed to induce
turbulences at the interface of the solvent anchtiresolvent, resulting in the fingering of the
organic phase into the aqueous phase and thentform@ smaller and smaller droplets. In
that case, the formation of particles should be tdude aggregation of the chains present in
the droplets [18]. Other investigators also poined that interfacial tension and mechanical
turbulence were not the driving forces for spontarseemulsification [19,33].

The mean size of NPs was found dependant on thieenat the solvent used to solubilize the
polymer. For instance, whatever the polymer, the NBtained from acetone solutions were
always smaller than those prepared from THF untler dame conditions. It has been
suggested that the lower viscosity and higher diffia coefficient of acetone in water,
compared to THF, should promote faster mixing divesast and water, resulting in more
uniform supersaturation leading to smaller parti¢e)-51]. Cheng et al have investigated the
impact of solvent miscibility with water on PLGA-BENP size, using four solvents
(acetonitrile, THF, acetone and DMF). They obseraetdkecrease in the mean NP size when

solvent/water miscibility increased [53].
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The mixing time of the organic solution containithg polymer with the aqueous phase is a
crucial parameter. It has been shown that fasteingiled to a reduced mean size of the
resulting nanoparticles [41-43]. Outstanding resuiave been obtained by Johnson and
Prud’homme whose experiments encompassed mixingstiranging from ~5 ms to 10 000
ms, thanks to a confined impinging jets mixer [4lje mixing cell was fed with two opposed
jets, one of a solution of an amphiphilic diblocklyfbutylacrylate)-b-poly(acrylic acid)
(PBA(59)-b-PAA(104)) copolymer in methanol, the etlof water. The mixing time for the
two phases was controlled by the velocity of the.j&@he sudden drop in solvent quality for
the hydrophobic PBA blocks entailed rapid self-adsly of these blocks, inducing nucleation
and growth of monodisperse spherical aggregates. grawth process was arrested by a
corona brush of hydrophilic blocks covering the NBshnson and Prud’homme have
evidenced two regimes for the variation of NP sgea function of the mixing time: as the
mixing time decreased, the NP size also decreasétl au breakpoint, beyond which the
particle size remained constant. At this breakpdi® mixing timetmx and aggregation
time tog Were equivalent. This characteristic aggregatiore tdecreased from 60 to 26 ms
when the copolymer concentration in methanol ireedarom 0.1 wt% to 0.65 wt%. At very
short mixing times, the time corresponding to therfation of NPs decreased with increasing
initial concentration of polymer but the NP sizeswadependent of the concentration. At
larger mixing times, increasing the polymer concagidn in the organic phase increased the

mean size of the resulting particl€sg. 5).
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Fig. 5 Mean diameter of PBA(59)-b-PAA(104) nanoparticks a function of the water-
solvent mixing time with different initial conceatrons of polymer in methanol (0.10 wt%,
0.15 wt%, 0.25 wt% and 0.65 wt%), adapted fromJ2L,
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As emphasized by the authors, this mechanism adpracipitation is fundamentally different
from the self-assembly of dynamic copolymer miceb¢ equilibrium, characterized by a fast
exchange of polymer chains. Nanoprecipitation geeekinetically frozen NPs, not in a
thermodynamic equilibrium but long-lived. Duringnagrecipitation, the NPs size increases
until the energy barrier for insertion of singleagis (unimers) becomes too high which
happens for an aggregation number smaller thareddibrium value. This energy barrier
depends on the magnitude of solvent quality chatigeas been suggested that it is lower
when water-solvent interdiffusion is not completeplaining why the NPs size increases with
increasing mixing time formix > Tag Larger NPs can form before being kinetically &nz
When Tnix < Tag the NPs size may be expected to become indeperafepolymer
concentration.

Reaching equilibrium would require further exchamjesingle chains between aggregates,
involving a change in the number of aggregates.s&h&o stages of aggregation, a fast
nucleation and growth leading to metastable NPisvi@d by a slow equilibration process,
have been observed by synchrotron SAXS with mdbsel time resolution for another
amphiphilic block copolymer poly(ethylene-propyléngoly(ethylene oxide) (PEP-PEO)
[54]. Aggregation was induced by very fast mixidgs(ms) of dilute copolymer solution with
water using a stopped-flow apparatus. The fastalnaggregation (~ 5-20 ms) led to
metastable NPs while in the slow last step ~I@ ms) the NPs aggregation number
increased, as the thermodynamic equilibrium wasagmghed. The growth process was based
on insertion and exchange of unimers. The ratexohange of chains between aggregates
formed by block copolymers may vary in a very largege, depending on the system. The
main parameters that influence the exchange ratehar length and chemical nature of the
hydrophobic blocks and the interfacial tension leetw the hydrophobic blocks and water
[55]. Control of the exchange kinetics is importarten aggregates are used as nanocarriers
for drug delivery [45].

Stepanyaret al. have recently proposed a universal relationshigvéen the NPs size and two
parameters, the ratio of the mixing time to theraggtion time and the initial polymer
concentration [52]. When the mixing time is gredtean the aggregation time of collapsed
chains, the NPs size depends mainly on the mixing &nd the initial polymer concentration
if the surfactant concentration is sufficient. THEs diameter is predicted to display a 1/3
power law as a function of these parameters birtdspendent of the polymer molar mass.

The nanoprecipitation of a PCL/acetone solutioa ih wt% Pluronic P127 aqueous solution
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was well described by this model. The predictiohthe model of Stepanyaet al. were also
supported by the experimental data of Johnson amtitidbmme [41].

In summary, stable suspensions of nearly monodisgeslymeric NPs can be obtained using
spontaneous emulsification in a narrow domain ehposition of the polymer/ solvent/ non-
solvent (water) ternary mixture. The Ouzo domamcated between the binodal and spinodal
curves, corresponds to dilute polymer solutionse Tdrmation of NPs is accounted for by a
nucleation and growth mechanism in a supersatugad&aner solution in the presence of a
stabilizing agent. Alternatively, hydrophilic blaglof amphiphilic copolymers may play the
role of surfactant. The initial system consistssolated polymer coils in the solvent. As the
solvent quality drops upon rapid mixing with a kargmount of water, the polymer coils
collapse, then collide and stick together. In gakathe stabilizing molecules adsorb on the
NPs formed and stop their coalescence. The mixing parameter is of critical importance
for the final NPs size. For typical experimentahditions, i.e relatively slow mixing in the
presence of a stabilizer, the final NPs size irs@esawith the initial polymer concentration but
is independent of the polymer molar mass.

7) Examples of application of polymeric nanopaeiscl obtained by

nanoprecipitation for the delivery of therapeuticletules

Hydrophobic drugs have been incorporated into nam@rs by co-precipitation of the
polymer/drug solution into water. For example, ppevater soluble paclitaxel and docetaxel
have been loaded into PLGA NPs taking advantagheoOuzo effect. NPs containing these
potent antimitotic agents have shown lower toxiatyd enhanced efficacy compared to
micelle-based formulations using low molecular vartigurfactants [56]. Bilatt al. proposed

to extend the use of nanoprecipitation to the eswgagion of more hydrophilic molecules, e.g
proteins, by an accurate selection of the solvent aon-solvent. They have shown that
PLGA and PLA NPs could be obtained by precipitattdra DMSO solution into alcohol,
enabling the incorporation of proteins [57].

A versatile nanoparticulate platform has been ridgethesigned via nanoprecipitation of
poly(alkyl cyanoacrylate) (PACA) based copolymers an aqueous solution [58]. The
nanocarriers combined a PACA core, a PEG outerl ginglarting colloidal stability and
stealth properties, fluorescent properties proviojedovalent linkage of a rhodamine B-based
dye to the polymer backbone of some chains, amdiret ligands for specific active targeting
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(Fig. 6). Regarding potential cancer therapy applicatisteslth characteristics allow the NPs
to escape the RES system, thereby prolonging N&dbdarculation and enhancing the EPR
effect in tumors. This passive targeting can berawpd by using ligands that selectively bind
to receptors overexpressed on tumor cells. Biois heen used as a ligand for specific
recognition of different cancer cell lines (i.eynhan breast carcinoma MCF-7 and murine
lung cancer M109). The efficient internalizatiom biotin-receptor mediated endocytosis, of
fluorescent targeted NPs was evidenced by flowrgtoy. The encapsulation of paclitaxel in
these functionalized NPs has been achieved, leddiagspecific anticancer activity against
MCF-7 cellsin vitro. The relevance of this platform was further dent@ted in the field of
Alzheimer's disease (ADNPs were functionalized with either curcumin detivas, known
for their potential role in the prevention and tment of AD, or with a novel specific
antibody, in order to bind not only tfieamyloid peptide 1-42 (Byv.42) monomer, a biomarker
of AD, but also the corresponding fibrils, usudibgated in AD brains. These NPs displayed
strong affinity for both monomeric and fibrillar pgdes. This versatile platform paves the
way to multifunctional NPs, targeting different lpaogies when functionalized with
appropriate ligands and carrying different hydrdphalrugs in their PACA core. This holds
great promise since PACA NPs alone have alreadwshggnificant preclinical results in
different pathologiesCurrently in phase Il clinical trials, doxorubicinaded PACA NPs
(i.e., Transdrug) improved survival, compared te gtandard treatment, of patients with

multidrug resistant hepatocarcinoma.
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Fig. 6. Example of polymeric nanoparticles with a PACAreggoa PEG outer shell, a
rhodamine B-based dye and ligands for specificvactargeting: vitamin B7 for specific
recognition of different cancer cell lines or curdnoids as ligands for abeta peptide, a
marker of Alzheimer’'s disease (adapted from [58]).

Besides NPs, the nanoprecipitation process alswetl the preparation of nanocapsules. A
small amount of oil, in which an active compoundildobe dissolved, was added to the
polymer solution. When this solution was rapidlyxed with water, core-shell NPs (or
nanocapsules) were formed by precipitation of th@rdphobic polymer at the surface of oil
droplets [47].

Natural phospholipids that self-assemble in lipossnihave inspired to Discher and co-
workers a new class of vesicles, termed polymerspmede from amphiphilic diblock
copolymers [59-60]. These polymer vesicles havenbebtained by different methods,
including nanoprecipitation. Aggregation was driviey interaction between hydrophobic
blocks, while the morphology was determined by liyelrophilic-to-hydrophobic volume
fraction. Polymersomes warranted analogies withlwiapsids due to the high stability and
low permeability of their shell. These propertiesra&v mainly correlated to the membrane
thickness that could be modulated to a large extgmarying block lengths. Lecommandoux
and coworkers have used a new generation of pblg(gyl L-glutamate)-block-hyaluronan
(PBLG-b-HA), polypeptide-block-polysaccharide copukrs, to prepare polymersomes
targeting over-expressed CD44 glycoprotein receptor cancer cells, thanks to the
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hydrophilic hyaluronan moiety. Doxorubicine was cegsfully loaded in these polymersomes
using coprecipitation and efficiently deliveredaieast cancer cells (MCF-7) [38].

It is also worth mentioning a recent study of Btual, taking advantage in an original way of
solvent shifting to self-assemble a capsid-likellsbieblock copolymer around a condensed
complex of siRNA and polyethyleneimine (PEI) [61j. the first step, branched PEI and
SsiRNA were complexed in aqueous buffer, yieldingipeely charged NPs. These polyplexes
were then dispersed in a DMSO-rich solution in Wwhilke amphiphilic hyaluronan-poly (g-
benzyl-L-glutamate) block copolymer was dissolMddgatively charged hyaluronan moieties
interacted with the preformed NPs via electrostatieractions, giving rise to a surface
monolayer of adsorbed copolymer. Excess copolyniing in solution coexisted with
adsorbed ones. In a last step, a large amount tef wies added to this suspension, so that the
solution became a non-solvent for the highly hytiapc PBLG moieties, resulting in the
self-assembly of isolated copolymer chains withimhadsorbed on the NPs. Hydrophobic
interactions between the PBLG blocks allowed them@dion of a copolymer bilayer
membrane around the core of SiRNA-PEI complekas. (7). This nanoconstruct mimicking
the morphology of a virus showed a higher genensitgy activity than the PEI-SiRNA
complex alone.

These few illustrative examples show the importamontribution of the

nanoprecipitation/Ouzo effect to the design of anoers for drug delivery and targeting.

&~ polyelectrolyte
complexes

nanoprecipitaﬁ‘onp

Fig. 7. Design of virus-like polymer nanoparticles byfsedsembly of amphiphilic block
copolymer molecules around siRNA-based polyelegteotomplexes (reprinted from [61]).
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8) Terpenoids- based nanoparticles: a new platforrtheranostics

Drug-loaded NPs represent an attractive strategyttie treatment of severe diseases,
especially in the field of cancer. However, inciegsdrug loading, usually less than 5-10
wt%, remains a challenge and NPs often exhibitsinealled “burst release”, in which a
significant fraction of the cargo, generally copesding to molecules simply adsorbed (or
anchored) at the surface of the nanocarrier, isliapeleased upon parenteral administration.
Building nanocarriers with molecules covalently bduo the drug by a cleavable linkage
(prodrug approach) may help to overcome thesedimits [62]. A recent breakthrough has
been achieved by Couvreur and co-workers who dedignunique and versatile platform for
drug delivery, taking also advantage of the Ou#ecef It consists in linking an isoprenoid
chain to a biologically active drug molecule. NasgeEmblies of the bioconjugate are then
obtained by nanoprecipitation without the need y aurfactant. Isoprenoid chains were
chosen becaussoprene is the basic structural motif of naturaégurring terpenoids which
are extraordinary diverse in chemistry, structund &unction. Among them, squalene is an
acyclic triterpene, widespread in nature. In huméng a precursor of the cholesterol
biosynthesis.

The proof of concept of this nanoprodrug approaas lbeen provided using the squalene as
polyterpenoid moiety and gemcitabine as a modetamter nucleoside analogue [63-64].
Gemcitabine is a fluorinated cytidine analogue usedinic against various solid tumors and
also active against lymphoid and myeloid cancdrliceds. However, its therapeutic potential
is restricted by a poor stability in vivo, a limitentracellular diffusion and the induction of
resistance. To overcome these drawbacks, squalesecawvalently coupled to the amine
function of gemcitabine, giving the 4-(N)-tris-nsgualenoyl-gemcitabine bioconjugate (Sq-
Gem) Fig. 8a8). This prodrug self-assembled in water as NPs withameter of about 120-
140 nm. After intravenous administration, theseG&opn nanoassemblies, with a drug loading
of almost 50% wi/w, exhibited impressively highertieancer activity than gemcitabine
against both solid subcutaneously grafted tumopand-1, L1210 wt and P388) and
aggressive metastatic leukemia (L1210 wt, P388RINK-16 LGL). This concept was then
applied to other nucleosides or nucleosides analgiuch as ddC, ddl, thymidine or
adenosine. Remarkably, whatever the nucleosidic ddreap, the squalene-based

bioconjugates spontaneously formed Nps upon naoigiiaion of ethanolic solutions in
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water. These NPs exhibited a variety of supramddecstructures (ie. lamellar, inverse
bicontinuous cubic or inverse hexagonal phasesp[g5
The significant improvement in the activity of gatabine when coupled to squalene has led
to extend the concept of squalenoylation to othregsl such as paclitaxel and penicillin G
[68-69]. Unlike the amphiphilic nucleosidic biocaggates, the hydrophobic squalenoyl-
paclitaxel and squalenoyl-penicillin G conjugate#f-assembled upon nanoprecipitation as
dense spherical NPs devoid of internal structkrg. 8b). Squalenoyl-paclitaxel NPs showed
antitumor efficacy comparable to that of the pardnig but with much lower toxicity.
Squalenoyl-penicillin G NPs increased the antib@adteactivity of penicillin G againsB.
aureus infection of macrophages thanks to their cell nmédization through endocytic
pathways. Both these NPs were very stable and/ fasdnodisperse. Their colloidal stability
could be correlated to their negative zeta poteifttia20 mV) and the insolubility of the
conjugates, thus hindering Ostwald ripening. Irgéngly, it was found that the initial
concentration of the squalenoyl-paclitaxel in etitamas a crucial parameter to control the
final size of the NPs; the higher the concentratiorthanol, the smaller the size of the NPs.
This trend is consistent with a nucleation and ghomechanism: as the number of nuclei
varies exponentially with the supersaturation, Brgholute concentrations are expected to
yield higher numbers of nuclei and, therefore, $anaNPs if nuclei grow by capturing
surrounding solute molecules.

a |

o !
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z
| NH N .. .
ﬁg +HO | ) /go )%Nanoprempnatlon
S 0.
| w = w n—)p
07 OH H bl A I

Fig. 8 (a). Squalenic acid coupled with gemcitabine rwles spontaneously self-assemble
in water by nanoprecipitation, and form nanopagsclvith a mean diameter (d) around 130
nm. (b). Selected Cryo-Tem images of squalenoylipael nanoparticles (left: d = 142 nm,
Pdl = 0.073) and squalenoyl-penicillin G (right=d140 nm, Pdl = 0.1). Nanopatrticles are
dense spheres (adapted from [68,69]).
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Further studies focused on systematic modulatiche@thain length used for the conjugation
of gemcitabine. Either natural or synthesized tegse with a number of isoprenyl units
varying from 1 to 6, were coupled to gemcitabined ame ability of the resulting
bioconjugates to form NPs was assessed [70]. Alldbmpounds yielded nanoassemblies
active against several cancer cell lines but tlelqugs displaying a short hydrophobic chain
precipitated soon after NP formation in the absesfcstabilizer, upon ethanol evaporation.
Ostwald ripening could be involved in the instdlibf the NP suspensions prepared with the
shorter isoprene moieties.

Beyond short chains, well defined polyisoprene-gebme conjugates were obtained by a
living radical polymerization technique [71]. Thigethod allowed the growth of polyisoprene
chains of controlled molar mass with a gemcitalmmety attached to one of the extremities
of the polymer chains by a hydrolysable amide lgg&kaJpon nanoprecipitation in water from
a THF solution, these conjugates formed NPs withhigh payload (Wen/ Mnp) of
gemcitabine, ranging from 10.5 wt% for,M = 2510 g/mol to 31.2 wt% for Mk = 840
g/mol. The NPs size (~137 nm in diameter) did navs significant dependence on Pl molar
mass for Mn varying between 1190 g/mol and 2510o/ithe remarkable colloidal stability
of the suspensions could be explained by the negagta potential of NPs (~ -68 mV) and
by the likely very low water solubility of Pl-gemogjugates. The Pl-gem NPs exhibited
efficient anticancer activity both in vitro, on vaus cancer cell lines, and in vivo, on human
pancreatic carcinoma-bearing mice while supprestieginherent toxicity of gemcitabine.
Noteworthy, than vivo anticancer activity of the Pl-gem conjugate inseshwith increasing
Pl molar mass.

The squalene-based platform for drug delivery hiethér been endowed with both magnetic
responsiveness and imaging capabilities to comtlismgnostic and therapeutic activities [72].
Multifunctional nanocarriers were prepared by otggsnanoprecipitation of a squalenoyl
bioconjugate solution containing magnetite nandetgs (USPIO). The USPIO/Sg-gem
nanocomposites, injected to mice bearing the Li&tl8ubcutaneous tumor model, could be
guided by an external magnetic field toward thedutissue where they could be tracked by
magnetic resonance imaging (MRI). To extend thisrahostic concept to other contrast
agents for MRI, nanocomposites associating Sq-Gethaagadolinium GY contrast agent

coupled to squalene were also designed.

9) Conclusion
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Nanoprecipitation is a general strategy for obtajra diversity of colloidal particles such as
nanospheres, nanocapsules, nanovesicules... lt$mbedn used for the design of terpenoid-
based nanoprodrugs. It may enable the preparatifineodispersions of poorly water soluble,
or even insoluble, pharmaceutical organic compoutiiss improving their bioavailability.
The simplicity of the process and versatility oé tmaterials that can be used have also given
a decisive impulse to the design of nanocarrigensted for parenteral drug delivery. For the
purpose of nanomedicine, the size distribution éfsNheeds to be accurately controlled,
which can be achieved taking advantage of the “Owffect”. This spontaneous
emulsification process requires neither surfactamt mechanical energy and generates a
dispersion of monodisperse nanoparticles. The lkajofs controlling the formation of
nanoparticles have been discussed but unsolvedsissmain. NP characteristics are not
determined only by the composition of the ternagystam in a metastable state. The “Ouzo
effect” and nanoprecipitation are strongly relatedthe kinetics of mixing of the organic
solution containing the hydrophobic compound an& thon-solvent, giving rise to
supersaturated systems. Residual solvent, as weltlditives and drugs, could also interfere
with the particle formation and stabilization prseses. Little is known about the influence of
these factors. There is therefore an urgent needufther experiments and simulations in

these domains.
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Chapitre |l

Matériel et Méthodes




I- Molécules étudiées

La grande majorité des molécules étudiées ontyétdtisées par I'équipe des chimistes de
'UMR 8612 dirigée par Didier Desmaéle.

1) Variation de la téte polaire

Dans une premiére partie nous avons étudié desasides ou des analogues nucléosidiques
couplés a une chaine squalénée, celle-ci étantégrebit avec la base nucléosidique, soit
avec I'hydroxyle 5 du sucreF{gure 1). Toutes ces molécules présentent l'intérét de
posséder des propriétés thérapeutiques et d’éfpliphiles. En effet, une fois libérés dans la
cellule, les analogues nucléosidiques sont, coneues lanalogues naturels, phosphorylés par
des kinases et intégrés dans les brins d’ADN ehcedpn (cellules infectées par des virus,
cellules cancéreuses). L'absence d’hydroxyle eda®’s ces molécules entraine la terminaison
de chaine en inhibant par exemple I'action de 'Apblymérase, entrainant I'apoptod (
Ewald, 2008.

La Gemcitabine est un anticancéreux utilisé notantneentre le cancer du pancré& (
Noble, 199). Le fait d'ajouter un groupement phosphate a kEm@Gitabine a pour but
d’améliorer la cytotoxicité de celle-ci, étant dénqu’en intracellulaire la premiére étape de
phosphorylation est cinétiquement déterminadteCaron, 2011 La didéoxycytidine . A.
Van Draanen, 1994 connue sous le nom Zalcitabfheou encore la didéoxyinosinde (
Mukherji, 1994 commercialisée sous le nom Videgont des antiviraux capables d’inhiber la
réplication d’'un rétrovirus comme le VIH, agentofigique du SIDA. La déoxycytidine,
connue sous le nom de Decitatfinest utilisée pour traiter notamment la leucénte (
Jabbour, 2008: c’est un agent hypomeéthylanvl( J Hoffmann, 2005 Enfin 'adénosine,
précurseur de la synthese de I'ATP, pourrait éitesé&e pour ralentir 'ischémie du myocarde
ou cérébraleT. Obata, 2002 ; H. Karmouty-Quintana 2013
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HO,

OHH
deoxycytidine-Sq ddC-Sq

HO ¢

OH OH

adenosine-Sq deoxycytidine-5’-Sq thymidine-Sq ddI-Sq

Figure 1. Structure des différentes molécules ayant potgr pdlaire un nucléoside ou un
analogue nucléosidique couplé au squalene.

2) Variation de la longueur de la chaine hydrophobe

a) Téte polaire : la Gemcitabine

Dans une deuxieme partie d’étude, les moléculeseptaient toutes comme téte polaire la
Gemcitabine, mais possédaient une longueur de elmgiirophobe variable : 1, 2, 3, 4, 5 ou

encore 6 unités isoprendsdure 2).
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Gem-l-lsoprene Gem-2-|soprenes Gem-3-isoprenes Gem-4-isoprene s Gem-5-isoprenes Gem-6-isoprenes

Figure 2 : Représentation des différentes molécules aveereidte polaire la Gemcitabine
couplée a une chaine polyisoprenes plus ou moimgg(1, 2, 3, 4, 5 ou 6 unités isoprénes).

b) Téte polaire : 'adénosine

Enfin, dans la derniére partie, 'adénosine-Sq Homeée était a I'étudd-{gure 3): cette

molécule présente comme chaine hydrophobe un sgualéc une unité isopréne en plus.

OH OH

Figure 3: représentation de la molécule d’adénosine-Sqoaguée.
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3) Synthése de la Gemcitabine-1-isopréne et detaddabine-2-isopréenes

a) Réactifs

La Gemcitabine a été acheté chez Sequoia ReseavddP Ltd. (UK). Tous les solvants
utilisés dans la synthése ont été achetés cheo Eabla (Val-de-Reuil, France). Enfin I
hexafluorophosphate d@-(7-azabenzotriazol-1-ylN,N,N’,N’-tétramethyluronium (HATU),

la 4-diméthylaminopyridine (DMAP), le fluorure détta-butylammonium (TBAF) et la N,N-
diisopropyléthylamine (DIPEA) ont été achetés clgigma—Aldrich Chemical Co. (St.

Quentin Fallavier, France).

b) SynthéseJchéma 1}

4-Amino-1-[4-(tert-butyl-dimethyl-silanyloxy)-5-(tert-butyl-dimethyl-silanyloxymethyl)-
3,3-difluoro-tetrahydro-furan-2-yl]-1H-pyrimidin-2- one (GemTBS) :

La Gemcitabine est d’abord protégée en positioatE’ du sucre par des groupemenest-
butyldiméthylsilyle. Dans un ballon de 250 mL, 2éguivalents de chlorurdert—
butyldimethylsilyle, 1 équivalent de Gemcitabine, &juivalents d'imidazole et 1.1
équivalents de triethylamine sont ajoutés dansriQ0de DMF sous atmosphére inerte. Le
meélange est agité a 25 °C pendant 24 heures. Le &l€nsuite distillé sous pression réduite
(évaporateur rotatif a carboglace). Le résidu eptis dans une solution aqueuse saturée de
NaHCG; (75 mL) et la phase aqueuse est extraite ave@détate d’éthyle (4x100 mL). La
phase organique est ensuite lavée avec 20 mL dsalion aqueuse saturée en NaCl puis
séchée sur MgSOLe mélange est filtré et le filtrat est concergodis pression réduite puis
purifié par chromatographie sur colonne de silieecacomme éluant I'acétate d'éthyle pour
donner la Gemcitabine silylée avec un rendemeri8¥. sous forme d’'un solide incolore.
[a]o®® + 2.19 € = 1, MeOH), RMN*H (400 MHz, CDCJ) & *H NMR (400 MHz, CDC}) ¢ 8.25
(1H, br s, NH), 7.60 (1H, dJ = 7. 6 Hz, H-6), 6.30 (1H, dd, = 10.8, 4.5 Hz, H-1’), 5.80 (1H, d,=

7.6 Hz, H-5), 4.29 ( 1H, tdl = 11.9, 8.2 Hz, H-3"), 3.97 (1H, d,= 11.8 Hz, H-5'), 3.86 (1H, br d

= 8.2 Hz, H-4"), 3.78 (1H, dd) = 11.8, 2.0 Hz, H-5), 0.92 (9H, s, KE):CSi), 0.89 (9H, s,
(CH3)sCSi), 0.12 (3H, s, (B5).Si), 0.10 (9H, s (B5),Si); RMN 3¢ (100 MHz, CDCJ) ¢ 166.1 (C, C-

4), 155.8 (C, C-2), 140.6 (CH, C-6), 122.2 ¢CF Jc.r = 260.7 Hz, C-2"), 95.4 (CH, C-5), 84.3 (CH,
dd, Jc.r=40.0, 23.4 Hz, C-1'), 81.0 (CH, &= 9.0 Hz, C-4"), 70.0 (CH, ddc=28.1,18.1 Hz, C-
3", 60.3 (CH, C-5'), 26.0 (3 CH, (CH3)sCSi), 25.7 (3 Chl (CH3)sCSi), 18.4 (C, (CH)sCSi), 18.1
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(C, (CH):CSi), ), —4.6 (CH, (CH3),Si), =5.2 (CH, (CHx);Si), 5.3 (CH, (CH3).Si), -5.4 (CH,
(CH2),Si); RMN “°F (188 MHz, CDCJ) § -113.83 (dJrr = 238 Hz, 1F), -115.79 (der = 238 Hz,
1F); IR (neat) : 2956 (m), 2929 (m), 2857 (m), 168F 1472 (m),1403 (s), 1362 (s), 1254 (s), 1206
(s), 1148 (s), 1088 (m), 955 (s), 833 (m), 780 (ABL (M), 676 (m); MS (-ESHVz(%): 490 (100)
[M*~H]; Anal. Théorique pour CpiHaoF2N304Si: C 51.29, H 7.99, N 8.55. Trouvé: C 51.15, H 8141,
8.48.

N-(1"-((2' R,4'R,5'R)-4'-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-5'-((( tert-
butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-3',3'-difluorotetrah ydrofuran-2'-yl)-2"-oxo-1",2"-
dihydropyrimidin-4"-yl)-5-methylhex-4-enamide (GemTBS-1-isoprene):

600 mg de 3',5'-ditert-butyldimethylsilyl-gemcitabine sont mis en solutidans 18 mL de
DMF anhydre. 4.9 équivalents de DIPEA, 1.1 équivialal’acide 5-méthylhex-4-oique, 1.9
équivalents de HATU (agent de couplage) et 0.1 vedemts de DMAP (catalyseur) sont
ajoutés et mis a agiter pendant 48 heures soussptrare inerte a température ambiante. Le
DMF est évaporé, le résidu est repris dans de l&tda phase agueuse est ensuite extraite
avec 30 mL d’acétate d’éthyle. La phase organigteessuite séchée sur MgsQe résidu

est ensuite purifié par chromatographie sur coloardepot de silice, avec pour €luant un

meélange d’'acétate d’éthyle et d’éther de pétrolet(Jpour donner 480 mg (rendement : 73
%) de Gem-monoisoprene sous forme d’une huile jpéhe (162 mg, 70%]0(]D27 +0.51 € =

1, CHCE); RMN'H (300 MHz, CDCJ) & 9.95 (1 H, s, W), 8.06 (1 H, dJ = 7.6 Hz,H-6), 7.45 (1
H, d,J = 7.6 Hz,H-5), 6.32 (1 H, ddJ = 10.0, 3.9 HzH-1'), 5.18-4.99 (1 H, m, (CHIC=CH), 4.32
(1H,td J=11.7, 8.4 HzH-3"), 4.01 (1 H, dJ = 11.8 HzH-5'), 3.94 (1 H, dJ = 8.1 Hz,H-4), 3.80

(1 H, dd,J = 11.8, 1.5 HzH-5), 2.60-2.48 (2 H, m, C}¥CH,CONH), 2.33 (2 H, m, 8,CH,CONH),
1.65 (3 H, s, B), 1.59 (3 H, s, €5), 0.94 (9 H, s, SiC(B5)3), 0.89 (9 H, s, SiC(85)3), 0.12 (3 H, s,
SiCH,), 0.12 (3 H, s, Sif,), 0.11 (3 H, s, Sif5), 0.09 (3 H, s, SiAs); RMN *C (75 MHz, CDC})) &

: 173.9 CONH), 163.2 (CC4), 154.9 (CC2), 144.0 (CH, C6), 133.6 (C, (GHC=CH), 122.1 (CH,
(CHy),C=CH), 122.0 (CF;, t,Jcr = 260.7 HzC2'), 97.2 (CH,C5), 84.8 (CH, dd®Jce = 39.8, 24.9 Hz,
C1’), 81.5 (CH, t2Jce = 8.4 Hz,C4"), 69.5 (CH, dd?Jc.r = 26.6, 18.6 HzC3'), 60.0 CH,, C-5'), 37.6
(CH,, CH,CH,CONH), 25.9 (3 CH SiC(CHa)s), 25.6 CHs), 25.5 (3 CH, SiC(CHs)s), 23.3 CH.,
CH,CH,CONH), 18.4 (C, SI(CHs)s), 18.1 (C, SC(CHs)s), 17.8 CHs), -4.7 (CH, Si(CHs)y), -5.2
(CHs, Si(CH3)2), -5.3 (2 CH, Si(CHs),); °F NMR (188 MHz, acetoneg)l & -114.09 (dddJ = 238.8,
11.9, 3.3 Hz, 1F), -115.81 (di,= 239.4, 10.5 Hz, 1F); IR (neat):= 2930-2857 (m), 1722 (m), 1688
(s), 1681 (s), 1628 (m), 1617 (s), 1559 (m), 158%, (1497 (s), 1491(s), 1473 (m), 1391 (m), 1376
(m), 1362 (m), 1344 (m), 1320 (m), 1272 (m), 1269,(1254 (m), 1212 (m), 1198 (m), 1133 (m),
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1091 (s), 1067 (m), 859 (m), 841 (s), 811 (m), 18R 778 (s); MS (ESI+)m/z (%) = 624 (100)
[M+Na]", 602 (50) [M+HJ.

(E)-N-(1"-((2' R,4'R,5'R)-4'-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-5'-((( tert-

butyldimethylsilyl)oxy) methyl)-3',3'-difluorotetra hydrofuran-2'-yl)-2"-oxo-1",2"-
dihydropyrimidin-4"-yl)-5,9-dimethyldeca-4,8-dienamide (GemTBS-2-isoprenes)

Apres un premier couplage infructueux réalisé dgenéme protocole que précédemment, un
second couplage a été réalisé en utilisant 'EDiDhme agent de couplage. 544 mg de 3',5'-
di-tert-butyldimethylsilyl-gemcitabine sont solubilisésnda8 mL de DMF distillé. Puis 1.9
équiv. d’acide 5,9-dimethyl-deca-4,8-dienoique, éciivalents de EDCI et 0.1 équivalents
de DMAP sont ajoutés. Le tout est mis a agiter pah@4 heures sous atmosphére inerte a
température ambiante. Le DMF est ensuite évaperédidu est repris dans de I'eau et la
phase aqueuse est ensuite extraite avec 30 mLtakacd'éthyle. La phase organique est
ensuite séchée sur Mg3€X concentrée sous pression réduite. Le résidenssiite purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice, geer éluant un mélange d’acétate d’éthyle
et d’éther de pétrole (1 : 4) pour donner 230 negdement 34 %) de Gem-2-isoprenes sous
forme d’une huile jaune palga]_*= +0.42 ¢ = 1, CHCE); RMN *H (300 MHz, CDC}) & 9.98 (1

H, s, NH), 8.06 (1 H, d,J = 7.6 Hz,H-6), 7.45 (1 H, dJ = 7.6 Hz,H-5), 6.32 (1 H, ddJ = 9.9, 3.8
Hz, H-1'), 5.20—-4.80 (2 H, m, (CHC=CH), 4.32 (1 H, tdJ = 11.7, 8.4 HzH-3"), 4.01 (1 H, dJ =
11.9 Hz,H-5"), 3.94 (1 H, dJ = 8.1 Hz,H-4"), 3.81 (1 H, dJ = 11.9 Hz,H-5’), 2.60-2.50 (2 H, m,
CH,CH,CONH), 2.40-2.30 (2 H, m, §,CH,CONH), 2.01-1.96 (4 H, m, =GGCH,C=), 1.64 (6 H,

s, (Hs), 1.56 (3 H, s, €3), 0.95 (9 H, s, SiC(B5)3), 0.89 (9 H, s, SiC(B3)s), 0.12 (6 H, s, Sify),
0.11 (3 H, s, SiB3), 0.09 (3 H, s, Sif3); RMN *C (75 MHz, CDCJ) J: 173.9 CONH), 163.2 (C,
C4), 154.8 (C,C2), 143.9 (CH, C6), 137.1 (C, (GH¥=CH), 131.3 (G (CHs)C=CH), 124.2 (CH,
(CHg)C=CH), 121.9 CH, (CH;)C=CH), 121.8 (Ck t, “Jcr = 260.9 Hz,C2"), 97.0 (CH,C5), 84.6
(CH, dd,*Jc.r = 39.8, 24.6 HzC1’), 81.3 (CH, t2Jcr = 8.4 Hz,C4'), 69.5 (CH, dd2Jcr = 26.5, 18.7
Hz, C3'), 59.9 (CH, C-5'), 37.7 (CH. CH,CH,CONH), 32.2 (CH), 25.8 (3 CH, SiC(CHs)s), 25.6
(CHy), 25.5 (3 CH, SIiC(CHz3)3), 23.3 (CH), 23.2 (CH), 18.3 (C, ST(CHy)s), 18.0 (C, SC(CHa)s),
17.8 (CH), 16.1 (CH), -4.7 (CH, Si(CHa),), -5.2 (CH, Si(CHs),), -5.4 (2 CH, Si(CHs),);: RMN *F
(188 MHz, CDC}) J -116.1 (ddd,) = 238.8, 8.8, 3.0 Hz, F), -117.9 (dt= 238.8, 10.4 Hz, F); IR
(neat):v = 3010-2860 (m), 1682 (s), 1630 (m), 1617 (m),3LE8), 1555 (m), 1493 (s), 1473 (M),
1390 (m), 1375 (m), 1345 (m), 1322 (m), 1254 (P4 (m), 1149 (m), 1132 (m), 1095 (s), 1090 (s),
1071 (m), 860 (m), 841 (s), 834 (s), 808 (m), 781, (761 (s); MS (ESI+)m/z (%) = 692 (50)
[M+Na]*, 670 (100) [M+H].
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Protocole général de déprotection :

Les produits de couplage sont mis en solution dan¥HF et 3 équivalents de TBAF sont
ajoutés. Le mélange est laissé sous atmosphéte amegmpérature ambiante pendant 1 heure.
Le solvant est ensuite évaporé et le résidu esisrdpns un peu d’eau. Le mélange est extrait
au dichlorométhane et les phases organiques sohéeg sur MgSf Apres filtration, le
mélange est concentré sous pression réduite etrdduip brut est ensuite purifié par
chromatographie sur colonne de silice, avec pawargélun mélange d’acétate d’éthyle et de
cyclohexane d’abord (1 :2) puis de l'acétate d’'thyur. Le spectre RMN du proton est
réalisé (Annexe). Le rendement de cette étape dec® % avec la Gemcitabine-1-isopréne

et de 73 % avec la Gemcitabine-2-isoprenes.

N-(1"-((2'R,4'R,5'R)-3',3'-Difluoro-4'-hydroxy-5'-(hydroxymethyl)tetra hydrofuran-2'-yl)-2"-
oxo-1",2"-dihydropyrimidin-4"-yl)-5-methylhex-4- enamide (Gem-1-isoprene)Cristaux incolores

(75 mg, 60%). F: 122-125 °C (Acétoney][** = +0.74 ¢ = 0.52, Acétone). RMNH (400 MHz,

acétone g & 9.43 (1 H, s, W), 8.21 (1 H, dJ = 7.6 Hz,H-6), 7.35 (1 H, d,J = 7.6 Hz,H-5), 6.40—
6.20 (1 H, mH-1"), 5.22-5.10 (2 H, m, (ChHL,C=CH, CH,OH), 4.46 (1 H, dd) = 19.9, 11.5 HzH-

3'), 4.24 (1 H, br s, CDH), 4.08-3.98 (2 H, mH-4’, H-5), 3.92-3.85 (1 H, mH-5’), 2.60-2.53 (2

H, m, CHCH,CONH), 2.39 (2 H, qJ = 7.2 Hz, G,CH,CONH), 1.68 (3 H, s, CH), 1.65 (3 H, s,
CHs); RMN °C (100 MHz, acétonegfdd: 174.1 CONH), 164.1 (CC4), 155.5 (CC2), 145.7 (CH,
C6), 133.6 (C, (CH,C=CH), 124.1 (CE t, ¢ = 258.7 Hz,C2"), 123.8 (CH, (CH),C=CH), 96.9
(CH, C5), 86.0 (CH, dd%ce = 37.8, 25.9 HzC1'), 82.8 (CH, d2Jce = 6.0 Hz,C4"), 70.6 (CH, dd,
2Jor = 26.6, 18.6 Hz(3"), 60.6 (CH, C5'), 38.3 (CH, CH,CH,CONH), 25.9 (CH), 24.4 (CH,
CH,CH,CONH), 17.8 (CH); *°F NMR (188 MHz, acétonedl & -116.93; IR (CHG)): v = 1733 (m),
1716 (m), 1704 (m), 1666 (s), 1657 (s), 1618 (rBB11(s), 1561 (s), 1494 (s), 1488 (s), 1438 (m),
1395 (m), 1385 (m), 1309 (m), 1125 (m), 1085 (S (ESI+):m/z(%) = 396 (100) [M+Na], 374
(50) [M+H]".

(E)-N-(1"-((2' R,4'R,5'R)-3',3"-Difluoro-4'-hydroxy-5'-(hydroxymethyl)tetra hydrofuran-2'-yl)-
2"-0x0-1",2"-dihydropyrimidin-4"-yl)-5,9-dimeth yldeca-4,8-dienamide (Gem-2-isoprenes):
Solide pateux (36 mg, 73%][,”* = +1.09 ¢ = 0.95, CHC}). RMN*H (400 MHz, acétonegl &
9.83 (1 H,s, M), 829 (1H,dJ=7.6HzH-6),7.39 (1L H, d) =7.6 Hz,H-5),6.27 (1 H,tJ=7.5
Hz, H-1'), 5.19 (1 H, tdJ = 7.2, 1.2 Hz, (CBC=CH), 5.11-5.07 (1 H, m, (CH,C=CH), 4.44 (1 H,
td, J = 12.4, 8.4 HzH-3'), 4.05-3.98 (2 H, mH-4’, H-5’), 3.86 (1 H, dd,) = 12.4, 2.6 Hz, b)),
2.59-2.56 (2 H, m, C}£H,CONH), 2.40-2.34 (2 H, m, KLCH,CONH ,), 2.09-2.07 (2 H, m,
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CH.,CH,), 1.99-1.95 (2H, m, B,CH,), 1.63 (6 H, s, Ck), 1.57 (3 H, s, CkJ; RMN **C (100 MHz,
acétone g J: 174.1 CONH), 163.9 (CC4), 155.5 (CC2), 145.6 (CH(C6), 137.1 (C, (CH,C=CH),
131.8 (C, (CH)C=CH), 125.0 (CH, (CH),C=CH), 123.9 (Ck, t, \Jcr = 258.3 Hz,C2’), 123.5 (CH,
(CH5)C=CH), 96.8 (CH,C5), 85.6 (CH, t?Jc.r = 32.2 Hz,C1"), 82.4 (CH, t3Jc.r = 4.3 Hz,C4"), 69.8
(CH, t,%Jcr = 22.9 Hz,C3"), 60.0 (CH, C5), 40.4 (CH), 38.8 (CH, CH,CH,CONH), 27.3 (CH),
25.8 (CH), 24.1 (CH), 17.7 (CH), 16.1 (CH); *F NMR (188 MHz, acétonedl & —116.90; IR
(CHCL): v = 2961— 860 (m), 1681 (m), 1672 (m), 1658 (s),9168), 1581 (m), 1494 (s), 1490 (s),
1432 (m), 1389 (m), 1380 (m), 1323 (m), 1316 (261 (m), 1195 (m), 1137 (s), 1108 (s), 1087 (s),
1016 (m), 817 (m), 810 (m), 813 (s); MS (ESI#){z (%) = 464 (70) [M+Na] (70), 442 (100)
[M+H] ™.

NH,
NH,
h
AN
N
| /K TBSC, Imidazole N/KO
N0 »TBSO o
HO 0 24h, EtsN, DMF E
F 58%
TBSO F
OH F
Gemcitabine GemTBS
o)
)(J)\/\)\ J\/\)\
7
HN
HN 7
HATU, DIPEA, NN

SN

DMF |
- . Q TBAF, THF N/KO
N~ o HO o
F
F
HO 7 60%

70% TBSO F HO F

GemTBS-1-sopréne Gem-1-isopréne

Schéma 1 synthese de la Gem-1-isoprene.
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lI- Préparation des nanoparticules

Toutes les suspensions de nanoparticules ont épangres par nanoprécipitation (ou encore
appelée processus par déplacement de solvant ogification spontanée)~( Ganachaud,
2005. La molécule d’intérét est solubilisée dans utunree connu de solvant organique,
I'éthanol (EtOH) pour la plupart des suspensioraisées. La solution est ajoutée goutte a
goutte dans un volume d’eau connu sous agitati®oqxpm), a l'aide de pipettes Pasteur
allongées a la flamme pour obtenir un diamétre itédll goutte. Le solvant organique est
ensuite évaporé au Rotavaper 37 °C. Lorsque les conditions de préparation adéquates,
relativement faible concentration dans I'éthanoll&cmg/mL) et ratio entre le volume d’eau
et le volume d’éthanobB2, une suspension est alors obtenue avec une opabes
caractéristique de la diffusion de la lumiére garmanoparticules-{gure 4).

composeé
+

H.,O
EtOH

=
=

Figure 4 : schéma du principe de la nanoprécipitation etrgde d’'une suspension obtenue.

[1I-Diffraction des Rayons X

Les rayons X ont été découverts en 1895 par leigikpsallemand Roéntgen, qui les nomma
ainsi car leur nature était inconnue, d’'ou le nom P(is, en 1912, le physicien Lale
détermina la longueur d’onde des rayons X grace &seau cristallin, I'ordre de grandeur
étant la distance interatomique c'est-a-dire quesqingstroms. L’idée d’utiliser a I'inverse

les rayons X pour étudier un réseau cristallin 'estgas fait attendre et en 1913 William
Lawrence Bragg et son pére trouverent la struatuséalline de NaClJ. L. Hodeau, 2007

Les rayons X sont diffusés par les électrons :amsiclere uniguement la diffusion cohérente

élastique, c’est a dire sans changement d’énergie.
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L’onde incidente provoque un déplacement du nubgrénique par rapport au noyau, et il y

a alors réémission d’une onde électromagnétiguaétae fréquencd-(gure 5).

Atome

photon X incident

photon X diffusé

Figure 5: Schéma de la diffusion de photons sur un atome.

L’onde plane monochromatique incidente est défiaiele vecteur d’ondé , de module 7).
ou 4 est la longueur d’'onde du rayonnement. Les raydrsont diffusés dans toutes les
directions de l'espace (I'onde diffusée par un tétect est une onde sphérique). Dans la

direction2d le module du vecteur de diffusion est éggl(&igure 6).

a
RX
. ;T-;__ —l : A =0.5-2A
echantillon __I
détecteur k — 2]_'/ )\
. , sSin®
b K' _ q=|k-k|=4m
20 \Y A
> —_—
k

Figure 6. (a) représentation schématique d’'une expériermceliffusion, (b) représentation
vectorielle du vecteur de diffusioflavedk le vecteur d’onde incident &t le vecteur d’onde
diffuse.

1) Diffraction par un cristal : loi de Bragg

Les rayons X sont diffusés par chacun des atome<ridial et vont interférer. Les
interférences seront constructives dans certaiirestions (les ondes « s’additionnent ») et

destructives dans d’autres (les ondes « s’anneerftigure 7.
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LY . .
3 interférences

rayons incidents
-

Figure 7 : Schéma de la diffusion des rayons X sur un éd&gomes régulier.

La loi de Bragg rend compte des directions pourgueBes les interférences sont

constructives Figure 8.

Eayons

Rayons émergents

incidents

Figure 8: Schéma permettant de retrouver la démonstrdieda loi de Bragg.

On considére une série de plans d’atomes parakdléguidistants recevant un faisceau de
rayons X. Chaque atome est la source d'une ondasdd : toutes ces sources peuvent
interférer. S’il y a une difféerence de phase emée ondes diffusées, elles s’annulent par
interférence.

La diffusion se fait sous forme d'interférences stanctives, si la différence de chemin
optique parcouru par deux faisceaux réfléchis sux@lans successifs est égale a un nombre

entier de fois la longueur d’onde.
La réflexion par un cristal est sélective : elle s& produit que pour certains angles

d’incidence. La relation de Bragg relie la distamégculaire d d’'une famille de plans et la

longueur d’ondé. des rayons X a I'angle de réflexiérdu faisceau sur ces plans.
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n (entier) est l'ordre de la réflexion. L'angle déflexion # est la moitié de l'angle de

diffraction, angle entre les rayons incident efrdifté.
Loi de Bragg 2 d sin =nA ; g=21/d

Chaque pic du diffractogramme sera donc assoarean atomique désigné par les indices

de Miller (hkl). Ainsi chaque pic pourra étre indexé par cescieglde Miller Figure 9).

(001) (101) (201)

&

annsaux

de Debye déviation 26

Figure 9: association d'un pic de diffraction et d'un plénkl) dans le cas d'un réseau
cubigue centré. Les anneaux de Debye résultena diffraction des rayons en forme de
cbnes (dans le cas d’'un échantillon isotrope) taxe est le faisceau incident.

2) Diffusion aux petits angles

Le domaine pertinent dgpour mesurer une taillé est tel quey.d ~ 1. Le domaine angulaire
intéressant est donc voisin e- 1/d. Lorsque les dimensions caractéristiques desbjee
centaine d’Angstroms par exemple) sont beaucoup glandes que la longueur d’onde des

rayons X (entre 1 et& en général), la diffusion est observée aux patitges.

Pour la diffusion aux petits angles, qui concerag distances tres supérieures aux distances
interatomiques, le matériau est traité comme urtimonm ou il est définit une densité
électronique moyenne. Le signal de diffusion cedatrast di a la présence d’ « objets
diffusants » ayant une densité électronique diffé&rele celle du milieu environnant (ou a un

milieu a deux phases).
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La diffusion des rayons X aux petits angles (SAX8)met de décrire, dans un matériau, les
inhomogénéités de la densité électronique donttdékes caractéristiques sont comprises
entre une dizaine dA et 1000A environ. C’est donc une méthode précieuse pow@rméter

les paramétres structuraux de matériaux tres variés

Les objets diffusants peuvent étre de formes dégergonsidérés comme isolés (cas dilu€) ou
présenter des corrélations spatiales (cas congentré

Les courbes de diffusion centrale peuvent doncetontdes informations sur la taille, la
forme, 'organisation spatiale et les interactides objets diffusants présents dans le systéeme

ainsi que sur leur structure interne éventuelle.

A une distance grande par rapport a la dimensiofiéddantillon, I'amplitude de I'onde

diffusée est :
@) = [[] e p@ ar

oup(r) estla densité électronique en un poide I'espace.

L’amplitude diffusée est la transformée de Foudieda densité électronique de I'’échantillon.

Elle dépend des fluctuations de densité autouadaleur moyenne.

Une expérience de diffusion consiste & mesureehisité diffusée, qui est le carré du module
de I'amplitude de diffusion, en fonction de la diien de diffusion:

(@) = |A@F

3) Cas d’'une solution idéale de particules idemsg(monodisperses)

On considere une solution idéale de particulestigees : les particules sont sans
interactions mutuelles. Leur distribution en salntiest aléatoire, sans corrélation ni en
position ni en orientation. Expérimentalement, @pgroche d’une solution idéale lorsque la

solution est diluée.
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L’intensité 1(q) diffusée par la solution contenant N particuldsl@somme des contributions

I1(q) de chacune des particules :

I(@)= N 11(q)

11(q) = P(q) est appelé le facteur de forme de la particule.

Pour des particules ayant une forme géométriquelsifsphere...) le facteur de forme peut

étre calculé.

La variation angulaire de l'intensité diffusée dégele la taille et de la forme de la particule.

Pour I'étude d'un diffractogramme, trois domainesgesont a considérébD. Espinat 199},

R étant la taille de la particule:

- le domaine de GuiniegR < 1) : des distances supérieures aux dimensieria garticule
sont sondées. Le rayon de giration de la partigalera alors étre déterminé.

- le domaine intermédiair&{ < g) : ce domaine renseigne sur la forme de la paeticu

- le domaine de Porod : des distances beaucouppplites que la taille de la particule sont

sondées. L’évolution aux grandes valeurs|deflete la structure de I'interface.

4) Cas d’'une solution concentrée: particules esraation

Une solution monodisperse de particules centrosymoués peut se décrire comme le produit
de convolution d’'une particule par la distributi@patiale des centres des particules.
L'intensité diffuséel(q) s’exprime alors comme le produit du facteur demf@P(q) et du

facteur de structurg(q):

1(q) = P(a). S(a)

P(q) donne la diffusion d’une particule élémentaire.
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Le facteur de structur&(q) est un facteur d’interférence qui rend compte dmsélations
spatiales des particules et de l'influence degsacteons. Il dépend donc de la concentration.
S(q) est définit pas la transformée de Fourier de lgyanne sphérique de la fonction de
distribution de pairegy(r) (fonction traduisant la probabilité de trouver xigparticules

séparees de la distange

Dans le cas d’'une solution suffisamment dil@éq)= 1. En présence d’interactior&(q)tend
asymptotiquement vers 1 aux grands angles. Il pegsti exister des corrélations intra-

particules lorsque celles-ci présentent une stradtierne réguliere.

5) Exemples de facteurs de structure de systém&Bqglies lyotropesJ. M.
Seddon, 1990

a) Phase lamellaire

La phase lamellaire est formée de couches pamiltéulierement espacées dans la direction
normale a leur plan moyen, séparées par le mdigueux. La densité électronique est

supposee varier seulement dans la direction peipdante aux lamelles et les dimensions

latérales des lamelles sont considérées comme agahd période de cette phase @st

dp + dy oud, est I'épaisseur de la lamelledgtcelle de la couche d’eakigure 10).

o TN
' JUULILRL BUUIY |
Tnnnrnn
EVERIELELEYEDEY]

Figure 10: représentation d’'une phase lamellaire adeta distance interlamellaireg,
I'épaisseur de la lamelle df, celle de la couche d’eau.

Le facteur de structur8(q) est un ensemble de pics de Bragg centrég,enng ol n est
I'ordre de diffraction etgp = 2 7 / d (go est relié a la périodd par la relation de Bragg) :
Figure 11
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Figure 11: schéma d’un diffractogramme d’une phase lanrellavea, n, et ry les 3 ordres
de diffractions ety;, 0, etqs les vecteurs de diffusion respectifs.

Pour une phase lamellairg;i/ q; = ni/ n;.

Il peut étre noté que la taille finie du « paqueteslamelles contribue a élargir les pics de
Bragg. Leur largeur est inversement proportionnalla tailleL du paquetl{ = Nd). Le
réseau est toujours perturbé par des défauts demmgmt ou des fluctuations de position ou
d’ondulation des lamelles. Ce désordre entraine dmeinution de [lintensité et un
elargissement des pics de diffraction, d’autantspimarqués que l'ordre de diffraction

augmente.

b) Phase cubique

La distance inter-réticulaird, d’'une famille de plans d’'indicgb,k,l) d'un réseau cubique a

pour expressiorn(hkl) étant les indices de Miller des plans réticulaires

a
A = EEERT
vhe+k* +l
Oua est le paramétre de maille.

La relation de Bragg est vérifiée pour les vectelarsliffusiong tels que :

q:E /h2+k2+|2

a
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Pour le réseau cubique centré (1) et cubique faerrées (CFC) certaines raies sont éteintes
(Figure 12).

Les conditions d’extinction des raies sont :

- pour un réseau cubique centté+k + | = 2n+1, avecn un entier

- pour un réseau cubique faces centrée<; Ide parités mixtes

Q- G

O, O, O, G 0, 0

Figure 12: & gauche, réseau cubique centré et a droitggueitiaces centrées. En dessous de
chaque réseau, ratios des positions des pics fdactidn.

Hormis les phases cubiques micellaires forméesdparagrégats discrets disposés sur un
réseau cubique, il existe des phases cubiquesthioes inverses. L'unité de base de ces
phases est une bicouche qui sépare I'espace agualeux sous-espaces distincts. La surface
passant par le milieu de la bicouche peut étre hsg@dépar une surface minimale périodique

(« Infinite Periodic Minimal Surface », IPMS), ctesdire une surface ayant en tout point une
courbure moyenne nulle. Trois IPMS ont été idedwii: la surface primitive (P), la surface

« diamant » (D) et la surface gyroide (G), auxaselborrespondent respectivement les

groupes d’espaden3m, Pn3netla3d (Figure 13).
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Figure 13: En haut, schéma des groupes d’esp@a3zl, Pn3met Im3m, et tableau des
différentes raies permises avec les ratios redpe¢ii M. Seddon, 2000 En bas,
représentation d’'un diffractogramme d’'une phBs8m avec au dessus de chaque pic, les
différents plans réticulaires correspondants égates différents.

c) Phase hexagonale

La distance inter-réticulairé, d’'une famille de plans d’indicgbkl) d'un réseau hexagonal
(Figure 14) a pour expression :

d. = 1 B 1 _
hkl — - en considérant c>>|

4 2 ik I’ 4 (h? +K2 +hk
Q(h +k +hk)+? Q( + + )

La relation de Bragg est vérifiée pour les vectelarsliffusiong tels que :

q=2r, —342 (h? +k? + hk)
a
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Figure 14: a gauche schéma d’'un diffractogramme d’'une phasagonale, avec les ratios
caractéristiques etu dessus de chaque pic les différents plans ldities correspondants. A
droite, représentation d’'une phase hexagonale seyesissemblage de micelles en tubes
remplies de molécules d’eau, aaele parameétre de la malille.

6) En pratigue

Les mesures de diffusion des rayons X aux petitleanont été faites sur deux lignes
synchrotrons : la ligne SWING du synchrotron SOLERaclay) et la ligne SAXS du
synchrotron Elettra (Trieste, Italifigure 15).

Figure 15: photo vue du ciel du synchrotron Soleil.

Un synchrotron utilise le rayonnement émis par piagicules chargées (des électrons par
exemple) lorsqu’elles sont accélérées a une vitpssehe de celle de la lumierdl( E.
Couprie, 2008)

Lorsqu’un électron est accéléré a une vitesseivetaent faible par rapport a celle de la

lumiére, il émet un rayonnement monochromatiquésetrope. Quand sa vitesse devient
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proche de celle de la lumiere, le rayonnement é®isent de plus en plus anisotrope et est
confiné dans un cbne de trés petite ouverture ldodirection est tangente a la trajectoire de
la particule en mouvement. En outre, ce rayonnemésgt plus monochromatique mais
présente une large gamme d’énergie.

Les électrons sont d’abord accélérés dans un aatsle linéaire (le LINAC), puis ils sont
amenés a I'énergie requise dans le booster avétredhjectés dans I'anneau de stockage.
Une fois dans cet anneau, les électrons sont déotstra tourner et sont maintenus a grande
vitesse par une série d’éléments électromagnétifaisgnts de courbure...). Les lignes de
lumiere, disposées tangentiellement a la trajextdes particules accélérées, récuperent le
rayonnement synchrotron.

Les lignes SAXS disposent d’'un systtme de monochtisation, de focalisation et de
collimation du faisceau (monochromateurs a deustauix, miroirs et fentes). L'énergie du
rayonnement utilisé était généralement de 8 ou dX. K.a détection est faite par des
détecteurs a localisation a gaz ou par des détsc&0D. La distance échantillon-détecteur
est ajustée selon le domaine dedésiré. Plusieurs environnements d’échantillonst so

disponibles, notamment une cellule DSC.

L'utilisation du rayonnement synchrotron apportegam notable par rapport a une source de
rayons X « classique » de laboratoire. Le faiscéaupetite taille et faiblement divergent

permet d’accéder aux trés petits angles (et dategrandes tailles d’objet). Le faisceau étant
pratiguement ponctuel, il ne provoque pas d’élaggisent ni de déformation des raies de
diffraction. Le flux intense de photons permet ddder des échantillons plus dilués, moins
diffusants ou de réduire le temps d’'acquisition (dedre de quelques ms a quelques S),
autorisant I'étude de cinétiques rapides pour adsmrdillons tres diffusants. La possibilité

d’ajuster la longueur d’'onde permet d’étudier detésmes fortement absorbants.

Les principales étapes du traitement des donnégs so

- la normalisation par rapport au flux incident (img&€ du flux incident x temps de
comptage)

- la correction de I'épaisseur de I'échantillon etsddransmission

- la soustraction de toutes les contributions qusom pas dues a I'échantillon lui-

méme (diffusion parasite, diffusion du solvant...)
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Les suspensions de nanoparticules sont inséréagl@ dle seringues dans des capillaires en
quartz de diametre 1.5 mm (Glas Germany), avechageur finale de liquide dans le
capillaire d’environ 3 cmHKigure 16). Puis les capillaires sont fermés a l'aide de de

bougie pour éviter toute évaporation, et conseav&xC.

Figure 16: Exemple de capillaire rempli avec une suspend@nanoparticules
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IV-Diffusion dynamique de la lumiere

1) Principe B. J. Berne, 2000

Des particules en solution sont soumises a l'agitathermique et possedent ainsi un
mouvement aléatoire appelé mouvement Brownien. dwusie onde électromagnétique
atteint une particule, elle sera diffusée dansewigs directions (diffusion Rayleigh) et cette
intensité diffusée variera en fonction du tempse Wonction d’autocorrélation est utilisée
pour relier la diffusion mesurée au temps t eteapts t +A. La fonction aura une équation de
la forme:

f(t) = Ae

~N |~

avecA une constante, etle temps caractéristique de décroissance.

Ce temps caractéristique est relié au coefficieat diffusion D de la particule par

I'expression :

7° Dg? aveq le vecteur de diffusion.

Une fois le coefficient de diffusion calculé, ddasas d’une particule sphérique, le diamétre

hydrodynamiqué®y, de la particule sera déduit de la loi de Stokest€in :

_ keT
3rmD
aveckg la constante de Boltzmanm,la température, qui est contrdlée,sella viscosité du

h

milieu.
Il peut étre noté que si la fonction de corrélatitétroit rapidement (i/grand), c’est que le

signal varie rapidement, d0 au déplacement impbaas particules de part leur petite taille.

Ainsi, le coefficientD prendra des valeurs relativement grandes.
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2) En pratigue

Le rayon hydrodynamique des nanoparticules a ée¥rdiné a I'aide d’un Nanosizer (nano-
ZS90, MALVERN), avec un angle de mesure de 90°suspension était diluée au 1710
c'est-a-dire que la concentration de la susperétaib environ de 1.I9mol/L. Pour chaque
suspension, 3 mesures ont été effectuées et maenneé

La valeur du diametre hydrodynamique est soit pafelén intensité, en nombre ou en
volume. La valeur pondérée en intensité fera rés$es particules plus grosses car l'intensité
diffusée par une sphére est proportionnellg® IZes valeurs pondérées en nombre, dans cette
étude, ne pouvaient étre prises en compte caridénde réfraction des nanoparticules n’est
pas connu. Les valeurs pondérées en volume ont &éénconsidérées comme étant les plus

proches de la réalité.

V- Calorimétrie différentielle a balayage

1) Principe D. Giron, 1995

Cette technique permet d’analyser les differencéshdnge de chaleur entre I'échantillon a
analyser et une référence (dans ce cas l'air)jleréa température varie. Ces différences sont
dues a des transitions de phase du systéeme, papkxk fusion, la cristallisation, ou encore
la transition vitreuse dans le cas de polymeres.

L’échantillon a analyser et la référence sont dadéns deux fours différents mais dans la
méme enceinte calorifique, sous atmosphére inediezdte). La température varie
linéairement, et est maintenue égale entre les fieug. Lorsqu’une transition se produit, il y
a absorption ou dégagement de chaleur (transittaoteermique ou exothermique). Un
générateur de puissance fournit plus ou moins dymepour maintenir la température
constante. La différence d’énergie fournie a I'éthlan et a la référence est alors mesurée.
Cette variation d’énergie est enregistrée en fonatiu temps (ou de la températureig(ire

17).
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Figure 17: Thermogramme avec en abscisse le temps de mes@re ordonnée la puissance
par gramme d’échantillon, représentant une tramsitle phase endothermique. Q est la
guantité de chaleur.

L’aire sous la courbe donnera la quantité de chnalecar :

E=.|.Pdt

2) En pratigue

Quelgues gouttes de suspension (entre 10 et 20sorg) déposées dans une capsule en
aluminium scellée. Pour référence, une capsule estigplacée dans I'enceinte calorifique du
DSC-7 Perkin-Elmer. Le programme imposant les tiana de température a I'enceinte

calorifique est le suivant :

- premiéere rampe de 5°C jusqu’a 60°C avec unesatde 5°C/min
- isotherme a 60 °C pendant 2 minutes

- deuxieme rampe de 60°C a 5°C avec une vites§éGienin

- seconde isotherme a 5°C pendant 10 minutes

- une derniere rampe de 5°C a 60°C a une vites5éQienin
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VI- Cryo-MET

1) Principe de la microscopie électronique a trassion R. F. Egerton, 2005

Selon la théorie de Abbe, la limite de résolutobl’'un microscope est liée a la longueur
d’onde par la relation :

A
2nsiné@

avecn l'indice de réfraction/ la longueur d’'onde incidente étle demi angle du céne de

lumiére maximum accessible.

En utilisant un microscope optique, la résolutieh lenitée a la longueur d’onde du visible
comprise entre 400 et 800 nm. L'idée d'utiliser faisceau d’électrons pour pallier ce
probleme est née au début du XXe siecle. La Miapiec Electronique a Transmission
permet ainsi d’obtenir une image d’'un échantillowisible par un microscope optique, en
atteignant un grossissement jusqu’a 5 000 000 fois.

Son principe est le méme gu’un microscope optiqu®®e considére que les lois de I'optique
géomeétrique sont conservées. Un faisceau d’élextfimmduit via un canon a électrons), est
envoyé sur la matiére, le tout dans le vide pouil quy ait pas d’interaction avec des
molécules autres. Ce rayonnement est diffusé pahdntillon dans différentes directions. Le
rayonnement diffusé est ensuite focalisé a l'aide lehtilles magnétiques. Une lentille
magneétique est schématiquement une bobine parcparuen courant électrique, produisant
ainsi un champ magnétique. La focalisation desillestpeut-étre simplement modifiée en
changeant I'intensité du courant dans les bobibes.électrons seront simplement déviés par
le champ magnétique sans perdre d’énergie.

Tout ce systeme de lentilles magnétiques produitrsalune image électronique de

I'échantillon qui est ensuite transformée en unagenoptique par un capteur CCD.

2) La cryofixation K. P. Ryan, 1999

Pour éviter I'évaporation de l'eau et pour bien smmer les différentes suspensions,

I'échantillon est au préalable plongé rapidememisd#e I'éthane liquide (-170°C). Il se forme
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alors un film de glace vitreuse, contenant les part@ules. L'échantillon est ensuite
conservé dans l'azote liquide dans ce qu’'on appgelleryotransfert, ou porte-objet, pour

ensuite étre observé a -170°C.

3) En pratique

Une goutte (5 pL) d’'une suspension peu concentréenig/mL) est déposée sur une grille a
trous en cuivre recouverte de carbone. L'excesiglede est absorbé a l'aide d'un papier
filtre, puis la grille est plongée rapidement d&éshane liquide. L'échantillon est ensuite

transféré dans le porte-objet avant d’étre intrbdains le Cryo-microscope, un JEOL 2100
haut contraste fonctionnant a 200 kWigure 18). Les images obtenues ont ensuite été

analysées a I'aide du logiciel Image J.

Figure 18: A gauche, photo du porte objet et & droite pladotanicroscope utilisé.
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VIl- Balance de Langmuir

1) Principe

En 1774, a la British Royal Society, Benjamin Filankaconta qu’il eut I'idée de mettre un
peu d’huile, pas plus d’'une cuillere a café, surguend étang connu pour étre relativement
exposeé au vent. Il remarqua alors que I'huile spageait rapidement a la surface de l'eau,
jusqu’a atteindre l'autre c6té de I'étang : un loprart de I'étang fut alors « lisse comme un
miroir » (M. A. Van Beek, 1832Benjamin avait alors créé ce qu’on appelle Um finince,

une monocouche a la surface air-eau.

Et justement, le principe de la balance de Langmsiird’étudier I'organisation de molécules
a l'interface notamment de I'air et de I'eau. Uneantité connue de molécules est déposée a
la surface de I'eau a une température régulée,dotmn film mince. Cette monocouche est
alors compressée par deux barrieres en Téflom, mtelssion de surface sera alors enregistrée
au fil de la compressiorFigure 19) par une lame de WilhelImy\N( Wu, 1999 On obtient
donc un enregistrement présentant en abscisseféeaswu film par molécule (dimension de
la cuve et nombre de molécules déposées conmes) €én ordonnée la pression de surface

(11).
Lame de Wilhelmy

Barriere Monocouche

000l

Figure 19: schéma d’'une balance de Langmuir, avec un dégpatolécules amphiphiles a la
surface de I'eau.
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A I'échelle moléculaire, au départ, les objets semelativement espacés, comme dans une
phase gazeuse (G). Puis au fil de la compresssermblécules se rapprocheront les unes des
autres pour arriver dans un état dit liquide expdhg) puis liquide condensé £). Enfin les
molécules seront dans un état totalement orgaitisdldle (S) . M. Kaganer, 1999 Dans

ce dernier état, les molécules sont alors a lexirman de compression, et I'aire moléculaire
minimum peut ainsi étre détermindeigure 20). Si la compression continue, les molécules
n‘auront d’autres choix que de passer dans la phgsale : c’est ce quon appelle le

collapse.

Monolayer
,-_'\_"
it =25-50mN n I I
Liguid Barries Surface pressure

increase

.I\.

(mNm?Y

Figure 20: a gauche schéma d’une isotherme de compressien,les différentes transitions
S (solide), L (liquide condensé), iL(liquide expensé) et G (gaz) et a droite schénm de
molécules a l'interface pendant la compression.

Le module de compressibilité isotherigpourra ensuite étre calculé :

K =—-A—
A dA

2) En pratigue

Les isothermes de compression sont enregistréasneidalance de Langmuir couplée a un
systeme de Wilhelmy (KSV Nima).

Les différentes molécules amphiphiles étudiées soses en solution dans du chloroforme.
Une quantité connue de molécules est dépobékld 1) a la surface de I'eau maintenue a
18°C. Apres le dépbt, on attend 15 minutes avadébrit de la compression pour évaporer les

molécules de solvant. Ensuite le film mince est jgomeé symétriquement par deux barrieres
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en Téflon a une vitesse de 10 mm/min. Pour chagbandillon, trois mesures au minimum

sont effectuées.

. Deoxycytidine- | Deoxycytidine i i Adenosine-
Molécule Sq 5-Sq DdC-Sq | Gem-Sq sq
concentration| 4 3q ;gs 1,67.106° | 1,76.16° | 1,85.16° | 1,63.16° | 1,46.10°

(molecule/uL)
Volume déposeé 50 40 50 50 60 60
(ul)
. Gem-3- Gem-4- Gem-5- Gem-6- Adenosine-Sq
Molécule _ . : : .
isoprenes | isoprenes | isoprenes | isoprenes homologué
Concentration | 79165 | 150.10° | 1,66.10° | 1,60.16° 1,39.16°
(molecule/uL)
Volume depose 50 60 60 60 60
(L)

Table 1: valeurs des différentes concentrations et votuméposés pour les différentes

isothermes de compression réalisées au cours tdeticése.
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VIlI- Biologie cellulaire

Tous les produits utilisés, sauf si précisé, oataghetés chez Invitrogen-Life Technologies.

1) Lignées cellulaires étudiées et culture

Au total, 8 lignées cellulaires cancéreuses ontdtétude Table 2, Table 3. Elles ont été
obtenues de ’American Type Culture Collection.races lignées, quatre sont des cellules

adhérentes, et quatre des cellules suspensives.

Nom de la lignée MiaPaCa-2 MCF-7 MCF-7 MDR B16F10
Espece Humaine Humaine Humaine Murine
Tumeur
Tumeur Tumeur mammaire ]
Type de cancer o . _ Mélanome
pancréatique mammaire « Multi Drug
Resistance »

Table 2: Lignées cellulaires adhérentes.

Nom de la lignée CCRF CEM| CEM/ARAC 8C L1210 L1210K
Espece Humaine Humaine Murine Murine
Leucémie, Leucémie,
Type de cancer Leucémie | déficience en Leucémie déficience en
transporteurs kinase

Table 3: Lignées cellulaires suspensives.

Le choix de ces lignées a été orienté par les tedsutrouvés précédemment avec les
nanoparticules de Gemcitabine-Sq : en effet ce osfmpgtait actif sur ces différentes cellules
(L. H. Reddy, 2007 ; L. H. Reddy 2009

Dans un premier temps, les cellules sont décongelékbes sont dispersées dans 10 mL de
milieu de culture adéquat, puis centrifugées a 12@fin pendant 5 minutes pour enlever le
DMSO ajouté lors de la congélation. Le surnageattemsuite enlevé, puis le culot est

redispersé délicatement dans 10 mL de milieu. Emdas cellules sont placées dans des
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flasques de 250 mL, et mises dans un incubatetmasahere humide, a 37°C, avec un taux
en CQ de 5 %.

En regle générale, les cellules adhérentes sonesmen culture dans du DMEM

(Dulbecco/Vogt modified Eagle's minimal essentiagdiim), qui est un milieu tamponné

contenant des acides aminés (entre autres du la@Gin¢), des sels minéraux, des vitamines,
du glucose et du phénol rouge. Ce milieu est compar des antibactériens (pénicilline (100
U/mL) et streptomycine (100 pg/mL)) et du serumwiau foetal (SVF) décomplémenté
(chauffé a 56°C pendant 30 minutes), qui apportemetéines et de nombreux facteurs de
croissance nécessaires a la survie et a la maétgn cellulaires. Le sérum est

décomplémenté pour lui retirer son activité Iytigudue aux différentes protéines

plasmatiques, participant chez I'animal a I'imménitnée. Pour la lignée MiaPaCa-2, du
sérum de cheval (SH, Gibco) est aussi ajouté peulacer dans des conditions optimum
(Table 4).

Nom de la lignée MiaPaCa-2 MCF-7 MCF-7 MDR B16F10
Milieu de culture DMEM DMEM DMEM DMEM
10 % SVF + 2,5
Complément 10 % SVF + PN| 10 % SVF+ PN 10 % SVF + PN
% SH + PN

Table 4: milieux de culture pour les cellules adhérentes.

De méme, les cellules en suspension ont été misesllure dans du RPMI (Roswell Park
Memorial Institute medium), qui est un milieu preclu DMEM mais contenant du
glutathion réduit et une diversité plus grande idles aminés et de vitamines. De la méme

maniére, du SVF ainsi que des antibiotiques santté$ au milieuTable 5).

Nom de la lignée CCRF CEM CEM/ARAC 8C L1210 L1210K

Milieu de culture RPMI RPMI RPMI RPMI

Complément 10 % SVF +PN 10 % SVF+BN 10 % SVF + PN % SVF + PN

Table 5: milieux de culture pour les cellules en suspamsi
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En moyenne, tous les deux ou trois jours (a 80 %oduence), un passage des cellules est
effectué. Pour les cellules adhérentes, le milgwaspiré puis les cellules sont rincées avec du
DPBS pour enlever toutes traces de milieu. 1.5 mlirgosine est ajouté et laissé pendant 5
minutes environ a 37°C, pour décoller les cellulEssuite, la trypsine est inactivée en
ajoutant 8.5 mL de milieu et 1 mL de cette solutest placé dans une nouvelle flasque
contenant a son tour 10 mL de milieu : c’est unspgs au ~ 1/f0Pour les cellules en
suspension, il suffit de prélever 1 mL de la soluttontenant les cellules, et de I'ajouter a une
nouvelle flasque contenant 10 mL de milieu pourirawoe dilution ~ au 1/10

En moyenne, les expériences ont été réaliséepigieme passage.

2) Test MTT

Le test MTT est un test colorimétrique qui permetguantifier les cellules vivantes. Le
réactif est un sel de tétrazolium, qui est réduit @@rmazan par la succinate
déshydrogénase mitochondriale des cellules vivaattises Figure 21). Une solution de
SDS a 10% avec 10 umol de HCI est ensuite utilmes détruire les membranes cellulaires
et libérer le précipité de couleur violette. Ensuiine simple mesure de la densité optique a

570 nm permet de quantifier les cellules vivantes.

we I
Yy e
e % (j*“’ b \y

Figure 21: Schéma réactionnel de la réduction du sel daz@élium en formazan.
12 suspensions de nanoparticules : Gem-1,2,3,86p8enes ainsi que les 6 acides

isoprénigues correspondants ont été testées sign@es cellulaires : MiaPaCa-2, MCF-7,
MCF-7 MDR, CCRF CEM, CEM/ARAC 8C, L1210 et L1210K.
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En pratique, le test est réalisé en sextuplicatec ades plaques 96 puits. Un nombre
relativement grand de cellules est déposé dansuehagits (3000 cellules dans 180 uL de
milieu par puits pour les cellules adhérentes ddd®cellules dans 90 pL de milieu par puits
pour les cellules suspensives). Pour dénombrercédisiles suspensives vivantes, il est
nécessaire d'utiliser du bleu de trypan (coloreblmu exclusivement les cellules mortes qui
ne possede plus de mécanisme « d’expulsion » gtaggiede une membrane fragilisée). Dans
le cas des cellules adhérentes, les cellules msdiet en suspension, il est donc facile de s’en
défaire, en aspirant le milieu.

Ensuite, dans le cas des cellules adhérentesatpuelest placée 24 heures a l'incubateur.
Puis, apres changement de milieu, 20 pL de droguoéiscubés pendant 72 heures a des
concentrations variables : voir Fagure 22 Pour les cellules en suspension, 10 puL de drogue
sont de suite incubés, aux mémes concentrationprggédemment.

0 5 13 33 82 200 512 1280 3200 8000 20000
Blanc nM nM nM nM nM nM nM nM nM nM nM

100% cellules vivantes

Figure 22: Schéma d’'une plaque 96 puits utilisée pour séalie test MTT. Les cases en
bleues correspondent aux puits contenants les leellincubées avec la drogue aux
concentrations finales indiquées en haut de chaglomne (une dilution d’'un facteur 2.5 de
droite a gauche). Les lignes vertes correspond@ntpaits ou aucune nanoparticule n'a été
ajoutée. La colonne correspondant a 0 nM de prnaiif sera ainsi le « 100% de cellules
vivantes ». Enfin la colonne en violet sera « lanbl» : comporte uniquement du milieu de
culture.

Apres 72 heures, le milieu est aspire, les cellsted incubées a 37°C pendant 2-3 heures en
présence de 100 pL d'une solution de MTT (Sigmariéihd Chemical Co. (St. Quentin
Fallavier, France) a 0.5 mg/mL (dans le DPBS) é&neA00 pL d’'une solution de SDS a 10
% sont ajoutés dans chaque puits. L’'absorbancenssiite mesurée a 570 nm a l'aide d’un
lecteur de plaque (Metertech 960, Fisher Bioblotikirch, France), en soustrayant
I'absorbance du blanc.

Apres avoir calculé toutes les moyennes des absoebgoour les différentes concentrations

en drogue, le pourcentage de cellules vivantes sietplement obtenu en se rapportant a
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'absorbance des puits ou aucune drogue n'a étébéw; c'est-a-dire au « 100 % de cellules
vivantes ». En tracant le pourcentage de cellulesntes en fonction de la concentration en
nanoparticules, il est alors aisé de trouver laceatration inhibitrice médiane (&) : Figure

23.

100%

80% -
Clsn=2.6 nV

% cellules 60% -

vivantes
40%
20% | \\0\ —

0%

0 2 4 6 8 10 12 14

concentration en nM

Figure 23: Pourcentage de cellules vivantes en fonctiotadeoncentration en drogue. En
rouge, le tracé pour déterminer a 50 % de cellilentes, la concentration correspondante :
la Clsg.
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3) Cytométrie en flux

a) Principe BD Biosciences, 2000

La cytométrie en flux permet de mesurer et mémeakiser de multiples caractéristiques
physiques de particules uniques, souvent des es]ldirculant dans un flux de fluide, et

interceptant la trajectoire d’un faisceau lasagyre 24).

Cell scample

Dichroic

mirror PM1 ] .
|
|
- @D |~
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(oo — AN = |

:
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Flow sheath——————— Obscuration bar ﬁ F
| AP

Analysis workstation

Figure 24: Schéma d’'un cytometre en flux avec en bleuug fle cellules, le laser, et les
différents détecteurs.

L’appareil est donc constitué de trois parties :

- un systeme fluidique transportant les cellulas Ve laser.

- un systéme optique constitué du laser et derdiité détecteurs. Le signal FSC (Forward
Scatter) sera détecté dans la direction du faisgezEident tandis que le signal SSC (Side
Scatter) sera collecté dans une direction perpalaidie a celle du faisceau incident. Ces deux
signaux ne donneront pas les mémes renseignemientggnal FSC est proportionnel a la
taille de la cellule tandis que le signal SCC peovid’'un changement d’indice de réfraction
du milieu cellulaire, il donne donc des renseignet®esur la granulosité ou encore sur la

complexité interne de la cellul&igure 25).
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side scatter detector

SSC

forward scatter detector

FSC

light source

Figure 25: schéma représentant la diffusion d’'une ondetré@leagnétique a travers une
cellule, avec les deux types d’ondes diffuséesctiéds : « side scatter » (SSC) et « forward
scatter » FSC.

Ainsi, le fait de corréler le signal SSC au sigR8IC permet de distinguer les différents objets
présents, comme par exemple de différencier Idaleglvivantes de celles qui sont mortes
(Figure 26).

v.18c0

S5C-A

428,398 2,000,000 4,000,000

21,74 10,000,000 15,975,
FSC-A

Figure 26: Schéma représentant le signal SCC en fonctiosighal FSC, avec en rouge le
tracé du « gate » P1 correspondant aux cellulesites.

Le cytometre en flux posséde aussi un systemdtdesfoptiques, FL-1 (533 + 30 nm), FL-2
(585/40 nm), FL-3 (>670 nm) et FL-4 (675/25 nm) germet de collecter le signal issu de
I’émission de fluorescence lors de I'excitation fgataser d’'un marqueur fluorescent : le filtre

sera choisi en fonction du marqueur fluorescelfiséti

- Enfin, le signal optique est transformé en umalglectronique pour ensuite étre analysé.

- 110 -



b) La sonde fluorescente utilisée

Le marqueur fluorescent utilisé est le Cholest&ODIPY® FL C;, (CholBodiPy) :Figure
27.

CH3

]
H O CH —(CH,),CHICH,),

H3C
- 3 N
\ M N =
S 0]
F’B\ 1"
H3C (CHE)11 C

Figure 27 : Formule chimique du marqueur fluorescent utjlSBolBodiPy.

C’est un analogue du cholestérol qui a donc la it de pouvoir s’'insérer dans les
membranes cellulaires et donc aussi dans les neimaes utilisées.

Lorsqu’il est excité a une longueur d'onde compasaée 480 et 500 nm, il y aura émission
de fluorescence autour de 520 nm, dans le vertfl@eophore a un comportement qui
dépend de la concentration locale : en effet iléandontré que dans des vésicules lipidiques,
lorsque le pourcentage molaire en sonde augmehéaitission dans le vert diminuait, mais
par contre une émission dans le rouge apparai@Sgitre 28) (R. E. Pagano, 1991 Ce
phénomene serait dd a la formation d’excimeresagraient une longueur d’onde d’émission

de fluorescence différente de la sonde sealeM. Makrigiorgos, 1997 ; Y. Ohsaki, 2010 ; N.
Saki, 200%.

Relative Fluorescence Intensity

450 550 850

Emission Wavelength (nm)

Figure 28: Spectre d’émission (excitation a 480 nm) de crédsb lipidiqgues chargées a
différents ratio molaires en Cholesterol BODIPY® €L, (2%, 5%, 10%, 20 % et 50 %). La

concentration en lipide était de 31 uM.
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Plus exactement, deux conformations de dimeres |sesidnt coexister dans un systéme
lipidique, D (forme sandwich) et ) cette derniere conformation étant responsableed’u
fluorescence d’émission dans le roug@g(re 29 : le spectre d’émission du monomeére et
d’absorption de ce dimére,B3xe chevauchant. La conformation duant a elle ne présente
aucune intensité d’émission de fluorescence, searieom pic d’absorption a 477 nm, avec un

rayon de Forster estimé a 57 AZF. Bergstrom, 200)L

Energy

Figure 29: Schéma représentant les différents cheminsldeatéon possibles du monomere
(M), et des diméres &t D (F. Bergstrom, 2001)

c) Spectroscopie de fluorescence

Pour vérifier la fluorescence des différentes sosjpms étudiées, le spectre d’émission (entre
490 et 600 nm) a été réalisé sur le spectrofludran®erkin Elmer LS 50B, avec une
longueur d’onde d’excitation de 480 nm. Les susjp@ass(0.5 mg/mL) étaient placées dans
des cuves en quartz (PerkinElmer, 10x2 mm) aprigiai au 7/3 pour ne pas saturer

I'appareil.

d) En pratique

0.5% de CholBodiPy (solution & 1 mg/mL dans un mgdaéthanol/acétone 1 :1) est ajouté
dans la phase organique lors de la nanoprécipitatiola Gem-Sq et de la Gem-5-isoprenes.
Les suspensions ont pour concentration finale @&m.

Les lignées B16F10 et MiaPaCa-2 sont mises enreuttans des plaques 12 puits : 100 000
cellules par puits, dans 1 mL de milieu pendanh@dres. Aprés avoir changé le milieu, soit
en remettant du milieu initial, soit du milieu saB¥F, les cellules sont incubées avec la

suspension (concentration finale de 10 pmol/L) pehdB0 minutes, 1 heure, 4 heures, 8
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heures, 24 heures et 48 heures. Les cellules sentte lavées dans du DPBS puis décollées
au temps voulu avec 300 pL de trypsine dans chagits (pendant 5 minutes). Chaque
échantillon est ensuite analysé en triplicate @ld¢’al’'un cytometre en flux (BD Accuri C6,
Ann Arbor, MI) en utilisant le logiciel BD Accuri Elow Plus. La zone correspondant aux
cellules vivantes, le « gate », a d’abord été esdinet la mesure s’arrétait au bout de 10000
cellules dans cette zonEigure 30). La vitesse du flux était de 35 pL/min, le laséilisé
possédait une longueur d’onde d’excitation de 488en le filtre de détection était a 533 nm
(FL1-A).

Une autre série d’expériences a été réalisé eamldes plaques a 4°C aprées incubation avec

la drogue, pour voir une possible influence suntérnalisation.

1.2

1,000

Count

500
1

=

w o Wt gt WS W T2
FLA-A

Figure 30: superposition des trois mesures représentanfilul@escence pour 10 000
évenements enregistrés dans le gate P1 par le ertam
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4) Microscopie confocale a balayage laser

a) Principe P. A Bryon, 19956

En microscopie optique conventionnelle, tous leatgale I'objet dans le champ examiné sont
eclairés et contribuent a la formation de lI'imagéme s'ils sont situés hors du plan focal de
l'objectif, d'ou une perte de résolution d'autdos pmportante que I'objet observé est épais.
En 1957, Marvin Minsky a proposé de diminuer la ikm® parasite en utilisant des
diaphragmes (pinhole), limitant alors a un mémet sponctuel dans le plan focal
I'illumination et la formation de I'image. Le pripe de base de la microscopie confocale est
ainsi une coincidence point par point de lilluntioa et de l'obtention de l'image avec
élimination des points situés hors du plan foEajre 31). La correspondance entre le point
illuminé et le point utilisé pour I'image nécessaeméme systéme optique pour l'illumination
et la formation de l'image, ce qui limite I'empldi systeme confocal a la microscopie

d'épifluorescence.

| Detector

i

.
p— Confocal
Pinhole ———— <> Someo
Laser &
source | {| ' i
] - i Main Dichroic
X Beamsplitter
Collimator F B .
T 7 Scanning

-— o

l: z mirrors
&=L - Objective

»

Specimen

Focal Plane

Figure 31: schéma d’'un microscope confocale a balayage lase

b) En pratique

Les cellules MiaPaca-2 et B16F10 sont mises enreulur des lamelles en verre de 16 mm
de diametre placées dans des plaques a 6 puitsO(D0@ellules par puits). De la méme

maniére que pour la cytométrie en flux, les dewspsusions fluorescentes de Gem-Sq et de
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Gem-5-isoprénes sont incubées pendant 1h, 4h & Bhconcentration de 0.5 mg/mL. Les
cellules sont ensuite rincées avec du DPBS, eedistir les lamelles en verre avec du PFA
(paraformaldéhyde) a 3% pendant 20 minutes : é¢difge créée des ponts méthyléne entre les
protéines John A. Kiernan, 2090 Les cellules sont ensuite rincées deux fois akweblH,Cl

(50 mM), puis deux fois avec du DPBS. Les lamealleserres sont récupérées et montées sur
des lames avec une goutte d’'une solution Fluorp-Rres lames sont ensuite observées sur le
microscope LSM510 Meta (Carl Zeiss, Jena, Germanyltilisant un objectif & immersion
dans 'huile 63% (Plan-Apochromat). La longueurrdie d’excitation du laser argon est de
488 nm (30 mW), et la fluorescence a été détectida d'un filtre passe bande entre 505-

530 nm pour limiter 'autofluorescence naturells dellules.
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Chapitre |Il

Influence de la téte polaire sur la
structure supramoleculaire de
nanoparticules squalénées
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I- Résumé

Dans les études précédentes, les structures supr@anaires respectives des nanoparticules
de Gem-Sq ainsi que de didéoxycytididine-Sq (ddavgient été déterminées et il se trouve
gue ces molécules (prodrogues) ne s’organisaiestdeala méme maniére : une phase
hexagonale inverse et un mélange de deux phase&seabPn3met la3d) respectivement.

Pourtant ces molécules ont relativement peu déreifices Figure 1.

7SN SN
HO A HO LA
') N™ ~O 0 N~ ~O

=)

W

H H H H
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Figure 1: molécules de ddC-Sq a gauche et de Gem-Sq te dri@is différences entre ces
deux molécules amphiphiles sont entourées en noir.

Pour tenter de rationnaliser ces auto-assembléigegle de la structure supramoléculaire de
plusieurs nucléosides ou analogues nucléosidiqoeplés au squaléne a été effectuée :
adénosine, déoxycytdine, thymidine, didéoxyinosiggmcitabine monophosphate. Le
comportement en deux dimensions de chacun de gesiginies a l'interface air-eau a aussi

éte etudié, pour évaluer lI'aire moléculaire.
Nous nous sommes aussi intéressés a l'influenda gesition du squaléne sur la structure
supramoléculaire des nanoparticules. De la modiéisanoléculaire a été effectuée sur l'un

des composeés pour affiner I'analyse.

Enfin, dans le complément d'étude de ce chapitoaisnavons regardé l'influence de la

température sur la structure de certaines de aesparticules.
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Abstract

Squalene-based nucleolipids, including anticancerantiviral prodrugs, gave rise to
nanoparticles displaying a diversity of structurepon nanoprecipitation in water.
Synchrotron small-angle X-ray scattering and cryMl imaging revealed that both the
nature of the nucleoside and the position of thealeme moiety relative to the nucleobase
determined the self-assembly of the correspondiegonjugates. It was found that tiny
chemical differences resulted in major differenaeghe self-organization of nucleolipids
when squalene was grafted onto the nucleobase aserdy lamellar phases were observed
when squalene was linked to the sugar moiety. Tde rkle of hydrogen bonds between
nucleobases in the formation of the lamellar phasas suggested, in agreement with
molecular simulations. These findings open a wawatds a fine tuning of the supramolecular
organization of squalene-based prodrugs, with the & improving their pharmacological

activity.

1) Introduction

The therapeutic activity of drug molecules is oftempaired by their physico-chemical
properties and toxic side effects. Two main apgdneachave therefore been developed to

enhance the efficacy of existing therapeutic compguand to improve their delivery to the
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target cells or tissues. One of them, the prodttagegyy, consists of the chemical linkage of
the active drug to a moiety that will be cleavedhat target site to trigger the release of the
active compound? The second strategy is the design of colloidatesys loaded with the
drug moleculeé*® These approaches may overcome poor drug solulititor stability,
improve drug bioavailability by enhancing absorptieontrol the drug release and achieve
the specific delivery or activation of the drug emiles at the target site, thus increasing the
drug therapeutic index.

We have conceived a new strategy which combinesetitiwo approachésThe so-called
“squalenoylation” technology consists of the bigogation of squalene, a natural lipid
precursor in the biosynthesis of sterols, to antea (such as gemcitabine) or antiviral (such
as dideoxycytidine, ddC) nucleoside analogues. Téwmulting amphiphilic nucleolipids
spontaneously self-assembled as nanoparticlester weithout the need for any other carrier
material. Remarkably, these bioconjugates exhilieiter pharmacological activity than the
parent drugg:®®

It should be noted that the driving forces for se§embly of such amphiphiles in an aqueous
medium are the hydrophobic forces but that vargiusctures can be formed as a result of the
balance between hydrophobic forces and polar hatadaictions. Nucleosides or nucleoside
analogues can interact throughr stacking and hydrogen bondifgTherefore, nucleolipid
supramolecular assemblies result from complex cape effects of multiple weak
interactions between a large number of componé&nibtle differences between nucleolipids
may be amplified in supramolecular assemblies. €gumsntly, small changes of the
nucleolipid molecular structure may lead to diffdreaggregate organizatioh's:? The
supramolecular organization of these prodrug neserablies is expected to be a key
parameter which can dramatically influence theirptacological activity. Indeed, their size,
shape, surface properties and structure as wéieastability in aqueous medium of both the
nanoparticles and their individual prodrugs maymtaically affect their ability to diffuse into
tissues and to be internalized within céftd*'®> For example, nanoassemblies with inner
agueous channels may ensure a better accessibilityater and activation enzymes to
amphiphilic prodrugs and the drug release profieyralso depend on the channel size and
tortuosity’® Additionally, nanoassemblies displaying inverséicuor hexagonal structures
are considered cell membrane fusogenic nanocdrfrtésince they have been suggested to
promote the spontaneous formation of transientgoremembranes upon interaction with

cells. This disruption of the bilayer structure tlsought to be an intermediate in the
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mechanism of membrane fusion. It is obvious thiabfalhese factors will dramatically affect
the biological activity of the nanopatrticles.

There is, therefore, an urgent need to clarify better understand the parameters which
determine the supramolecular structure of thesalega-based nucleolipid nanoassemblies.
With this aim, we have covalently coupled squalemesither the nucleobase or the sugar
moiety of a library of nucleosides or nucleosidalagues. Briefly, the nucleoside analogues
were condensed with 1,1’,2-trisnorsqualenic acguéenic acid) either on the 5’-OH group
or onto the heterocyclic base (see Supporting mn&bion). The chemical structures of the
different squalene conjugates are drawnFigure 1. Remarkably, all the synthesized
bioconjugates self-assembled into nanoparticles umoprecipitation in water. It has been
found that both the nature of the nucleoside ared pgbsition of squalene relative to the
nucleobase influenced the structure of the nanoddsss in a complex manner which is

discussed in the present article.

OH OH
adenosine-Sq deoxycytidine-5’-Sq thymidine-Sq ddl-Sq

Figure 1. Chemical structures of squalenic acid and squdbased nucleolipids. Squalene
was grafted either on the nucleobase or on th@$itipn of the sugar moiety.
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2) Experimental Section

Preparation of nanoparticlesThe nanoassemblies were prepared by nanoprecpitati
Briefly, compounds were dissolved in ethanol (<1 mL™"). This solution was added
dropwise under stirring (500 rpm) into water. Thelumne ratio between the agueous and
organic phases was of 2 (3 for adenosine-Sq natidpa). Formation of the nanoassemblies
occurred spontaneously. Ethanol was evaporated) @siRotavapor instrument to obtain an

aqueous suspension of nanoparticles.

Langmuir film balanceA computer-controlled Langmuir trough coupled t@vdhelmy plate
device (KSV Nima, Finland) was used to record caspion isotherms of squalene-based
nucleolipid monolayers. Nucleolipids were spreamhfrchloroform solutions onto pure water
(775.75 cm?) maintained at 18°C. After depositidracsolution the solvent was allowed to
evaporate for 15 min before the beginning of thenmession. Two Teflon barriers
compressed the monolayer symmetrically at the sanee(10 mm mir) from opposite sides
of the trough. The reportedA values are mean values of three measurementsvalbe of
monolayer isothermal compressibility modukig at a given surface pressurevas deduced

from the 77— ArelationshipKa= - Ad77dA

Quasi-elastic light scattering (QELShe hydrodynamic diameter of the nanoparticles was
determined at 20°C by QELS at a scattering ang@00f using a Nanosizer apparatus (nano-
ZS90, MALVERN). The hydrodynamic diametek,was deduced from the mean translational
diffusion coefficient,D, of the particles according to the Stokes-Einstaim for spherical
particles in the absence of interactiotis: ksT/ 3777D, wherekg is the Boltzmann constart,

is the temperature ang the viscosity of water. The measurements wereopedd on
suspensions at a concentration lower than L6l L. The MALVERN nanosizer software
yielded intensity-weighted size distribution. Thr@@asurements on the same sample were

averaged.

Small-angle X-ray scatteringSuspensions of nanoparticles where loaded into tzyuar
capillaries (diameter 1.5 mm, Glas Miiller, Berlidermany). The top of the capillaries was
sealed by a drop of paraffin to prevent water evaipan. X-ray scattering experiments were

performed on the Austrian synchrotron beamline lEEETRA and on the SWING beamline
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at SOLEIL. The scattered intensity was reportedaafinction of the scattering vector
g = 4rrsind A, where28is the scattering angle aidhe wavelength of the incident beam. For
both instruments the calibration of tlgerange was carried out with silver behendtbe
Austrian SAXS beamline was operated at 8 keV. SA)Herns were recorded using a
position sensitive linear gas detector, argon- reghidled, with sample-detector distance of
1 m. Exposure times were typically 300s. On SWINgarhline operated at 11 keV the data
were collected by a two-dimensional CCD detectopdSure times were typically 10 s.
Intensity values were normalized to account fombaatensity, acquisition time and sample
transmission. Each powder-like diffraction pattafisplaying a series of concentric rings, was
then integrated circularly to yield the intensityafunction ofj. The scattered intensity from

a capillary filled with water was subtracted frone tsample scattering curves.

Cryogenic Transmission Electron Microscopy (CryoM)EThe Cryo-TEM investigations
were performed with a Cryo-TEM (JEOL 2100) electnmicroscope, at the “Service de
Microscopie Electronique de I'Institut de Biolodégrative” (IFR 83 CNRS, Paris). A drop
(4 pL) of the (2 mg mL*) sample was deposited on a carbon-coated copigerEgcess liquid
was removed with a blotting filter paper and thengke was quickly vitrified by plunging it
into liquid ethane, using a guillotine-like franiehe sample was then transferred to a cryo-
sample holder. Observations were made at an aatielgrvoltage of 200 kV under low

electron dose. Analysis was performed with the ledagpftware.

Molecular modelingAn initial 3D structure of the title compound wgsnerated from a 2D
chemical drawing created from Chem3D sketch usihgn@D (both sofwares were from
CambridgeSoft Corporation). From this 3D modelharboughly energy-minimized model
was obtained after a short molecular dynamics drajg of 10 psec under AMi (semi-
empirical quantum mechanics Austin 1 algorithm)sbgps of 1 fsec at 300K, as implemented
in the HyperChem package (HyperCube, Inc.) andesyuEnt energy-minimization (using a
Polak-Ribeire gradient algorithm). This process wgseated 100 times and the conformer
with the lowesiH content was selected for further elaboration ofencomplex models. A
dimeric assembly was built up. Since it was knowpegimentally that the distance between
the most distal atoms was in the order of 42 Afed#int dimeric assemblies respecting this
distance constraint were constructed and energywnzad as above. Finally, the most
energy-favored model was selected for further ektion of more complex frames,

simulating the lamellae-shaped phase and a cotistnugsing 8 dimeric units was attempted:

-125 -



Submitted

this model could be handled using the OPLS moleaulechanics approath(which takes
into account hydrogen bonds). All the systems safsembled, the only one that showed
coherence upon energy-minimization was that obtbimeparallel staking of the heterocyclic

moieties. All other attempts resulted in a quicktdéctive disaggregation of the model.

3) Results and discussion

Insight into the 2 D self-assembly of moleculeshatair-water interface has first been gained
by the Langmuir film balance technique. Compressisotherms of squalene-based
nucleolipids have been recorded. Triethylammoniu(N}Mtrisnor-squalenoyl-2’,2’-difluoro-
2’-deoxycytidine  monophosphate  (gemcitabine  MP-SQq)5’-trisnorsqualenoyl-2’-
deoxythymidine (thymidine-Sq) and 5’-trisnorsqualgi?2’,3’-dideoxyinosine (ddI-Sq) did
not form stable monolayers upon compression whecgtdine-derived conjugates like 4-
(N)-trisnorsqualenoyl-2’,2’-difluoro-2’-deoxycytide (gemcitabine-Sq), N{-
trisnorsqualenoyl-2’-dideoxycytidine  (ddC-Sq), MHtrisnorsqualenoyl-2’-deoxycytidine
(deoxycytidine-Sq) and 5'-trisnorsqualenoyl-2’-dgoytidine (deoxycytidine-5’-Sq) as well
as 6-()-trisnorsqualenoyladenosine (adenosine-Sq) exubitypical surface pressure-
molecular area7£A) isotherms, as shown iRigure 2a and 2b The surface pressure-

molecular area isotherm of squalenic acid was@sorded Figure 2a and 2.
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Figure 2. Surface pressure-molecular area compreqsmA) isotherms recorded at T = 18°C
of nucleolipids monolayers at the air—water inteefa (a) deoxycytidine-Sq, ddC-Sq,
gemcitabine-Sq, squalenic acid and deoxycytidin&é’ (b) adenosine-Sg and squalenic
acid. (c): Compressibility moduKa as a function of surface pressure recorded at18°€
for nucleolipids spread at the air-water interfadeoxycytidine-5’-Sq, squalenic acid and
adenosine-Scsée also Figure S6
Large molecular areas at zero pressure correspdodingd gas-like state of the amphiphilic
molecules. The onset of surface pressure, for @entdr area close to 90°Arevealed the
beginning of the interaction and organization oflecales at the interface. The collapse was
reached at a surface pressure between 36.0 and®.6i', depending on the molecular
structure of the nucleolipid. The surface areacliapse corresponded to the minimum area
occupied by the molecules. The slope of #é isotherm provided information on the
monolayer compressibilitia = - Ad77dA indicative of the physical state of the monolayer
(Figure 2c and Figure S§ (liquid-expanded for 13K, < 100 mN n, liquid-condensed for
100 Ka < 250 mN m').?! Table 1 gathers characteristic values of surface presante
molecular area at collapse, ammax for all studied nucleolipids. Molecular areas at
30 mN ni*, which is a surface pressure where the compréissibif squalene chains is

reduced, are also reported for comparison betwaelealipids.
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Table 1. Characteristic values deduced from compressiothesms of squalene-based
nucleolipids monolayers: molecular area at collagseface pressure at collapse, molecular
area at 30 mN thand maximum compressibility modulus.

Molecular Surface Molecular

AM
area at pressure  area at 30 "

Compounds collapse  at collapse mN m™ (r;nll\)l
%) (MmN m™) (GY)
305 23.2 *% kK 43
gemcitabine- 25.0 38.0 29.0 58
Sq
deoxycytidine 30.8 36.0 34.6 56
_Sq
ddC-Sq 26.0 39.2 80.7 >9
adenosine-Sq 26.0 42.0 30.4 84
deoxycytidine 36.6 38.3 42.6 62
-5-Sq

The different molecular areas of the bioconjugates derived from cytidine, witjualene
linked to the nucleobase, could be understoodrmdeof the different hydrophilicities of the
nucleoside analogues. The more hydrophobic genicéebg exhibited the smallest
molecular area. Exchanging the geminal fluorinege@incitabine at the 2’ position of the
nucleoside by two H atoms increased the hydroptyilaf the deoxycytidine-Sq headgroup
and, thus, its molecular area. The slightly lessrbghilic ddC-Sq displayed a molecular area
that was intermediate between those of gemcitaBma&nd deoxycytidine-Sqg. Surprisingly,
the molecular area of the bulkier adenosine-Sqweag close to that of ddC-Sq. This could
be explained by the higher hydrophobicity amdtacking ability of adenosine compared to
cytidine, resulting in a tight arrangement of adene-Sq molecules at the interface. On
another hand, the large molecular afefound for the deoxycytidine-Sq derivative when Sq
was linked to the 5’ position of the nucleoside nhaytentatively explained by the different
conformation and stacking of deoxycytidine moietieghe interface.

The monolayer isothermal compressibility moduli mae (Kamay Of cytidine derivatives
were within the range 56-62 mN mFrom these values &f,, all monolayers appeared to be
in a liquid-expanded state up to the collapse xpe@&ed for amphiphiles containing a highly
unsaturated aliphatic chain. However, for the ademeSq bioconjugateKamax was
84 mN m', suggesting a more organized state of this moerolay

Comparison of7zA isotherms of squalenic acid and squalene-basdéaiipids revealed the
influence of the nucleoside moieties on the in@dlabehavior of these nucleolipids. The
squalenic acid monolayer collapsed at a much higheface pressure than squalene
(7.7 mN mH)? but at a significantly lower surface pressure ththe monolayers of
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nucleolipids. When the headgroup was a nucleosidaety, the collapse pressure and
compressibility modulus increase was due to inteyas between nucleosides. Specifically,
the higher base-stacking tendency and hydrophgbioit purine bases, compared to
pyrimidine bases, resulted in a higher collapsesquree and compressibility modulus
maximum of the adenosine-Sq monolayer. Monolayehaber thus arose from the
coexistence of disordered hydrophobic chains atar paicleosidic headgroups prone to self-

organizing.

It was observed that all the synthesized bioconggyapontaneously self-assembled as
nanoparticles upon addition of an ethanolic sotutioto water, the solvent being further
removed by evaporation. The hydrodynamic diametethe particles, measured by quasi-
elastic light scattering (QELS) immediately afteemaration, was comprised between 100
and 500 nm. Nanoparticles in diluted suspensiomne ¥aeind to be stable over a period of 50

days, except for gemcitabine-Sq which was stablerfity 4 days Figure S4 and S5.

The supramolecular organization of gemcitabine-§gmcitabine MP-Sq and ddC-Sq
nanoassemblies has been identified in preliminangiss’?*** Gemcitabine-Sq formed an
inverse hexagonal structure, with a lattice paramet 87.7 A. The aqueous cores of close-
packed cylinders were surrounded by hydrophilic geabine molecules linked to the
squalene chains. When gemcitabine was phosphaiylated further conjugated with
squalene, unilamellar liposomes were observedllFjrC-Sq nanoassemblies displayed an
inverse bicontinuous cubic organization, formedabpilayer lying on a periodic minimal
surface. Two lattices of space graep3m(lattice parameteas = 77.2 A) anda3d (a= 122.5

A) were evidenced. Th@n3m and la3d cubic phases correspond to D (diamond) and G
(gyroid) minimal surfaces, respectively. Howevérywas unclear why these supramolecular
organizations occurred.

Thus, to better understand the contribution ofrtheleosidic headgroup to the supramolecular
organization of the nanoparticles, the internaligtire of nanoassemblies involving either
deoxycytidine-Sqg or adenosine-Sq has been invéstgasing synchrotron radiation small-
angle X-ray scattering (SAXS) and the nanoassemiliisa’e been imaged using cryogenic
Transmission Electron Microscopy (cryo-TEM). As simoin Figure 3a, the nanoassemblies
of deoxycytidine-Sq exhibited an inverse bicontiasicubic structure. The series of Bragg
reflections had an onset @t= 0.09 A and q values were spaced in the ratidsV3, 2,6,

\8, 3. These peaks indexed as the (110), (111)),(2PD1), (220) and (221) reflections of a
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cubic structure of space groupn3m The lattice parameteig, was obtained from the

reciprocal slope of the linear plot gfversus(h® + k* +1%)%?

, (Figure 3b) whereq was the
peak position andh( k ) the corresponding Miller plane indices (for a iculphase
q = 27a (it + k* +13Y3). This yieldeda = 102.7 A. The angular shapes of nanoparticles, as

evidenced by cryo-TEM, reflected their cubic stawetFigure 3a Insert).

Vau

1

2 3
(h2+k2+12)'"?

0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

a/A-

Figure 3. (a) Small-angle X-ray diffraction pattern recordetl room temperature of
deoxycytidine-Sq nanoparticles in excess waterk®eae indexed according to a cubic
structure of space groupn3m.(b) Plot of the g-values of the scattering maxivesus
(h* + K* + 1Y% where(hkl) are the corresponding Miller indices. The lat{izameter is
obtained from the reciprocal slope of the lineefittto the data points (= 102.7 A). Insert:
Selected cryo-TEM image of deoxycytidine-Sq nantglas, showing an angular shape
consistent with a cubic phase.

The SAXS pattern of adenosine-Sq nanoassemblipkages] only a broad peak, revealing no
long-range positional order. Cryo-TEM showed namtglas with a disordered inner
structure, seemingly made of randomly connected Ine@nes. These nanoparticles were
occasionally square-shaped and a few vesicles algoeobservedHigure 4). Taken together,
these SAXS and cryo-TEM patterns were reminiscésponge-like phase nanoparticles. The
sponge (k) phase consists of a multi-connected membranehmmay exhibit short range
ordering, similar to patches of an inverse bicamums cubic structure, and is usually
considered as a melted cubic ph&sErom the positiors of the SAXS correlation peak, the
characteristic cell size of the bilayer random rekv could be estimated as being
d=27/gs=57.3 A. A minor population of cubosomes, whos&XS pattern might be
obscured by the broad peak of thephase, could also be present.
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Figure 4. Small-angle X-ray diffraction pattern recordedr@m temperature of adenosine-
Sq nanoparticles in excess water. The broad skegtpeak results from bilayer correlations
in the sponge phase. Insert: Cryo-TEM image of asiee-Sq nanoparticles.

In a second set of experiments, the impact of tbsitipn of squalene relative to the
nucleobase was assessed. With this aim, the sujmamer organization of
deoxycytidine-5’-Sq (i.e. with Sq linked to the smg’ position) was compared to that of
deoxycytidine-Sq (i.e. with Sqg coupled to the naoblkese). The diffraction pattern of
deoxycytidine-5'-Sq nanoassemblies exhibited a shprak atq = 0.15 A' and a weak
second order peak, indicative of a lamellar phasg¢ (Figure 5). The lamellar spacing d,
deduced from the position of the peaks using theg8rlawd = 277q, was 41.9 A. The
d-spacing is the sum of the bilayer thickness dral water layer thickness between the
bilayers. Interestingly, these nanopatrticles, indage cryo-TEM, appeared as short cylinder-

like objects most likely arising from compact stiackof disc-like bilayersKigure 5 Insert).

l/a.u

T T T T
005 010 015 020 025 0.30

g/A-

Figure 5. Small-angle X-ray diffraction pattern recorded siom temperature of
deoxycytidine-5’-Sq nanoparticles in excess walée positions of the peaks are indicative
of a lamellar phased(= 41.9 A). Insert: Cryo-TEM image of deoxycytidiBeSq
nanoparticles.
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Further experiments have been performed on othdealipids bearing the squalene chain on
the sugar 5’ position. Both thymidine and ddI datives were also found to self-organize as
lamellar phases, as revealed by SAX®(re 6). Their characteristic repeat distances were
d=39.8 A andd = 49.4 A, respectively. Cryo-TEM images showed sighé nanoparticles
(Figure 6 Inserts). All of the lamellar phases displayed small chteastic repeat distances,
between 40 A and 49 A. Only the two first orders diffraction were observed; the
suppression of higher orders should be due to istgqaksorder and/or to bending (Helfrich)

fluctuations of the bilayers.

Taken together, X-ray data and cryo-TEM imaginchhghted that tiny chemical differences
resulted in major differences in the self-organ@atof nucleolipids when squalene was
grafted onto the nucleobase whereas only lamelas@s were formed when squalene was

linked to the sugar moiety.

l/a.u

T T T T | T T
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g/A

005 010 015 020 025 030 0.35
g/A

Figure 6. Small-angle X-ray diffraction patterns recorded@m temperature of a) ddI-Sq
and b) thymidine-Sqg nanoparticles in excess wdatee. positions of the peaks are indicative
of lamellar phasegl(= 49.4 A andd = 39.8 A, respectively). Inserts: Cryo-TEM imagésa)
ddI-Sg and b) thymidine-Sqg nanoparticles.

The simplest approach to understand the self-adgestrhcture of amphiphilic molecules in

water takes into account their molecular shapejessribed by the packing parameter. The

-132 -



Submitted

packing parameter has been defined ms: V/(Ay x |) whereV is the volume of the
hydrocarbon chain(s), is the maximum effective hydrocarbon chain lengtid A, is the
optimal surface area per molecule at the polarlaapaterface. The molecular shape is
assumed to determine the interface curvature. \Whe®.5, cone- or truncated cone-shaped
molecules are anticipated to form spherical or ndyical micelles. The flat bilayer
organization is favored for amphiphiles with a ogliical molecular shape characterized by a
p value close to 1. As the value pincreases above 1, the molecules become wedgedhap
and tend to aggregate into structures with negativeature, such as the inverse bicontinuous
cubic phases or the inverse hexagonal phase.

This simple geometrical model can account for tikase sequence observed when the
interfacial area of cytidine derivatives, with stpme coupled to the nucleoside amine
function, progressively increases. Gemcitabinev8uch exhibits the smallest molecular area
A =29.0 K at 30 mN m, forms an inverse hexagonal structure. This pagkitiows the
bulky squalene chains to splay in spite of the sgincitabine headgroup area. In order to
evaluate the gemcitabine-Sq packing parameter,ettended squalene chain length was
determined from a molecular model and the hydrojghweblume of the chain was obtained
by adding the volumes of the submolecular compaféit We foundl ~ 25 A andV
=822 A. TakingA; = 29.0 X, this yieldedp = 1.134, which is consistent with the formation
of an inverse hexagonal phase. The small increasenterfacial area of ddC-Sq and
deoxycytidine-Sqg, compared to gemcitabine-Sq, ptesithe formation of the less curved
inverse cubic phases. The wedge shape of deoxyogtily p ~ 0.95) is anticipated to be less
pronounced than that of ddC-Sg { 1.07) since its molecular area is slightly lardgehis
should result in a decreased spontaneous mondatayeature, inducing an enlargement of the
unit cell size of thePn3mphase that is consistent with the increase ofibasured lattice
parameter from 77.2 A in ddC-Sqto 102.7 A in deoxycytidine-Sq. The difference in
spontaneous monolayer curvature of ddC-Sq and dgt®ine-Sqg could also explain the
coexistence of then3m(D) andla3d (G) phases in ddC-Sq samples whereas onlytiim
phase was observed in deoxycytidine-Sq. Indeedyrditg to the model that assumes a
constant mean interfacial curvature for inverseomiimuous cubic phases, the energetic
degeneracy between the3m(P, primitive),Pn3m(D) andla3d (G) phases is broken and an
increasingly negative curvature of the monolayepfa the phase sequence>P—G 30 3132
Finally, an even larger molecular area is likelyewha phosphate group is coupled at the 5'
position of gemcitabine-Sq, due to the increasedcshindrance and hydrophilicity of the

headgroups and to electrostatic repulsion betwbemt This leads to the flattening of the
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monolayers and to the formation of liposomesdenosine-squalene, whose molecular area
is similar to that of ddC-squalene, also displagsiraverse bicontinuous phase, the sponge
phase. These nanoparticles devoid of long-ranger anight be kinetically trapped structures.
Noteworthy, the b phase was very rarely observed in simple two caorapb lipid-water
systems>3*

The phase sequence flat bilayer — inverse bicoatiaicubic phase Q- inverse hexagonal
phase K, which was evidenced at room temperature amongyhdine derivatives- based
nucleolipids, with squalene coupled to the nuclseb@&an be qualitatively explained by the
decrease of the nucleosidic headgroup hydrophilicithis phase sequence is usually
considered as the natural sequence of the lyotrapsophases when the spontaneous
monolayer interfacial curvature of a given amphpmhiecomes increasingly negative upon
external stimuli such as a variation of hydrati@mperature, pressure etc...

The packing parameter captures the general trehttee dependence of the supramolecular
structure on polar headgroups. However, as evideabeve, phase transitions may be related
to minor variations of the packing parameter aredrttodel is unable to predict with certainty
the phase formed, either lamellar or inverse bicoous, when the packing parameter value
is close to unity. A more accurate approach woeledto consider the total free energy of the
system. It is assumed that the supramolecular ag@on is such that it minimizes the sum
of the curvature elastic free energy, the chairkipgcfree energy and a free energy term
including contributions from other interactioﬁsUsually, the formation of either the lor Q,
phase is explained by the elastic properties obtlager which is the basic unit of these two
phases. Two constants describe the elastic prepedfi the membrane, the elastic mean
curvature modulus (bending modulus) and the el&digssian curvature modulus. Depending
on the value of the elastic Gaussian curvature tasdky either the . or Q, phase is favored.
Positive values ok favor saddle deformations of the membrane (and tulic or sponge
phases) whereas the lamellar phase is energetioaliye favorable ifk is negative®
However, when the squalene chain is coupled toibdose moiety, nucleobases belonging to
opposing monolayers are able to form twin hydrogends. For instance, two thymine or
adenine nucleobases can form twin hydrogen boritte(eNH...O or NH...N)¥ In this case,
the last term in the total free energy, resultingrf specific interactions, is expected to no
longer be negligible. Indeed, surface force measangs performed between monolayers of
lipids with nucleosides as headgroups (thymidineadenosine) have evidenced strong
adhesion energy between such layers, which haséggained by the formation of hydrogen
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bonds®*3’ The absence of interfacial curvature of the laangdhase should favor the stacking
interactions between bases within the same monglagesuggested by grazing incidence X-
ray diffraction®® and the cooperativity of hydrogen bonding betweésiayers. These
interactions could result in a total free energydo for the ly phase than for the (phase.
Consequently, when squalene is linked to the sugaiety, the lamellar phase could be
stabilized by specific interactions between nuctksas as well as by the value of the packing
parameter.

These attractive interactions might limit the swngjlof the lamellar phases, accounting, at
least partly, for the small d-spacing values reggbdbove. This assumption is consistent with
the previous finding that replacing the cholinedgraup of 1-palmitoyl-2-oleoy$n-glycero-
3-phosphocholine (POPC) by a nucleoside, eithetingior adenosine, caused a significant
decrease of the lamellar d-spacing, pointing toveel hydration of the nucleolipid lamellar

phases compared to PORT*

Molecular simulation methods including moleculandgnics and energy-minimization using
mainly the classical AM1 semi-empirical quantum teeucs method were employed to
support the formation of a lamellar phase in deghgime-5'-Sq. After creating an initial
monomeric model using standard methods, a hydrbgeded dimer was obtained which
was stable under molecular dynamics trajectoripstquL00 psec using increments of 1 psec
at 300 °K) and which respected the distance of 4&#veen the most distal hydrogen atoms
in the resulting assembly. Using a trial-error noetthan assembly of 8 dimeric units was
finally selected for building up a lamellae-shap&tducture with a twin hydrogen bond
network at the heart of the supramolecular architegFigure 7 and Figure S7. The energy
contribution to the stabilization of the lamellarusture offered by these twin hydrogen bonds
was calculated to be 6.7 — 7.3 kcal théAM1), which is in agreement with values for this
type of N-H...N bond. A similar figure was obtainesging the PM3 method. The energy of
hydrogen bond formation in water is expected tddveer. Indeed, the energy deduced from
surface force measurements was ~0.9 kcal *mfwr thymine/thymine H-bonds and
~1.2 kcal mot for adenine/adenine H-bonds while the energy obthin vacuo from
quantum mechanical calculations was 5.2 kcal 'mioir thymine/thymine H-bonds and
5.6 kcal mof for adenine/adenine H-bondfsContributions originating from hydrophobic
forces between squalene chains should also beviewah the formation of the lamellar
phase. However, as these forces are for a greatepaopy-driven, they cannot be safely

estimated using available validated molecular satioh methods.
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Figure 7. (a) View of a construction of a section of lamellphase made of 8
deoxycytidine-5’-Sq dimeric units. (b) Each dimesults from twin hydrogen bonds NH...N
between nucleobases.

As summarized ifrigure 8, coupling squalene to nucleosides or nucleosidaagues gave
rise to amphiphilic molecules which spontaneoustymfed nanoassemblies revealing a
diversity of structures. It may be speculated thatlength and flexibility of squalene along
with the possibility, assessed by NMR and molecdiaramic studies, of assuming different
stable conformations, either extended or foltféd, help this hydrophobic chain to
accommodate in various structures, especially sevstructures. Indeed, in thg phase, the
interstices between close packed cylinders mudilled with hydrophobic chains, implying
that some chains have either to stretch from {ieferred conformation or be compressed if
the interface curvature is constant. Around theeags core, chains oriented towards the
corners of the hexagonal unit cell display the megended conformations while chains
perpendicular to the faces may be compressed;, Iph@ses, it has been stressed that bilayer
thickness must vary across the unit cell to mantaiiform interfacial curvatur&**?Again,

the hydrophobic chains cannot adopt the same memgth. As previously emphasized,
variation in chain length in inverted phases resuitan unfavorable chain-packing energy,
which tends to hamper the formation of these phd¢$ésThe conformational properties of
squalene are thought to reduce chain packing eegerginon-lamellar phases. Furthermore,
the flexibility of squalene chains may allow theaamgement of nucleoside headgroups at the

interface so as to favor interactions between them.
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Figure 8. Supramolecular structures of squalene-based Hipitas a function of the nature
of the nucleoside and the position of squalendiveldo the nucleobase.

4) Conclusion

In summary, the present study concerning nanoase=mibrmed by squalene-based
nucleolipids has revealed that subtle chemicaletgfices induced a diversity of structures
when squalene was grafted on the nucleobase wherdadamellar phases were observed
when squalene was linked to the sugar moiety. Tdraptexity of these self-assembled
structures results from the interplay between tméque conformational properties of
squalene, the packing parameters of the biocorgagand possible specific H-bond
interactions involving nucleobases. These findiogen an effective way towards a fine
tuning of the supramolecular organization of sguelbased prodrugs, in order to improve

their pharmacological activity.
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Squalene-based nucleolipids, including anticancer antiviral prodrugs, give rise to
nanoparticles displaying a diversity of structuré&se fine tuning of the supramolecular
organization of squalene-based prodrugs could ingptioeir activity.
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Materials and Methods
Synthesis

The chemical structures of the studied squalengugates are drawn ifigure S1 The
syntheses of gemcitabine-Sq, gemcitabine MP-Sq-SigiCthymidine-Sq and ddI-Sq have
been previously reportéd:®Briefly, the nucleoside analogues were condensed Wil’,2-
trisnorsqualenic acid (squalenic acid) either asn3hOH group or on the heterocyclic base.
Likewise, deoxycitidine-squalene (dC-Sq) was oladiby reaction with the mixed anhydride
derived from 1,1’,2-trisnorsqualenic acid and etblgloroformate, whereas the synthesis of
adenosine-Sq was achieved by acylation using HAT caupling agent. Finally,
deoxycytidine-5’-Sgq was obtained by condensationdebxycytidine hydrochloride with
1,1’,2-trisnorsqualenoyl chloride.

A A
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|/I o | NH,
NH | A
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o) o\f:ko o o f\)% <,N| NH
o N

OH OH

thymidine-Sq deoxycytidine-5’-Sq ddl-Sq
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<+ - N A
| SN HO </ | )N
kjk 5
O~ "OH
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z | ~ Z

| |
N ~ | S
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O NH @ 07 > NH O“>NH
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i © C )
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N™ ~0
F F
Ol

HF OH F
gemcitabine-Sq gemcitabineMP-Sq ddC-Sq

Figure S1 Chemical structures of the different moleculesligd, synthesized from squalenic

acid.
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General:

IR spectra were obtained as solid or neat liquidadrourier Transform Bruker Vector 22
spectrometer. Only significant absorptions aretist— Optical rotations were measured on a
Perkin-Elmer 241 Polarimeter at 589 nm. — Fheand**C NMR spectra were recorded on
Bruker Avance-300 (300 MHz and 75 MHz, fti and *°C, respectively) spectrometers.
Recognition of methyl, methylene, methine, and ewratry carbon nuclei itfC NMR spectra
rests on thel-modulated spin-echo sequence. — Mass spectra ngeocgded on a Bruker
Esquire-LC. — Analytical thin-layer chromatograpiwas performed on Merck silica gel
60F;s54 glass precoated plates (0.25 mm layer). — Colunnanshtography was performed on
Merck silica gel 60 (230-400 mesh ASTM). —Tetralofdran (THF) was distilled from
sodium/benzophenone ketyl. DMF, ¢, and toluene were distilled from calcium hydride,
under a nitrogen atmosphere. — All reactions inv@vair- or water-sensitive compounds
were routinely conducted in glassware which wamdalried under a positive pressure of
nitrogen. — Elemental analyses were performed leyShrvice de microanalyse, Institut de
Chimie des Substances Naturelles (ICSN), Gif-suet¥y France, with a Perkin Elmer CHN
2400 analyzer and an Elementar Vario Micro Cubdyaera — Chemicals obtained from
commercial suppliers were used without further foation. Squalene, adenosine,
deoxycitidine, 1-hydroxybenzotriazole hydrate, PBHZ-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium hexafluorophosphate, tetrabutyf@nium fluoride, ethyl chloroformate

and oxalyl chloride were obtained from Sigma-Altrieine Chemicals.
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Experimental protocols

Synthesis of\®-Squalenoyl Adenosine

NH2
N
<)
TBDMSO NTON /jL
o) 2 HN QS
N AN
N
TBDMSO OTBDMS < J
. TBDMSO N N/
o o
i-Pr,NEt, HATU,
HOBt, CH,Cl, TBDMSO OTBDMS
44%
SQCO,H: 1 3

TBAF, THF
69%

HO

Figure S2 Synthesis oN°-Adenosine Squalend)(

(4E,8E,12E,16E)-N-{9-[(2R,5R)-3,4-bis|[ tert-butyldimethylsilyl)oxy]-5-{[( tert-
butyldimethylsilyl)oxy]methyl}oxolan-2-yl]-9 H-purin-6-y1}-4,8,13,17,21-
pentamethyldocosa-4,8,12,16,20-pentaenamide (3J.0o a stirred solution of 1,1',2-
trisnorsqualenic acidlj (0.197 g, 0.65 mmol) in anhydrous dichlorometh&enL) and
DMF (0.2 mL) was added 1-hydroxybenzotriazole hi@lrgd.09 g, 0.58 mmol), 2KL7-
azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniunxdfeiorophosphate (0.224 g, 0.58 mmol),
tris-O-silylated adenosin@ (0.226 g, 2.5 mmol) and diisopropylethylamine (324 1.88
mmol). The reaction mixture was stirred 72 hoursr@am temperature and was then
concentratedn vacuo Aqueous sodium hydrogen carbonate was addedha&nohitture was
extracted with ethyl acetate (3 x 20 mL). The coredi extracts were washed with brine,
dried on MgSQ@ and concentrated under reduced pressure. The pradact was purified by

chromatography on silica gel eluting with 10 % éthgetate in cyclohexane to give pure-
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O-silylatedN°-squalenoyl-adenosing)(as a colorless oil (215 mg, 44 %x]o = — 16.6 (¢ =
1.8, CHCh); IR (film, cm™) v: 3500-3000, 3000-2860, 1694, 1607, 1584, 1471112590,
1071, 997, 969, 938, 836, 77% NMR (300 MHz, CDCJ) d(ppm): 8.67 (s, 1 H, MICO),
8.48 (s, 1 H, H8), 8.32 (s, 1 H, H2), 6.07 Jd&& 5.0 Hz, 1 H, H1"), 5.24 ({J = 6.8 Hz, 1 H,
HC=C(CH)), 5.19-5.03 (m, 4 HHC=C(CH)), 4.66 (t,J = 4.6 Hz, 1 H, H2), 4.31 (1 = 6.8
Hz, 1 H, H3’), 4.14 (m, 1 HH4’), 4.02 (dd,J = 11.3 Hz,J = 3.8 Hz, 1H, H5’), 3.79 (dd] =
11.3Hz,J=25Hz, 1H, H5’), 2.98 (1 = 7.5 Hz, 2 H, @CCH,CH,), 2.45 (tJ=7.5Hz, 2 H,
O,CCH,CH,), 2.14-1.90 (m, 16H, 8 I&), 1.67 (s, 6 H, C=C(B3)), 1.59 (s, 12 H,
C=C(CH3)), 0.95 (s, 9 Ht-BuSi), 0.93 (s, 9 Ht-BuSi), 0.79 (s, 9 Hi-BuSi), 0.14 (s, 3 H,
CHsSi), 0.13 (s, 3 H, 83Si), 0.10 (s, 6H, 85Si), -0.03 (s, 3 H, 83Si), -0.24 (s, 3 H,
CH3Si); NMR (75 MHz, CDCJ) d(ppm): 172.4 (C,CONH), 152.4 (CH, C2), 151.1 (C, C6),
149.1 (C, C4), 135.1 (C, HG#CHj3)), 134.9 (C, HCE(CHy)), 134.8 (C, HCE(CHjy)), 133.4
(C, HC=C(CH)), 131.2 (C, HC€(CHg)), 1255 (CH, HC=C(CHg)), 124.4 (CH,
HC=C(CHg)), 124.3 (CHHC=C(CH)), 124.2 (2 CHHC=C(CH)), 122.0 (C, C5), 88.4 (CH,
C1), 85.5 (CH, C4", 76.0 (CH, C2'), 71.9 (CH, 82.4 (CH, C5", 39.7 (2 Ch), 39.5
(CHp), 36.8 (CH), 34.5 (CH), 28.2 (2 CH), 26.7 (2 CH), 26.6 (CH), 26.0 (3 CH,
(CH3)3CSi), 25.8 (3 CH (CH3)sCSi), 25.6 (4 CH HC=C(CHs), and((CH3)sCSi)), 18.5 (C,
(CHs)sCSi), 18.0 (C, (CH)3CSi), 17.8 (C, (CH)3CSi), 17.6 (CH, HC=C(CH3)CHjs), 16.0 (3
CHg HC=C(CH3)), 15.9 (CH, HC=C(CHz3)), —-4.39 (CH, SiCH3), —4.67 (CH, SiCH3), -4.71
(CHa, SIiCH3), —5.06 (CH, SIiCH3), —5.37 (CH, SiCH3), —5.39 (CH, SIiCH3) (the C8 line was
not detected); MS (+APCIn/z (%) 993.1 (100) [M+H], 518.6 (24) [M—G3H5;04Siz+H] ™;
Anal. Calcd for GsHge7Ns0sSis.v2 HO: C, 65.95, H, 9.86, N, 6.99. Found: C, 66.259186,
N, 6.54.

N®-squalenoyl-adenosine or (4E,8E,12E,16E)-N-{9-[(2R,5R)-3,4-dihydroxy-5-
(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]-9H-purin-6-yl}-4,8,13,17,21-pentamethyldocosa-
4,8,12,16,20-pentaenamide (4)0 a solution ofris-O-silylatedN°-squalenoyl-adenosin@®)
(0.173 g, 0.274 mmol) in dry THF (3 mL) was addeBusNF (1M solution in THF, 0.63
mL, 0.63 mmol) and the mixture was stirred for 3hraom temperature. The reaction was
then quenched with brine and the mixture was etddawith ethyl acetate (8 20 mL). The
combined extracts were dried on MgSéahd concentrated under vacuum. The crude product
was purified by chromatography on silica gel elgtimth 5 % methanol in dichloromethane
to give pureN®-squalenoyl-adenosin@) as a colorless oil (82 mg, 73 %)]p = - 44.1 (c =
1.7, CHCS): IR (film, cm™) v: 3500-2850, 1681, 1614, 1584, 1462, 1375, 1352818223,
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1103, 1076, 1039, 982H NMR (400 MHz, CDCY) & (ppm) 9.34 (broad s, 1 H, NCO),
8.39 (s, 1 H, H8), 8.19 (s, 1 H, H2), 5.94 (d, 14 6.5 Hz, H1’), 5.21 (tJ = 6.6 Hz, 1 H,
HC=C(CH)), 5.13-5.07 (m, 4 HHC=C(CHy)), 4.92 (m, 1 H, H2’), 4.46 (d, H, J = 3.9 Hz,
H3"), 4.30 (M,1 H, H4), 3.92 (d, 1 HJ = 11.9 Hz, H5’), 3.75 (dJ = 11.5 Hz, 1 H, H5),
2.95-2.85 (M, 2 H, CO@,CH,), 2.40 (t,J = 7.8 Hz, 2 H, COChCH,), 2.12-1.92 (m, 16 H,
=C(CHs)CH,CH,CH=), 1.67 (s, 3 H, C=C(85)), 1.65 (s, 3 H, C=C(B5)), 1.59 (s, 12 H,
C=C(CH3)); *°C NMR (75 MHz, CDC}) d(ppm) : 173.4 (CCONH), 151.6 (CH, C2), 150.2
(C, C6), 149.5 (C, C4), 143.4 (CH, C8), 135.2 (G3€(CHs)), 135.0 (2 C, HCE(CH3)),
133.2 (C, HCE(CHa)), 131.3 (C, HCE(CHy)), 125.8 (CH, KL=C(CHy)), 124.5 (2 CH,
HC=C(CHy)), 124.4 (2 CH, I€=C(CHs)), 122.9 (C, C5), 91.0 (CH, C1), 87.5 (CH, C#3,2
(CH, C2"), 72.3 (CH, C3'), 63.0 (GHC5'), 39.8 (2 Ch), 39.7 (CH), 36.8 (CH), 34.6 (CH),
28.4 (CH), 27.0 (CH), 26.9 (2 CH), 26.8 (CH), 25.8 (2 CH), 17.8 (CH, =C(CH3)CH)),
16.2 (CH, =C(CH3)CHy), 16.1 (2 CH, =C(CH3)CH,); MS (+APCI) m/z (%) 650.7 (90)
[M+H] ", 518.6 (100) [M-@HO4 + H] *; Anal. Calcd for G/HssNsOs.5/2 HO: C, 63.95, H,
8.70, N, 10.08. Found: C, 64.24, H, 8.31, N, 9.96.

Synthesis of N-Squalenoyl deoxycytidine (6) and 5'-Squalenoyl degcytidine (8)

1) CICO,Et, Et;N, THF, 0 T
NH,

2) ﬁN
HO. N/&O
OH 5

y

DMF, 20 C, 3d

HO,C
SQCO,H: 1

QC0. 44%

cicococl, Tol NH,

Y
H N~ ~O

o
OH 5
DMF, 20 C, 24 h

5'-Cytidine -SQ (8)
Figure S3 Synthesis oN*-deoxycytidine Squalen&) and 5’-deoxycytidine Squalen®)(
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N*-Squalenoyl deoxycytidine (6):To a stirred solution of 1,1’,2-trisnorsqualenicica (1)
(500 mg, 1.2 mmol) in anhydrous DMF (7 mL) were sagially added 1-
hydroxybenzotriazole hydrate (230 mg, 0.58 mmolf12-7-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium hexafluorophosphate (560 g,mmdol), deoxycytidine hydrochlorid&)
(368 mg, 1.4 mmol) and diisopropylethylamine (358, h.88 mmol). The reaction mixture
was stirred 72 hours at room temperature and was toncentratedn vacuo Agueous
sodium hydrogen carbonate was added and the miwtaseextracted with ethyl acetate (3 x
20 mL). The combined extracts were washed withehrdried on MgS®and concentrated
under reduced pressure. The crude product wasiguuiify chromatography on silica gel
eluting with ethyl acetate : MeOH to give piN&squalenoyl-deoxycytidines] as a colorless
oil (325 mg, 44 %)[a]p = + 33.0 (c = 2.9, EtOH); IR (film, c) v: 3500-2900, 3000-2800,
1653, 1645, 1609, 1529, 1492, 1459, 1383, 13092,11203, 974;H NMR (300 MHz,
CD50OH) d(ppm): 8.50 (d,J = 7.5 Hz, 1 H, H6), 7.47 (d,= 7.4 Hz, 1 H, H5), 6.24 (= 6.5
Hz, 1 H, H1’), 5.21 (t) = 6.7 Hz, 1 HHC=C(CH)), 5.20-5.07 (m, 4 HHC=C(CH)), 4.42-
4.36 (m, 1 H, H4’), 4.03 (ddl = 6.9 Hz,J = 3.6 Hz, 1 H, H3’), 3.86 (dd]=12.1 HzJ=3.4
Hz, 1 H, H5’), 3.77 (ddJ = 12.1 Hz,J = 3.7 Hz, 1 H, H5’), 2.60-2.44 (m, 3H,,OCH,CH,
H2), 2.36 (t,J = 7.0 Hz, 2 H, @CCH,CHy), 2.23-2.10 (m, 1 H, H2"), 2.15-1.90 (m, 16 H,
=C(CH)CH,CH,CH=), 1.69 (s, 3H, C=C(83)), 1.68 (s, 3H, C=C(B3)), 1.62 (s, 12H,
C=C(CH3)); *C NMR (75 MHz, MeOD) 175.4 (C,CONH), 164.2 (C, C4), 157.8 (C, C2),
146.2 (CH, C6), 136.0 (0@Z=CH), 135.8 (C,C=CH), 134.4 C,C=CH), 132.0 (C,C=CH),
126.5 (CH), 125.6 (CH, G3H), 125.5 (CH, C€H), 125.5 (CH, C€H), 97.9 (CH, C5), 89.4
(CH, C1"), 88.6 (CH, C4"), 71.6 (CH, C3), 62.4 (gK5’), 40.8 (2 CH), 40.7 (CH), 37.1
(CHp), 35.7 (CH), 29.2 (2 CH), 27.8 (CH), 27.6 (CH), 27.6 (CH), 25.9 (CH,
C=C(CHs3),), 17.8 (CH, =C(CH3)CH,;), 16.2 (2 CH, =C(CH3CH,;), 16.1 (CH,
=C(CH3)CH,); MS (+APCI) m/z (%) 610.7 (95) [M+H], 494.6 (100) [M-GHgOs + H] ™;
Anal. Calcd for GgHssN305.3/2 HO: C, 67.89, H, 9.18, N, 6.60. Found: C, 67.578181, N,
6.71.

(4E,8E,12E,16E)-4,8,13,17,21-Pentamethyl-docosa-4,8,12,16,20-pentad chloride (7):

To a solution of 1,1",2-trisnorsqualenic acid (8,02.5 mmol) in anhydrous toluene (10 mL)
was added dropwise oxalyl chloride (970 mg, 7.6 min#dter being stirred at 20 °C for 3 h,
the mixture was concentrated under reduced pressugeve the crude acid chloride (1.05 g

guant.) as a pale yellow oil which was used imntetifan the next step; IR (filmy : 2920,
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1799, 1443, 1382, 955, 8934 (NMR (300 MHz, CDCJ) J (ppm): 5.23-5.10 (m, 5 H,
HC=C(CH)), 2.45 (t,J = 7.3 Hz, 2 H, €,COCI), 2.30 (tJ = 7.5 Hz, 2 H, E,CH,COCI),
2.15-1.95 (m, 16 H, =C(CHICH,CH,CH=), 1.70 (s, 3 H, HC=C(85),), 1.62 (s, 15H,
HC=C(CH3)CH,); *C NMR (75 MHz, CDCJ), & (ppm): 173.2 (CCOCI), 135.1 (CC=CH),
134.8 (C,C=CH), 134.6 (CC=CH), 131.4 (CC=CH), 131.1 (CC=CH), 126.6 (CH, CEH),
124.7 (CH, C€H), 124.4 (CH, CEH), 124.3 (2 CH, CEH), 45.8 (CH), 39.7 (2 CH), 34.4
(CH,), 34.6 (CH), 28.2 (2 CH), 26.8 (CH), 26.7 (CH), 26.5 (CH), 25.7 (CH,
C=C(CHs),), 17.6 (CH, =C(CH3)CH,), 16.0 (CH, =C(CHs)CH,), 159 (2 CH,
=C(CH3)CHy), 15.8 (CH, =C(CH3)CH,).

5’-Squalenoyl deoxycytidine(8): To a solution of deoxycytidine hydrochloridg) (1.25 g,
4.75 mmol) in DMF (8 mL) was added dropwise a solutof 1,1’,2-trisnorsqualenoyl
chloride (1.0 g, 2.39 mmol) in DMF (2 mL). The r&an mixture was stirred at 20 ° C for 24
h and concentrated under reduced pressure. Resalitaken into saturated aqueous sodium
bicarbonate (10 mL) and was extracted with ethgtate (3 x 40 mL). The combined extracts
were washed with brine, dried on Mg&énd concentrated under vacuum. The crude product
was purified by chromatography on silica gel elgtimith AcOEt then with AcCOEt/MeOH,
95:5 to give pure 5’-squalenoyl deoxycytidirg &s a colorless oil (400 mg, 27 %o = +
34.0 (c = 1.1, EtOH); IR (film, ci) v: 3500-3000, 2960-2800, 1740, 1665, 1645, 1618,
1528, 1494, 1451, 1412, 1381, 1286, 1193, 11584,1089;'H (NMR (300 MHz, CDCJ) J
(ppm): 7.64 (dJ = 7.4 Hz, 1H, H6), 6.29 (1 = 6.0 Hz, 1H, H-1), 5.77 (d] = 7.4 Hz, 1 H,
H5), 5.20-5.04 (m, 5 HIC=C(CH)), 4.40-4.16 (m, 4 H, H3’, H4’, H5'), 2.76-2.64 (rh H,
H-2"), 2.48-2.38 (m, 2 H, B,CO;), (m, 2 H, G,CH,CO,), 2.16-1.92 (m, 17 H,
=C(CHs)CH,CH,CH=, H-2), 1.68 (s, 3 H, HC=C(d3),), 1.60 (s, 15 H, HC=C(85)CH,);

13C NMR (75 MHz, MeODY 174.3 (C, CQ), 167.4 (C, C4), 158.0 (C, C2), 142.6 (CH, C6),
135.8 (C,C=CH), 135.6 (2 C,C=CH), 134.0 (C,C=CH), 131.8 (C,C=CH), 126.3 (CH,
C=CH), 125.5 (CH, C£H), 125.4 (2 CH, CEH), 125.3 (CH, C£€H), 96.0 (CH, C5), 87.5
(CH, C1), 85.6 (CH, C4"), 71.9 (CH, C3’), 64.9 (gK5’), 40.7 (CH), 40.7 (2 CH), 40.5
(CHy), 35.5 (CH), 33.9 (CH), 29.1 (2 CH), 27.7 (CH), 27.5 (CH), 27.4(CH), 26.0 (CH,
C=C(CHs),), 17.9 (CH, =C(CH3)CH,), 16.3 (2 CH, =C(CH3)CH);), 16.2 (CH,
=C(CH3)CH,); MS (+ESI)m/z(%) 632.5 (100) [M+Na], 610.6 (3) [M+ H] *; Anal. Calcd for
CseHs5N305.3/2 HO: C, 67.89, H, 9.18, N, 6.60. Found: C, 67.868183, N, 6.77.

- 151 -



Submitted

Results
¢ deoxycytidine-5'-Sq
700 -
@ thymidine-Sq
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Figure S4. Stability of nanoparticles (~1.Ff0mol L) in water at room temperature. The
mean diameter of nanoparticles, determined by 4 8e average of three measurements.
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Figure S5. Suspension of nanoparticles of thymidine-Sq digpta characteristic
opalescence.

- 153 -



IN
o

1
QD

W
o
L

Surface pressure
(mN/m)
P N
o o

o

20 40 60 80 100
Molecular area (A?)

b

o

IN
)

Surface pressure
(mN/m)
= N w
o o o o

1

20 40 60 80 100
Molecular area (A?)

o

IN
o
L

Surface pressure
(mN/m)
= N w
o o o o
/ O

20 40 60 80 100
Molecular area (A?)

o

IN
)
1

Surface pressure
(mN/m)
= N w
o o o o
V;

0 20 40 60 80 100
Molecular area (A?)

Surface pressure
(mN/m)
= N w e
o o o o o
/CD

1

0 20 40 60 80 100
Molecular area (A?)

Surface pressure
(mN/m)
= N w B
o o o o o
{ —_h
Ka (MmN/m)
N N (o)) ©
o o o o o
J ‘o‘
3
*
S
1 3
*
3
3
3 . o
-+

0 20 40 60 80 100
Molecular area (A?)

Q

Ka (MN/m)
& 8

N
o

o
o 4

10 20 30 40
Surface pressure (mN/m)

8u
b!
*e
*
Cad MR
Cad
» -
0+ ; ; ; : 8

Surface pressure (mN/m)

bl
C
LARa et
ANV’

40
Surface pressure (mN/m)

2]
o

Ka (MN/m)
iy
o

]
o

[o2]
o

Ka (mN/m)
]

N
o

o

= AL R 4
g 60 “.‘...0’ *T.
£ a0 = .
= o~
<
X 20

04 T T T T

0 10 20 30 40

Surface pressure (mN/m)

*
RACS 4
P0ed
4%

Cad .

3

T T g
10 20 30 40
Surface pressure (mN/m)

Ka (MmN/m)
N B (o2} o]
o o o o o
D

o

0 10 20 30 40
Surface pressure (mN/m)

Submitted

Figure S& Surface pressure-molecular area compression eisoth and compressibility
modulus Kx as a function of surface pressure (recorded at TI82C) of nucleolipids
monolayers at the air-water interface for the défé compounds studied: a) a’) squalenic
acid, b) b’) gemcitabine-Sq, c) c¢’) deoxycytiding;$l) d’) deoxycytidine-5’-Sq, e) €’) ddC-
Sq and f) ') adenosine-Sq.
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Figure S7 Other view of an assembly of 8 dimeric units ebrycytidine-5-Sq.
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IV-Conclusion

Pour conclure sur ce chapitre, lorsque le squadstegreffé sur la nucléobase, de faibles
différences de la partie polaire entrainent uneét@arde structures supramoléculaires :
cubigues, hexagonale, éponge, vésicule... En efistaires moléculaires de chacune de ces

molécules sont sensibles a ces différences, eatragette diversité d’auto-assemblages.

Par contre, lorsque le squaléne est greffé sworetion hydroxyle du sucre en position 5’, de
relativement grandes différences n’ont eu aucufieence sur I'assemblage de ces molécules
amphiphiles : une méme phase lamellaire est obseri# vue de la modélisation

moléculaire, lorsque le squalene est en 5, lesst@blaires sont « libres » de former des
liaisons hydrogenes, telles des bases de 'ADNhsdwtre cas, cet appariement favoriserait

'assemblage en lamelles.



Complément d’etude
Chapitre Il

Influence de la
température



|- DSC

Pour chaque composé, quelques gouttes de suspemsiéte déposées dans une capsule en
aluminium et soumises a des cycles de chauffade egfroidissement entre 5°C et 60°C.

Aucune transition de phase n’a été observée, queebqit le composd-igure 1).

1,1 -

Chaleur (W/g)
JA
o
= a1

o

(o)

(6)
1

o
©

20 30 40 50

[
o

Température (T)

Figure 1 : thermogramme de la déoxycytidine-Sq montranti&sx montées en température.
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[I- SAXS en température

1) Thymidine-Sq

A 4°C et a 25°C, les nanoparticules présententdmenphase lamellaire, avec pour premier
ordreq = 0.16A™ (d= 39A). Lorsqu’on augmente la température a 60°C, urssddarge
apparait a la méme position : la structure initiagt probablement désorganisée par les

fluctuations d’ondulation des bicouches sous Iedfiie la températurd-{gure 2).

— 4°C
] — 25°C
] — 60°C

| | | | | | | |
005 010 015 020 025 030 035 0.40

Figure 2: diffractogrammes de nanoparticules de thymi@ea trois températures : 4°C,
25°C et 60°C.
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2) Déoxycytidine-Sq

En ce qui concerne la structure des nanoparticdedoxycytidine-Sq, la structurn3mest
conservée guelle que soit la température de I'édlwem Un lIéger décalage vers des valeurs
plus petites de a 60°C peut étre observe, ce qui révéle une augiiem du parametre de
maille a de la structure avec la températuie=(103.2A), due a une dilatation de la structure
(A. Gerschel, 1995Figure 3).

—_— 4°C
—_— 25°C
— (50°C

| I |
0.05 0.10 0.15 0.20

Figure 3: diffractogrammes de nanoparticules de déoxymdibq a trois températures :
4°C, 25°C et 60°C.
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3) Déoxycytidine-5-Sq

En augmentant la température, la structure lameltde@s nanoparticules de déoxycytidine-5'-
Sq ne semble pas boug€éidure 4).

— 5°C
1 — 25°C
1 e 50°C

| I | | I
0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30

Figure 4 : diffractogrammes de nanoparticules de déoxymgi®h’-Sq a trois températures :
5°C, 25°C et 60°C.
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4) Adénosine-Sq

Les nanoparticules d’adénosine-Sq présentaientutre structure, une structure lamellaire,
dans certaines conditions : lorsque le ratio voldieau / volume d’éthanol était de 1, lorsque
les concentrations dans la phase éthanolique é&mrées (> 20 mg/mL}{gure 5).

0.1 0.2 0.3 0.4

Figure 5: diffractogrammes de nanoparticules d’adenosipeaSrois températures : 5°C,
25°C et 60°C. La fleche verte montre I'apparitioardpic a 60 °C encore inexpliqué.

A 5°C, a 25°C et a 60°C, les deux premiers ordrasedphase lamellaire sont conservées
(Figure 5), avec comme premier ordge= 0.15A%. 1l peut &tre noté qu’a 60°C, les valeurs de
g se décalent vers la gaucha £ 42.0A). Cependant un nouveau pic encore inexpliqué

(fleche verte) apparait a 60°C.
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Chapitre IV

Influence de la longueur de la chaine
hydrophobe sur la structure
supramoléculaire des nanoparticules et
sur I'internalisation cellulaire




I- Résumé

Apres avoir étudié l'influence de la téte polairer da structure supramoléculaire des
nanoparticules de squaléene, la longueur de la ehayrophobe a été modulée : la téte

polaire reste la Gemcitabine, et le nombre d’'isopsevarie de 1 a 6 unitdsigure 1).

OH F OH F OH F OH F OH F
Gem-1l-isoprene Gem-2-isoprenes Gem-3-isoprenes Gem-4-isoprenes Gem-5-isoprenes Gem-6-isoprenes

Figure 1 : formules des 6 molécules a I'étude dans ce cleapitr

Dans un premier temps, la Gem-1-isopréne et la &&oprenes ont été synthétisees, les

autres molécules ont quant a elles été fourniesquaripe de Didier Desmaéle.

La structure supramoléculaire des six suspensiomnsuite été étudiée pour tenter de

rationnaliser I'auto-assemblage de ces différemekecules amphiphiles.

Il est intéressant de remarquer que le squalensedess unités isoprénes organisees autour
d'un centre de symétrie contrairement a la chahmoprenes exposée éigure 1: deux
méthyles ne sont pas sur le méme carbéigufe 2). Nous nous sommes donc intéressés a
linfluence de ces légeres modifications de la whalhydrophobe sur la structure

supramoléculaire des nanoparticules.
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Figure 2: acide-5-isoprénique en haut et acide squalénguéas. En rouge : les deux
différences de position des méthyles.

Dans I'étude d&A. Maksimenko, 2013a cytotoxicité de ces différentes nanoparticuaesit

été décrite. Sur MiaPaCa-2 (cancer du pancréasihpetasur B16F10 (mélanome murin) les
nanoparticules de Gem-Sq étaient deux fois plusag#s que les nanoparticules de Gem-5-
isoprenes. Nous avons donc ainsi choisi d’apprafotidtude de ces deux types de
nanoparticules pour tenter d’expliquer cette ddfere de cytotoxicité en nous intéressant a

I'internalisation cellulaire.

Enfin, dans le complément d’étude, la cytotoxiciés six suspensions a aussi été évaluée sur
des lignées leucémiques murines et humaines, bgeée lesquelles les nanoparticules de
Gem-Sq était relativement actives : CCRF CEM, CERIMC 8C, L1210 et L1210K. Une
approche de quantification de l'internalisationldeire a été amorcée, dans le but de

d’établir une possible relation structure-activité.
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II- Polyisoprenoyl gemcitabine conjugates self-asg#ly: influence
of supramolecular organization on their biologicalactivity

Elise Lepeltiel, Claudie BourgauxX, Andrey Maksimenkh Florian Menealj Véronique
Rosilio’, Fatima Zouhiri, Didier Desmagéle Patrick Couvredr

'Univ. Paris-Sud XI, Faculté de Pharmacie, UMR CN&&.2-Institut Galien Paris-Sud,
92296 Chatenay-Malabry Cedex, France
8 Synchrotron SOLEIL, I'Orme des Merisiers, 91196-&ir-Yvette, France

1) Introduction

Gemcitabine is a fluorinated cytidine analogue useclinic against various solid tumours. It
is also active against lymphoid and myeloid cancelt lines. However, its therapeutic
potential is restricted by a short plasma half-tiige to deamination, a limited intracellular
diffusion resulting from its hydrophilicity and theduction of resistance. Indeed, gemcitabine
enters cells through specific membrane transpondiese inactivation induces resistance. In
order to protect gemcitabine from metabolic inaation and to improve cellular uptake by
increasing its lipophilicity, gemcitabine has beeonjugated to squalene, a natural and
biocompatible lipid Couvreur 200h This triterpene which is an acyclic isoprenolthin
precursor in the biosynthesis of sterols, was @l linked to the sensitive amine function
of gemcitabine, giving the 4-(N)-tris-nor-squalehggmcitabine bioconjugate (Gem-Sq).
This prodrug self-assembled in water as nanopestidNPs) with a diameter of about 120-
140 nm. After intravenous administration, theseGagp nanoparticles (NPs), with a drug
loading of almost 50% w/w, exhibited impressivelygher anticancer activity than
gemcitabine against both solid subcutaneouslyeplatimours (panc-1, L1210 and P388) and
aggressive metastatic leukemia (L1210 wt, P388RINH-16 LGL) (Couvreur 2008, Reddy
2008 a,b.

Thorough studies have shown that the enhancedeffiof Gem-Sq NPs could be explained
by: (i) the better stability of the prodrug in phaa, (i) an improved intracellular diffusion
resulting from the modification of gemcitabine uUgapathway, (iii) the progressive but
increased phosphorylation by deoxycytidine kindser gelective activation of the prodrug by
cathepsin B, a major enzyme in cancer cells anjl te high deposition of Sg-Gem
nanoparticles in spleen, liver and lungs, the majetastatic organs in leukemiBilfstein
2010 a,b, Reddy 2008a,b, Pili 2010rhus, both the amphiphilic nature of the Sg-Gem
prodrug and its formulation as nanoparticles cboted to the better anticancer activity of
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gemcitabine. This significant improvement of adtivhas led to extend the concept of
squalenoylation to other drugSemiramoth 2012, Raouane 2011, Dosio 2010

A series of polyisoprenoyl prodrugs of gemcitabicensidered as an anticancer nucleoside
analogue model, has been recently synthesizedatdycthe influence of the length of the
isoprene moiety on the pharmacological activitgeimcitabine prodrugdMaksimenko 2013
Polyisoprenic acids with 1 to 6 isoprene units hlagen coupled to gemcitabinéidure 1a).
These prodrugs could be formulated as stable naeoddies, in pure water for the
compounds with longer chains, in 10% trehalose agsisolution for those with the shorter
ones (i.e. with 1 or 2 isoprene units) and in tmespnce of the surface active squalene
conjugated to polyethylene-glycol (Sg-PEG) for bieconjugate with 3 isoprene units. These
nanodrugs displayed cytotoxicity on several camedrlines, thus allowing entension of the
“sgqualenoylation” concept to the “terpenoylatiordncept. Interestingly, it was observed that
the anticancer activity dramatically depended @nlémgth of the polyisoprenoyl chain.

The aim of the present study was to determinettinetsire of the nanoassemblies constructed
with increasing isoprene units with special at@mtio the supramolecular organization of the
bioconjugate with 5 isoprene units which differedni Sq-Gem only in the position of 2
methyl groups (of the hydrophobic chaifjgure 1b). Attempt has been made to establish a
relationship between the chemical structure of ghadrug, its supramolecular organization
and its pharmacological activity.
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Gem-2-isoprenes  Gem-3-isoprenes ~ Gem-4-isoprenes  Gem-5-isoprenes Gem-6-isoprenes

_ _ _ _ _ 5-isoprenic acid

Squalenic acid

Figure 1: (a) Chemical structures of 5 amphiphilic compandth the same polar head,
Gemcitabine, but with different length of hydropimlsoprenic chains: 2, 3, 4, 5, 6 isoprene
units. (b) Chemical structure of Gem-Sq and consparibetween Squalenic acid and 5-
isoprenic acid. In red, two methyl groups whoseatpmss differ between molecules.

2) Langmuir monolayers

Polyisoprenoyl prodrugs were spread as monolaydrstha air-water interface and
compression isotherms were recorded, except fazobjaogates with 1 or 2 isoprene units
which did not form stable monolayers at the integfand were solubilized in the subphase
upon compression. Large molecular areas at zessyre corresponded to gas-like state of
the amphiphilic molecules. With increasing surfpoessure, molecules began to organize and
interact at the interface. As shown kigure 2a Gem-6-isoprenes monolayer reached
collapse at a surface pressure of 31.8 mN/m. Inrasth compression of the Gem-3,4,5-

isoprenes monolayers gave rise to a transitionatedeby a small plateau in the surface
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pressure — molecular aremA) isotherm and a clearly visible discontinuity hretplot of the
monolayer compressibility modukia = - AdTU/dA versus surface pressufiéigqure 2b). These
monolayers experienced the same transition, fraquidi expanded to a more condensed

phase, but at different pressures.

a1
o
]
[EE
N
o
J

= + Gem-3-isoprenes ~#-Gem-3-isoprenes

S + Gem-4-isoprenes —#-Gem-4-isoprenes

2 40 - . 8em-ES>-isoprenes 100 A :ggm:g&soprenes

é . Ggm:Ggsoprenes - ~#-Gem-6-isoprenes

© 30 - €807
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2 20 - %

o 10 ¥ 40 A

‘g 20 -
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n 0 I T T O : : : I
0 20 40 60 80 100 0 10 20 30 40 50

Molecular area ( A?) Surface Pressure (mN/m)

Figure 2. (a) Surface pressure-molecular area compressi®) (sotherms recorded at T =
18°C of Gem-3,4,5,6-isoprenes at the air—waterfate. (b) Compressibility moduli Kas a
function of surface pressure recorded at T = 18Cniucleolipids spread at the air-water
interface.

The surface pressure at the onset of this transitioreased with increasing isoprene chain
length (by about 7 mN/m per isoprene unit) from02tN/m for Gem-3-isoprenes to 28.8
mN/m for Gem-4-isoprenes and 35.3 mN/m for Gemefpienes. The collapse was reached
at a surface pressure between 39.8 mN/m and 43./nméepending on the length of the
isoprenoyl chain {able 1). The chain length also influenced in a complexnnea the
minimum area occupied by the molecules, just betmitapse. Gem-4-isoprenes displayed
the largest molecular area at collapse, 28.1 Adlemimose of Gem-3-isoprenes, Gem-5-
isoprenes and Gem-6-isoprenes, respectively 22.0, @nd 23.7 A2, were close to that of
Gem-Sq, 25.0 A2. The compressibility moduli maxiffiama) of Gem-3,4,5-isoprenes,
comprised in the range 70-112 mN/m, were signifigahigher than that of Gem-Sq (58.0
mN/m) and Gem-6-isoprenes (38.0 mN/m) indicatingtf@se isoprene derivatives a higher
degree of monolayer organization at the interféi¢bereas the other monolayers remained in

the liquid-expanded state over the whole surfacessure range, the Gem-4-isoprenes
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monolayer reached the liquid-condensed stige>L00 mN/m) at about 40 mN/m. It should
be noted that Gem-Sq and Gem-5-isoprenes, whiéér difily in the position of two methyl

groups, behaved in a different manner: Gem-Sqg nageoldid not undergo any transition up
to collapse, and its compressibility modulus rereditower than that of Gem-5-isoprenes.
The outcomes from 2-D self-assembly of Gem-terpg#shat the air-water interface highlight

the differences in packing properties of squalemkisoprenoid chains.

Surface Surface
Molecular pressure | pressure
Compounds area at at at Kapax 1 Kapa 2
collapse " " (mN/m) | (mN/m)
A2 transition | collapse
(MN/m) (MN/m)
Gem-3-isoprenes 22.0 21.0 43.0 48.4 78.7
Gem-4-isoprenes 28.1 28.8 42.0 69.2 111.6
Gem-5-isoprenes 241 35.3 39.8 69.8 40.2
Gem-Sq 25.0 *x 38.0 58.0 **
23.7 *x 31.8 38.0 **

Table 1 Characteristic values deduced from compressiothésms of polyisoprenes-based
nucleolipids monolayers: molecular area at collagseface pressure at the transition and at
collapse, and maximum compressibility moduli.

3) Nanoprecipitation

When an ethanolic solution of Gem-n-isoprenes witded dropwise to a large volume of
water, NPs spontaneously formed whatever the natutiee bioconjugate. However, NPs of
prodrugs displaying a short hydrophobic chain griéatied rapidly upon solvent evaporation
(Gem-2-isoprenes, Gem-3-isoprenes), or soon aftghin one hour (Gem-4-isoprenes).
Noteworthy, the amphiphilic nature of prodrugs was able to stabilize the NPs formed by
short chain bioconjugates. The size of Gem-5-islgBeNPs seemed to increase with time but
it could not be accurately measured by quasi-eldigtt scattering because of the high aspect

ratio of the NPs (see below). The hydrodynamic @mof Gem-6-isoprenes NPs, measured
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immediately after their preparation, was around b Gem-6-isoprenes NPs were found

stable for 50 days (Supporting Information).

4) Supramolecular organization

The nanoassemblies have been imaged by cryo-TEMtlaeid structure has been further
investigated using synchrotron radiation small-an{fray scattering.

Cryo-TEM revealed that Gem-2-isoprenes self-assednbbk long ribbons. Their length was
of the order of micron and their average width \aheut 20-30 nm. Many of these ribbons

tended to wind into helical shapes. A few twistddbons were also observegidure 3).

Figure 3: Cryo-TEM images of Gem-2-isoprenes nanoparticleszeal ribbons with an
helical shape can be observed and some are twisted.

The SAXS patternFigure 4a) exhibited a peak at q = 0.16*4&nd very weak second and
third order reflections at q = 0.32%4%nd q = 0.48 A, corresponding to a characteristic repeat
distance of d = 39.3 A between stacked ribbons.
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Figure 4: Small-angle X-ray diffraction patterns recordedram temperature in excess
water of: (a) Gem-2-isoprenes nanoparticles, (bnGesoprenes nanoparticles and (c) Gem-
4-isoprenes nanopatrticles.

Gem-3-isoprenes and Gem-4-isoprenes seemed to Verynlong, rather flexible hollow
tubes. Most of these tubes, with mean diametetgl af 2 nm for Gem-3-isoprenes and 13 + 2

nm for Gem-4-isoprenes, were stacked in bundleshaan inFigure 5.
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Figure 5. Typical Cryo-TEM images of Gem-3-isoprenes (aj &@em-4-isoprenes (b)
nanoparticles. Flexible tubes are observed and ofdiese tubes are stacked in bundles.

The SAXS pattern of Gem-3-isoprenes displayed & peg = 0.14 A and very weak peaks
at g = 0.42 A and q = 0.56 &, corresponding to thé"4and %" orders of the first reflection
(Figure 4b). It may be suggested that the correlation ledgth44.9 A arose from the parallel
stacking of tube walls in close contact.

The SAXS curve of Gem-4-isoprenes displayed a jp¢ak= 0.12 A and small peaks at q =
0.24 A and q = 0.48 &, indicative of a correlation length of 52.3 Rigure 4c).

The correlation length in Gem-3-isoprenes and Gasogrenes samples increased with the
chain length.

Cryo-TEM images of Gem-5-isoprenes nanoparticlegeaked the formation of rigid
nanotubes with lengths between about 50 nm andralelandreds of nm. It seems that
isolated single-walled nanotubes coexisted withtilayered nanotubes and/or single-walled
nanotubes sticking togethdfigure 6). The mean diameter could be estimated as beibg~3
20 nm, depending on the nanoprecipitation conditiarhe mean diameter of single-walled
nanotubes was about 12 + 3 nm.
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Figure 6: Cryo-TEM images of Gem-5-isoprenes nanoparticlegidRnanotubes can be
observed, with an inner lamellar organization andéveral nanotubes sticking together.

Whatever the conditions of nanoprecipitation (alittoncentration of Gem-5-isoprenes in
ethanol and water/ethanol ratio) the SAXS patteembibited a peak at g = 0.127'A
corresponding to a periodicity of 52.3 A. This peeks attributed to the stacking of bilayers
forming the nanotubes. Only this peak, along wittalvhigher orders, could be observed in
the more concentrated suspensidfigyre 7).

In more dilute suspensions, the scattered intemdsty displayed oscillations around q = 0.07
At and g= 0.16 A&, likely arising from the form factor of rigid holiv cylinders Figure 7).
Adjusting the radius of the core to 40 A and thiekhess of the cylinder wall to 25 A in the
expression of the form factor of a core-shell aj¢inenabled to approximately reproduce the
minima of the SAXS curve at about 0.05,4.09 A*and 0.15 A (Figure 7).
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Figure 7. Small-angle X-ray diffraction patterns of Gemsoprenes nanoparticles prepared
in different conditions. (a) concentrated suspamgratio between the volume of water and
ethanol equal to 1): the five orders of a lamedkaicking appear. (b) dilute suspensions (ratio
equal to 4): the curve displays a strong corretaieak and oscillations assigned to the form
factor of tubes. (c) form factor of a hollow cyliedwith core radius = 40 A and thickness of
the wall = 25 A.

The SAXS pattern of Gem-Sq, which has also 5 ismpits, confirmed the existence of an
inverse hexagonal phase with a lattice paramater 87.7 A Figure 8), as previously

evidenced Couvreur 2008
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Figure 8. Small-angle X-ray diffraction pattern of Gem-Sgnopatrticles recorded at room
temperature in excess water showing an hexaganatsie.

The SAXS pattern of Gem-6-isoprenes exhibited ees@f Bragg reflections with an onset at
q = 0.11 A' and q values spaced in the ratiosV3, 2, V7. These peaks indexed as the
reflections of an inverse hexagonal phase withicketparametem = 57.1 A. Cryo-TEM
showed nanoparticles with angular shapes, consistiéiman hexagonal structure. This phase
was formed by cylinders, whose aqueous core wamwuied by gemcitabine molecules
coupled to the polyisoprenoid chains, packed amcadimensional hexagonal latticEigure

%) | (a.u)

0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35
qA -

Figure 9: Small-angle X-ray diffraction pattern recorded@m temperature in excess water
of Gem-6-isoprenes nanoparticles. Insert: Selectgd-TEM image of nanoparticle. These
data clearly match with a hexagonal structure.
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5) Cell internalization and cytotoxicity

The difference in shape of Gem-Sq and Gem-5-is@sr&\Ps, with the same drug loading
and chemical composition, offered a possibilitystady the influence of morphology on the
internalization of drug carriers within cells. Thgtotoxic activity of these NPs against three
human cancer lines (lung cell line A549, breadtloed MCF-7 and pancreatic carcinoma cell
line MiaPaCa-2) and one murine cell line (melanarel line B16F10) was evaluated, in

vitro, in a previous study and confirmed in thereuat study. In addition, these NPs were also
tested against CCRF CEM and L1210 wt cell linesb{e 2).

IC5y (NM) Mia B16F10 | CCRF | L1210 wt A549 MCF-7
PaCa-2 CEM
Gem 25 250 5 3 15 15
Gem-Sq 700 470 23 21 450 550
Gem-5- 1400 980 50 17 350 500
isoprenes

Table 2 In vitro cytotoxicity (1Gg) of Gem-Sq and Gem-5-isoprenes nanoparticles sigain
various human and murine cancer cell lines. Gelbicitais used as control.

Interestingly, Gem-Sq NPs displayed a better antiea activity than Gem-5-isoprenes NPs
on two cell lines, MiaPaca-2 and B16F10. Theylalues (i.e the concentrations required to
inhibit cell growth by 50%) were two-fold lower f@déem-Sqg than for Gem-5-isoprenes. It
was checked that the release of free gemcitabora fMPs in solution containing 90% fetal
bovine serum was similar for the two prodrugs. Ehessults suggested that an endocytic
pathway, depending on the nature of the cells aRs, Mould be considered, in addition to the
prodrug uptake mediated by extracellular protemssevidenced in previous studi&sldstein
2010a, Bildstein 201Qb

The ability of Gem-Sq and Gem-5-isoprenes NPs toinbernalized by MiaPaca-2 and
B16F10 cells was further investigated by confodabrescence microscopy. Cells were
incubated with NPs labelled with fluorescent Bod{plyolesterol for 1, 4 and 8 hours and
then imaged. Noteworthy, the use of this fluorest¢ag at a concentration of 0.5 % in the
NPs of squalene-derivatives has been previouslydated Semiramoth 2012 the
hydrophobic cholesteryl ester group of the prolseiited into the NPs core while the Bodipy
group provided the fluorescent properties. We tanexked that this probe did not induce any

significant physico-chemical modification of therpees. When taken up by cells, NPs
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appeared as green spots in the median plane aktleeand accumulated along time within
the intracellular compartments. Interestingfigure 10 and Figure 1levidence that Gem-Sq
and Gem-5-isoprenes were differently cell intezedi Indeed, whatever the incubation time,
the green spots corresponding to Gem-Sq NPs were monerous in the cytosol of both
MiaPaca-2 and B16F10 cells. On the contrary, theréiscence was more diffuse in cells
incubated with Gem-5-isoprenes NPs. These result® wonsistent with the i values
determined by MTT assays and supported the hypsthleat the shape of the NPs could
impact on their interaction with cells in cultusnce nanotubes with high length- to- radius
ratio were found to be less internalized in MiaRPaand B16F10 cells than NPs with more
isotropic shapes. It should be noted that Gem-presees, which formed hexosomes, also
displayed higher toxicity than Gem-5-isoprenes.
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Figure 10. Confocal microscopy images after 4h of incubatadnB16F10 cells with: (a)
Gem-5-isoprenes nanoparticles and (b) Gem-Sq nandesa. The suspensions were prepared
with 0.5 % of CholBodiPy and incubated at a conagian of 10 uM (37°C).
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Figure 11 Confocal microscopy images after 4h of incubatdrMiaPaCa-2 cells with: (a)
Gem-5-isoprenes nanoparticles and (b) Gem-Sq nandesa. The suspensions were prepared
with 0.5 % of CholBodiPy and incubated at a coneitn of 10 uM (37°C).

6) Discussion

Comparison of prodrugs, based on terpenoid chaitis am increasing number of isoprene

units, of the same active molecule, gemcitabineyides unique insight into the influence of
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chain length on anticancer activity. It has beamftbthat the activity of prodrugs dramatically
depended on the length of the polyisoprenoyl chain.

The pharmacological activity of nanocarriers caratiected by their size, shape and structure
and by their stability in aqueous medium. The aifrth@ current study was therefore to
identify factors, related to the chain length, wheould impact the prodrug activity.

The stability of NPs increased with the chain lén@nly bioconjugates with 5 or 6 isoprene
units were able to form stable, long lived, NPspure water. Before evaporation of the
solvent, the coarsening rate and aggregation of ¢dR&l be limited by a lower interfacial
tension and the formation of an adsorbed layettwdrel. Ostwald ripening, which consists in
the growth of the larger particles at the expeniséhe smaller ones and results from the
transport of dissolved solute through the aquedase, could be implied in the instability of
the NPs suspensions prepared with the shortereéeepmoieties. Indeed, Ostwald ripening
could be favoured by the increase of the interfaelasion upon ethanol evaporation and the
partial solubility of the short-chain compounds,saggested by their logP values comprised
between 5.37 and 2.04. Conversely, nanoassemlfliesgzchain bioconjugates with a lower
solubility, as reflected by their logP values (88 Gem-6-isoprens and 7.0@8r Gem-5-
isoprenes), could be less prone to Ostwald ripening

Regarding the structure of NPs, bioconjugates cantaless than 6 isoprene units displayed
nanotubes or ribbons.

Remarkably, Gem-Sq and Gem-5-isoprenes, whichrdiifdy in the position of two methyl
groups on the hydrophobic chain, exhibited a stgkdifference in their supramolecular
organization. Whereas Gem-Sq formed an inverse dogwed structure, Gem-5-isoprenes
molecules self-assembled as nanotubes.

The inner structure of Gem-Sg NPs has been expldigghe wedge shape of the molecules,
as described by the packing parameter, p = W XA) where V is the volume of the
hydrocarbon chain (s), | is the maximum effectiwglfocarbon chain length and, As the
optimal surface area per molecule at the polar elaagnterface. The p > 1 value favors
aggregates with inverse curvature, such as thesevexagonal phase.

The compression isotherm of the Gem-5-isoprenesotager, which highlighted a condensed
state at high surface pressure, suggests thatefplacement of the squalene by the 5-
isoprenes chain resulted in a higher rigidity o gfrodrug chain. This higher rigidity could
hinder the formation of an inverse hexagonal stmacteven if it is allowed by the packing
parameter. Indeed, the volume fraction filled bysel packed cylinders V12 ~ 0.91 and,

consequently, the chains have to deform to fillititerstices between cylinders in, lghase.
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Chains oriented towards the corners of the hexdgomtcell display the largest length,ax
while those perpendicular to the faces have thetestol .. Assuming that chains act as
harmonic springs, the cost in energy to stretcboonpress a chain, whose equilibrium length
is |, to the length can be expressed k§- 1)?, wherek is the stretching rigidity of the chain.
If the chain packing energy in the inverse hexafijphase, estimated from this crude model,
is too high, the system may therefore be forceabimpt a different structur&learman 2006
and the formation of nanotubes could be favoredeWNorthy, as reported by Shimizu, some
wedge-shaped amphiphilic lipids have been foundnereo self-assemble into hollow
cylinders Shimizu 200p

The self-assembly of an inverse hexagonal phasshserved when the isoprenoid chain
coupled to gemcitabine comprises six units. Notéworthe lattice parameter of the Gem-6-
isoprenes I phase, 57.1 A, is significantly smaller than tbhthe Gem-Sq ki phase (87.7
A). A smaller lattice parameter reduces chain pagKiustration since the volume of voids
between close packed cylinders and the variatioohain length around the aqueous core
decrease. The maximum variation in chain lentth — Imin, IS determined by the lattice
parameter: lmax— Imin = a(1N3 -1/2) ~ 0.0773& (Yaghmur 2007)Furthermore, long chains
are able to extend more easily than shorter onéh tioe voids. Taken together, these factors
may explain why the formation of an inverse hexajophase is allowed for Gem-6-
isoprenes.

Results from 2D and 3D self-assembly of gemcitapireglrugs revealed that the symmetrical
distribution of the double bonds in squalene chgiues it remarkable properties, different
from those of a regular polyisoprenyl chain.

The internalization of nanoparticles and, ultimgtéheir pharmacological activity when they
are loaded with drug, depends on their size andestemong other features such as surface
properties and chargeHiflaireau 2009, Decuzzi 2009, Simone 2008, Gratt®d09.
Regarding the influence of the particle shape, eoegal tendency emerges from previous
reports on model polymeric or gold nanoparticldasTnight be explained by the existence of
multiple endocytic pathways, the importance of tles size for cellular uptake and the
difficulty to compare the size of nanoparticles hwitery different shapes. However, some
experiments agree with our observations: it has ls®wn that gold nano-rods with high
length- to- radius ratio are internalized in Helal in a smaller proportion compared to
shorter ones@iu 201Q or spherical NPsGhitrani 200§ and that a macrophage only spreads
on an ellipsoid-shaped polymeric NP when it isctéal to the elongated region of the particle
(Champion 2006
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It should be emphasized that, beside the geomethgstucture of the NPs, the interactions of
the individual prodrug molecules with cell membrarmuld also play a key role in the
activity of the prodrugs, thus contributing to exdpltheir differences of cytotoxicity.

In conclusion, this study has shown the influentéhe length of the terpene chain on both
the stability and the structure of the resultinghaessemblies, spontaneously formed by
polyisoprenoyl gemcitabine conjugates upon nangpitaton. The important role of the
specific properties of squalene has been highldgbiethe comparison of the supramolecular
structures of Gem-Sq and Gem-5-isoprenes, whidkerdiinly in the position of two methyl
groups on the hydrophobic chain. Further, the impéathe structure on the cell capture and

cytotoxicity has been demonstrated.

7) Materials and methods

Synthesis of molecules

The synthesis of Gemcitabine-2,3,4,5,6-isoprenégufe 1) was described previously
(Maksimenko, 20103 Briefly, the gemcitabine was protected in 3’ &ichydroxyl positions
by tert-Butyldimethylsilyl chloride, then the cosmonding polyisoprenic acid was coupled
and finally, deprotection was done with tetrabutyfaonium fluoride (TBAF).

Preparation of nanoparticles

The nanoparticles were prepared by nanoprecipitaBoiefly, compounds were dissolved in
ethanol (5-15 mg in 0.5 mL of ethanol). This sauatiwas added dropwise under stirring (500
rpm) into water. The volume ratio between the aggeand organic phases was 3 or 4.
Ethanol was then evaporated using a Rotavaporstrument. Formation of the
nanoassemblies occurred spontaneously for 2 conggodar the others, aggregation was
observed. Fluorescent NAs were prepared usingaime grocedure, except that Cholesteroyl
BodiPy® FL C12 was dissolved at a concentration of 0.0Inmhin ethanol (Gemcitabine-5-
isoprenes and Gem-Sq at a concentration of 2 mg/flign, the nanoprecipitation was

performed as described before for the non fluorgssAs.

Langmuir film balance
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A computer-controlled Langmuir trough coupled toNdhelmy plate device (KSV Nima,
Finland) was used to record compression isotherrmhs Gemcitabine-polyisoprenes
monolayers. Nucleolipids were spread from chlonof@olutions onto pure water (775.75
cm?) maintained at 18°C. After deposition of a ol the solvent was allowed to evaporate
for 15 min before the beginning of the compressibwo Teflon barriers compressed the
monolayer symmetrically at the same rate (10 mni‘jnfrom opposite sides of the trough.
The reportedz-A values are mean values of three measurementsvalbe of monolayer
isothermal compressibility modul& at a given surface pressuravas deduced from the

— ArelationshipKa= - Ad7/7dA

Small-angle X-ray scattering.

Suspensions of nanoparticles where loaded intotzj@apillaries (diameter 1.5 mm, Glas
Mdller, Berlin, Germany). The top of the capillaievas sealed by a drop of paraffin to
prevent water evaporatioX-ray scattering experiments were performed on Alstrian
synchrotron beamline at ELETTRA and on the SWING@rbkne at SOLEIL. The scattered
intensity was reported as a function of the sdatjevectorq = 47/7sind A, where28 is the
scattering angle and the wavelength of the incident beam. For bothrimsents the
calibration of theq range was carried out with silver behendtee Austrian SAXS beamline
was operated at 8 keV. SAXS patterns were recous@ny a position sensitive linear gas
detector, argon- ethane filled, with sample-detedistance of 1 m. Exposure times were
typically 300s. On SWING beamline operated at 1¥,kibe data were collected by a two-
dimensional CCD detector. Exposure times were alfyicl0 s. Intensity values were
normalized to account for beam intensity, acqusittime and sample transmission. Each
powder-like diffraction pattern, displaying a serief concentric rings, was then integrated
circularly to yield the intensity as a function @f The scattered intensity from a capillary

filled with water was subtracted from the samplateing curves.
Cryogenic Transmission Electron Microscopy (Cryo-TEV).
The Cryo-TEM investigations were performed with ay¢=TEM (JEOL 2100) electron

microscope, at the “Service de Microscopie Eledtioa de I'Institut de Biologie Intégrative”
(IFR 83 CNRS, Paris). Practically, a dropu4) of the (2 mg mL*) sample was deposited on
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a carbon-coated copper grid. Excess liquid was vechavith a blotting filter paper and the
sample was quickly vitrified by plunging it intogliid ethane, using a guillotine-like frame.
The sample was then transferred to a cryo-samplgehoObservations were made at an
accelerating voltage of 200 kV under low electrasal Analysis was performed with the

ImageJ software.
Cell Culture

Murine melanoma cell line B16F10, human pancreaicinoma cell line MiaPaCa-2, human
leukemia cell line (CCRF CEM) and murine lymphocygukemia cell line (L1210 wt) were
obtained from the American Type Culture Collectiand maintained as recommended.
B16F10 cells were grown in Dulbecco’s minimal ess¢émrmedium (DMEM) — Glutamine
medium and supplemented 10% heat-inactivated lietaihe serum (FBS) (56 °C, 30 min),
penicillin (100 U/mL) and streptomycin (100 pg/miMedium for MiaPaCa-2 cell line was
supplemented additionally with 2.5% heat-inactida®rse serum (Gibco) (56 °C, 30 min).
L1210 wt and CCRF CEM cell lines were cultured iRNR 1640 supplemented with 10%
heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), penici{LO0 U/mL) and streptomycin (100 p
g/mL). Cells were maintained in a humid atmosplagr@7 °C with 5% C@

Cell proliferation assay

MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetzolium bromide] was used to test
cytotoxicity of Gem-Sq and Gem-5-isoprene prodruanaassemblies. Briefly, 3.10of
MiaPaCa-2, 2. T0of B16F10 cells per well were incubated in 200 medium containing
10% FBS in 96-well plates for 24 h. 1*16f CCRF CEM and L1210 wt cells per well were
incubated in 90 pL medium in 96-well plates. Thdlscevere then exposed to series
concentrations of Gem-Sq, Gem-5-isoprenes, squadanl, 5-isoprenic acid nanoparticles or
free gemcitabine for 72 h. After drug expositiome tmedium was removed and 100 pL of
MTT solution (0.5 mg/mL in DMEM or RPMI containinp% FBS) was added to each well.
The plates were incubated for 2 h at 37 °C andllo@f 20% SDS solution was then added
to each well for 24 h at 37 °C. Absorbance was oregsat 570 nm using a plate reader
(Metertech R 960, Fisher Bioblock, lllkirch, Frajc&he percentage of surviving cells was
calculated as the absorbance ratio of treated tieabed cells. The inhibitory concentration

50% (IG) of the treatments was determined from the dosperese curve. All experiments
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were set up in quadruplicate to determine meansS&rsd No toxic effects were observed for

squalenic acid and 5-isoprenic acid.

Confocal microscopy

B16F10 and MiaPaCa-2 cells were grown for 24 h &min round cover glasses and placed
in the wells of a 6-well plate (seeding densityl6D 000 cells per well). After changing the
medium, suspensions were incubated during the atiedqume (1h, 4h and 8h), with a final
concentration of 10 umol/L. Cells were rinsed WRS, and fixed with PFA 3% for 20 min.
Then, cells were rinsed twice with MEl (50 mM) and twice with PBS. Cover glasses were
removed, mounted on slide with Fluoroprep. Confaoatroscopy was performed on the
LSM510 Meta microscope (Carl Zeiss, Jena, Germasiy)g a 63xoil immersion objective of

Plan-Apochromat. The 488 nm 30 mW argon laser wsad.u
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Figure S1. Stability of nanoparticles (~1.Ff0mol L) in water at room temperature. The
mean diameter of nanoparticles, determined by 8 e average of three measurements.
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I\V-Conclusion

Dans ce chapitre, la synthese de deux moléculesrgaisée. Il a été montré que la longueur
de la chaine hydrophobe greffée a une méme tétr@avait une influence sur la stabilité
des nanoparticules dans I'eau, sur I'assemblageeslanolécules en film mince a l'interface

air-eau, mais aussi sur la structure supramolé&eutkds nanoparticules.

En comparant les nanoparticules de Gem-Sq et de-Z3esoprenes qui possedent une
organisation supramoléculaire distincte, des difiées d’internalisations ont été observées,
ce qui montre que la morphologie d’'une nanopasicpeut influencer la quantité de

nanoparticules endocytée.



Complément d’etude

Chapitre IV

Tests MTT et
Cytometrie en Flux



|- Résultats des tests MTT

Dans le but de voir une possible influence de lgl®ur de la chaine hydrophobe sur
I'activité biologique, 6 composés d’'une longueuriale en unités isoprenes, Gemcitabine-
1,2,3,4,5,6-isoprenes, ont été incubés avec 7 dggyreellulaires cancéreuses . MiaPaCa-2,
MCF-7, MCF-7 MDR, B16F10, CCRF CEM, CEM/ARAC 8C, 210 et L1210K. La

Gemcitabine ainsi que les nanoparticules de Gebic#aSq et des 6 acides-1,2,3,4,5,6-

isoprenes ont été incubés en tant que témoins.

Apres 72 heures d’incubation en présence de difféseconcentrations en nanoparticules, une
solution de MTT est ajoutée. Dans les cellules ntieg, ce sel de tétrazolium est alors réduit
en formazan, précipité de couleur violette : le rpentage de cellules vivantes est alors
déterminé a partir des mesures d’absorbance, etrasé en fonction des différentes

concentrations pour obtenir les valeurs dg.Cl

Pour les lignées MiaPaCa-2, MCF-7 et MCF-7 MDR, (g de la Gemcitabine et de la
Gemcitabine-Sq étaient bien supérieures a celbesdes dans les études précéderitesi(
Reddy, 200p Les résultats n'ont donc pas été validés : igiséks cellulaires avaient sans

doute dérivé.

Pour les lignées leucémiques murines et humaieesésultats obtenus sont présentés dans
lesFigures 1, 2, 3 et &t les Cdp sont réesumées dansTable 1. Pour I'ensemble des lignées
cellulaires traitées avec les suspensions des rdlif® acides isopréniques, aucune
cytotoxicyté n’a été observée, ce qui montre qaetiVité potentiellement observée pour les

différents produits de couplage résulte bien dibé&ation de la Gemcitabine dans la cellule.
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Figure 1: Pourcentage de cellules CCRF CEM vivantes emtiom de la concentration
molaire en nanoparticules pour les différents casgpatudiés (Gem-1,2,3,4,5,6-isoprenes) et

pour les témoins (Gemcitabine et Gemcitabine-Sq).
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Figure 2: Pourcentage de cellules CEM ARAC/8C vivantesattion de la concentration
molaire en nanoparticules pour les différents cagpcttudiés (Gem-1,2,3,4,5,6-isoprenes) et

pour les témoins (Gemcitabine et Gemcitabine-Sq).

- 196 -



100%

80%

60%

40%

% cellules vivantes

20%

O% I I I I I I I I

O 10 20 30 40 50 60 70 80
concentration (nM)

Gem

Gem-Sq
Gem-1-isopréne
Gem-2-isoprénes
Gem-3-isoprénes
Gem-4-isoprénes
Gem-5-isoprénes

Gem-6-isoprénes

Figure 3: Pourcentage de cellule L1210 vivantes en fonatierla concentration molaire en
nanoparticules pour les différents composés étuesn-1,2,3,4,5,6-isoprenes) et pour les

témoins (Gemcitabine et Gemcitabine-Sq).
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Figure 4. Pourcentage de cellule L1210K vivantes en fomctie la concentration molaire en

nanoparticules pour les différents composés étudésn-1,2,3,4,5,6-

témoins (Gemcitabine et Gemcitabine-Sq).

isoprénes) et pour les
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Clso CCRF CEM | CEM/ARAC 8C L1210 L1210K
Gem 5nM 316 nM 3nM no
Gem-Sq 23 nM 105 nM 21 nM 1842 nM

Gem-2-isoprénes 41 nM 105 nM 8 nM no
Gem-3-isoprénes 4 nM 23 nM 3nM 7842 nM
Gem-4-isoprénes 4 nM 211 nM 3nM 7000 nM
Gem-5-isoprénes 50 nM 758 nM 17 nM 2368 nM
Gem-6-isoprenes 97 nM 2631 nM 56 nM no

Table 1: Résumé des concentration inhibitrices médianksil@es pour les Gem-1,2,3,4,5,6-
isoprenes ainsi que pour les témoins (Gemcitakir@een-Sq). Le « no » signifie qu’il y a,
guelle que soit la concentration, toujours plu$dé&s de cellules vivantes.

D’aprés laTable 1, il semble que la Gem-3-isoprénes soit plus aajwe toutes les autres
suspensions (dont celle de Gem-Sq) sur les denogdiyleucémiques sauvages et sur une des
deux lignées résistantes (CEM/ARAC 8C). Ce résudidten accord avec ce qui avait été
préecédemment montré sur 4 autres lignées cellglaiBd6F10, MiaPaCa-2, MCF-7 et A549
(adénocarcinome humair.(Maksimenko, 20)3

En particulier, les nanoparticules de Gem-3-isopsgrermettent de surmonter la résistance a
la Gemcitabine de la lignée CEM/ARAC 8C due a uiicitéle transporteurs nucléosidiques.

En ce qui concerne la lignée L1210K, qui présentééficit en kinase, les nanoparticules de
Gem-1,2,3,4,6-isoprenes ne parviennent pas a stemoette résistance. Seule la Gem-5-

isoprenes présente une activité significative.

Enfin, comme observé dans le chapitre IV, les nartaqules de Gem-5-isoprénes semblent
étre moins actives que la Gem-Sq, a part pougteéé L1210 ou les €l sont comparables
(17 nM et 21 nM respectivement).

Il faut cependant souligner que les moléculessds pour réaliser les tests MTT étaient
issues d’'un premier lot de synthése, et que poGela-1-isopréene, Gem-2-isoprénes et Gem-
3-isoprenes des impuretés étaient présentes (gpselgaur cents de produits de départ
résiduels). L’avantage, si I'on peut dire, est gu@ce a ces quelques pour cents d'impuretés,
les particules étaient relativement stables. Maisgue les molécules ont été synthétisées a

nouveau et purifiées, la stabilité n’était plustdut la méme (voir chapitre 1V).
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Pour conclure, malgré le méme principe actif dansgeis ces nanopatrticules, la longueur de la
chaine hydrophobe a une influence sur I'activit@dgique. Mais pour pouvoir réellement
conclure sur l'origine de ces différences il aufaltu réaliser des études plus approfondies
sur ces nanoparticules précisément : mecanismediadisation cellulaire différent di a une

taille ou/et a une structure supramoléculaire ciffiées?

[I- Cytométrie en Flux: comparaison de linternalisation des

nanoparticules de Gem-Sq et de Gem-5-isopréenes

Il a été montré que les nanoparticules de Gem-Sig d6em-5-isoprenes, n'avaient pas la
méme structure supramoléculaire, malgré de faitléérences de formules développées:
Figure 5. En effet, les nanoparticules de Gem-Sq s’autoasiseent en phase hexagonale
inverse tandis que les nanoparticules de Gem-5édseg possédaient une structure en forme

de tube multilamellaire.

OH

Figure 5: formule de I'acide-5-isoprénique en haut et @eitle-Sq en bas. En rouge : seules
différences, la position de deux méthyles.

Il avait aussi été observ@.(Maksimenko, 20)3que les nanoparticules de Gem-Sq étaient
deux fois plus actives que les nanoparticules de-Gésoprénes, notamment sur la lignée
cellulaire B16F10. Dans le but d’avoir une approgo@ntitative de I'internalisation de ces
deux types de nanoparticules, des études de cyiengt flux ont été réalisées. Dans un
premier temps, un fluorophore, le Cholesterol BOBEP FL C;, (CholBodiPy) a été
coprécipité avec les molécules amphiphiles etdarfiscence des différentes particules a été
vérifiée. Puis cette intensité de fluorescencetar@surée dans les cellules vivantes pour voir

une potentielle différence d’internalisation.
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1) Intensité de fluorescence des suspensions

a) 1 % de CholBodiPy

Apres nanoprécipitation avec 1% de CholBodiPy, $espensions (a 0.5 mg/mL) ne
présentaient pas le méme aspect visuel : la sugpeths Gem-Sq avait une faible teinte verte
alors que la suspension de Gem-5-isoprenes et dpession témoin de CholBodiPy
présentaient une légere teinte rosée. Le specatraiskion de florescence de ces différentes

suspensions a donc été realiségure 6.

1000 - Py ¢ Gem-Sq + 1% CholBodiPy
@ € Gem-5-isoprenes + 1% CholBodiPy

900 - S  CholBodiPy

L
800 - -
g 700 -

P 600 -

mi

N 500 =

3 400 -

300 A

Intensit

200 A

100 -

0

500 520 540 560 580 600
longueur d'onde (nm)

Figure 6 : spectre d’émission de 3 suspensions préparéeslat de CholBodiPy.
D’aprés laFigure 6, malgré la méme quantité de fluorophore a la pedfum, la fluorescence
finale des nanoparticules de Gem-5-isopréne esigpeanent deux fois plus faible que la

fluorescence des nanoparticules de Gem-Sq. Laefbgence de la suspension de CholBodiPy

est nulle. Ces observations s’expliquent par |pmpété méme de ce fluorophore de former
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des exciméres lorsque la concentration est sufés@oir Chapitre Il). Pour la suspension de
CholBodiPy, il y a vraisemblablement formation des excimeres, ce qui expliquerait la

teinte rosée observée, et la non-fluorescence Wanert de cette suspension. En ce qui
concerne la suspension de Gem-5-isoprénes, urepililarescence dans le vert est observe,
mais il semblerait aussi que des excimeres se tsfoemés (teinte rosée): pour ce type de
nanoparticule en forme de tube, il se pourrait udluorophore soit en excés et que la
guantité restant en solution forme des excimeremn@Qaux nanoparticules de Gem-Sq, |l
semblerait que les 1% de CholBodiPy soient intéséal dans la particule : intensité

maximale.

Cette formulation avec 1% de CholBodiPy ne pouroacdpas étre conservée pour une
approche quantitative de la fluorescence en intitdaee.

b) 0.5 % de CholBodiPy

Pour résoudre ce probleme, il a donc été décidéindmuer la quantité de CholBodiPy a 0.5
%. Pour vérifier la reproductibilité¢ des mesuressugpensions de Gem-Sq ainsi que deux
suspensions de Gem-5-isoprenes ont été realiséespdctre d’émission a été enregistré dans

les mémes conditions que précédemmeéingure 7.
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¢ Gem-Sqg 1 + 0,5 % CholBodiPy
1200 - ¢ Gem-Sq 2 + 0,5 % CholBodiPy
Gem-5-isoprenes 1 + 0,5 % CholBodiPy
1000 - & ¢ Gem-5-isoprénes 2 + 0,5 % CholBodiPy
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Figure 7 : Spectre d’émission de 7 suspensions réalisés®as % de CholBodiPy.
Pour cette formulation avec 0.5 % de CholBodiPg,deux suspensions de Gem-Sq et les

deux suspensions de Gem-5-isoprénes ont la méramsité de fluorescence. Ces objets

pourront donc étre compareés et quantifies.
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2) Tailles des nanoparticules utilisées

Latable 3résume les différentes tailles des suspensiotis@éa précédemment.

Composé | Gem-Sq1l | Gem-Sq2 | CholBodiPy
Taille 69.3 nm 111.7 nm 94.8 nm
Distribution +8 nm +12 nm +3 nm

Table 3: moyennes des trois mesures de taille et moyedesstrois largeurs du pic
d’intensité a mi-hauteur pour les différentes saspms étudiées.

Il peut étre noté que les deux suspensions de GprpeSsedent des tailles moyennes
relativement différentes, alors que la nanopréaiijpih a été réalisée le méme jour, avec les
mémes produits de départ, dans les mémes conditiamseul paramétre qui peut étre

variable d’'une préparation a l'autre est la vitedsaldition de la phase organique dans la

phase aqueuse, et ce paramétre peut jouer sultdal&s objets.

3) Cryo-Tem

Des images des deux suspensions de Gem-Sq ogbés&es en Cryo-Tentigure 8.

100 nm
— 3
s

Figure 8: Images de Cryo-Tem avec a gauche, les nanoplagide Gem-Sq 1 et a droite les
nanoparticules de Gem-Sq 2.
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La méme constatation que précédemment peut-étee:fdiy a une différence notable de

taille entre ces deux préparations.

4) Cytométrie en Flux

L’intensité de fluorescence internalisée dans élsiles B16F10 vivantes a été mesurée par le

cytometre en flux, pour chaque temps d’incubatidn éh et 8h) en triplicaté-jgure 9).

a0c

GO0
1

<00
1

Count

200
1

a -
ol wd Wt WS W W
FLA-A

Figure 9: Intensité de fluorescence internalisée dansd#sgles B16F10 vivantes aux temps
1h (en bleu), 4h (en vert) et 8h (rouge) pour Epsasion Gem-Sq 1.

Pour chaque temps d’incubation, lintensité estugasmoyennée et I'évolution de la
fluorescence peut alors étre étudiée.

Dans un premier temps, I'étude a été réalisée a Efgure 10.
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Figure 10: intensité de fluorescence internalisée au seihQD0O0 cellules vivantes en
fonction du temps d’incubation pour les différerdaspensions, a 4°C.

Les nanoparticules utilisées pour cette étude rédtagsues de la premiere formulation,

contenant 1 % de CholBodiPy. Lorsque les celluted placées a 4°C aprés incubation de la
drogue, aucune fluorescence internalisée n’estrefseour I'ensemble des suspensions. |l
semblerait donc que le mécanisme d'internalisaiences nanoparticules par les cellules
B16F10 soit de I'endocytose. En effet, ce mécanisste&nergétiguement dépendant et a 4°C,

il est fortement réduit, voire impossibl8. (C. Silverstein, 1977, W. Negendank, 1982
Les études d’internalisation ont ensuite été réatisa 37°C, avec les suspensions contenant

0.5 % de CholBodiPy, pour pouvoir comparer et gtiant'intensité de fluorescence dans les

cellules Figure 11).
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Figure 11: Intensité internalisée dans 10 000 cellules i#an en fonction du temps
d’incubation de la suspension de Gem-Sq 1, de Ggra-8e Gem-5-isoprénes 1, de Gem-5-
isoprenes 2 et de CholBodiPy.

L’internalisation de la suspension de CholBodiPycesstante et relativement faible quel que
soit le temps d’incubationF{gure 11) : peu de nanoparticules sont internalisées. Equce
concerne les deux suspensions de Gem-5-isopr&sagdultats sont trés proches. Par contre,
l'internalisation des deux suspensions de Gem-&diéérente.

Pour conclure sur cette étude, deux phénomenedesanére mis en évidence. D’une part la
morphologie joue un rdle sur I'internalisation : effet, a taille égale, la structure hexagonale,
morphologie plus compacte, semble étre mieux iates#e que la structure en forme de tube,
morphologie plus allongée. Ce phénomene avait éi&aobservé avec des particules d’or
dansB. D. Chithrani, 2007et Y. Qiu, 2010ou les nanoparticules sphériques étaient mieux
internalisées que les particules cylindriqgues. B&aupart a morphologie constante, il
semblerait que les plus petites particules soigetiinternalisées. Cette observation avait

déja éte faite par exemple sur des nanoparticidesilite mésoporeus®( Ekkapongpisit,
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2012, ou encore sur des nanoparticules métalliquesy {dMp. 3 {OH)2,(COs)o.16 0.1H0)
(Figure 12) (J.-M. Oh, 200%

B

200 -

_— = Control
& s 50 NM
E 120 s 100 NM
g @ s 200 NM

] 350 nm

10’ 10° 10° 10°
Fluorescence

Figure 12: Intensité de fluorescence internalisée danscdigles humaine d’ostéosarcome
(MNNG/HOS) en fonction de la taille des nanopatBsunorganique.-M. Oh, 2009).
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Chapitre V

Influence des conditions de préparation
sur la structure supramoleculaire des
nanoparticules d’Adénosine-Squalene

homologué

~

Ve

Nanopfécijpitation
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I- Introduction

Comme il a été montré dans la partie bibliograpbigie ce manuscrit, « I'effet Ouzo »,
encore appelé « nanoprécipitation » est une méthimdgle pour obtenir des nanoparticules
(F. Ganachaud, 2005 La molécule d’intérét, insoluble dans I'eau, sstubilisée dans un
volume connu de solvant (éthanol, acétone, THF..i}cilnle en toutes proportions avec
'eau, puis la solution est ajoutée goutte a goatiene grande quantité d’eau, le tout sous
agitation 8. Schubert, 20)1Le soluté étant insoluble dans le mélange ebuaish des
nanoparticules se forment spontanément. Le solganensuite évaporé. Par comparaison
avec d’autre méthodes de préparation de nanoobpetsime le relargage ou encore
I'émulsification-diffusion, aucun ajout de surfactan’est nécessaire pour obtenir une
émulsion §. Galindo-Rodriguez, 20P4ce qui est un point positif pour le développetnen
notamment de médicaments (possible effet toxigDe).plus pour certains composés, la
nanoprécipitation donne des particules plus stalek. Mora-Huertas, 2004

Cette formation spontanée de nanoparticules stpxplpar la nucléation de petits
agrégats de molécules, a partir des fluctuationalés en concentration de soluté dans une
solution sursaturée (nucléation homogéne). Leswogiteignant une taille critique vont étre
stables et pourront croitre par diffusion de mdésule soluté vers leur surface et/ou par
agrégation avec dautres particules. (A. Vitale, 2008 Il est habituel d’utiliser un
diagramme de phase pour représenter la région sundmoparticules sont stables et
homogeénes en taille : « région OuzoR: Botet, 201R Cette région se situe a de faibles
concentrations en soluté, et pour de grandes déantieau Figure 1).

Solute  spinodal line

Binodal line

E— 5 -‘O/uzo region

Solvent Water

Figure 1: diagramme de phase pour un soluté amphiphile dam€mélange eau, solvant.
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Certaines variables de formulation peuvent infleeries propriétés physico-chimiques des
nanoparticules, notamment la taille. Par exempldaille des nanoassemblages ainsi que la
vitesse de libération de la drogue est liée a tecentration en soluté : plus la concentration
est faible, plus la taille est petite, plus le mappsurface/volume augmente et donc plus la
guantité de drogue exposée au milieu est grantdeChorny, 2002 ; P. Legrand, 20071.a
nature du solvant, notamment la viscosité est ausgarametre importanty( Bilati, 20035.

En effet, plus la vitesse de diffusion est éleygas la particule sera petite. Le ratio entre le
volume de la phase aqueuse et le volume de sobvgahique semble aussi avoir un impact
méme si des résultats contradictoires sont obserdass certaines études, plus le ratio est
grand, plus la taille des objets est grande, damdrés aucune influence n’est observiéd (
Blouza, 2006 M. Beck-Broichsitte 2010. Cependant, a notre connaissance, aucune étude
n'a porté sur I'influence de ce ratio sur la stametsupramoléculaire.

Dans ce chapitre, nous nous sommes ainsi intéregséinfluence de ce ratio
eau/solvant sur l'organisation des nanoparticulegléhosine-Sq homologué-igure 2).
Pourquoi le choix de ce composé ? Des le débua deeke, la structure supramoléculaire de
ces nanoparticules avait été étudiée, dans unerdéeaystématique, et deux structures
supramoléculaires semblaient exister pour ce co&svant les conditions de préparation.

OH OH

Figure 2 : représentation de I'adénosine-Sq homologué {t€ isoprene en plus sur la chaine
de squalene).
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[I- Stabilité des nanoparticules d’Adénosine-Sg homlogué

Différentes suspensions ont été préparées pourieétlds parameétres qui pourraient
influencer la stabilité et méme la structure dds-assemblages. La méme quantité de produit
(8 mg £+ 1 mg) a été dissoute dans 0.5 mL d’EtOHs ajoutée dans un volume variable
deau:0.5mL, 1 mL, 1.5 mL et 2.5 mL. A I'ceil nwgis types d’échantillon ont été obtenus.
Avec un ratio de 1 entre le volume d’eau et le s@ud’éthanol, des agrégats sont observés.
Pour le ratio 2, on remargue deux phases: uneicoludpalescente (caractéristigue de
particules en suspension) et des agrégats. Erdur, Ips ratios de 3 et plus, une suspension
unique est obtenue. Pour ce dernier échantillotailee des nanoparticules a été suivie au
cours du temps, et il semblerait que ces nanoobsis la taille moyenne est de 82 nm £ 12

nm soient stables jusqu’a 100 joulFsgure 3).

v

£ 807 % % %

O ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !

O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
days

Figure 3: Etude de la stabilité d’'une suspension d’adémaSip homologué (ratio 3 entre le
volume d’eau et le volume d'éthanol, concentratidh 10* mol/L).

L’observation de ces differentes phases montreeampint il est nécessaire de se placer dans
la région Ouzo pour obtenir des particules stallgs.effet, quand la quantité de solvant
organique se rapproche de celle de la phase aquesis@noparticules ne sont pas stables, et

forment des agrégats macroscopigues.
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I1l- Balance de Langmuir

L'organisation des molécules d’adénosine-Sq homadag I'interface air/eau a été étudiée a
l'aide de la balance de Langmuir, aprés un dépdB@eil d'une solution & 1.39.50
molécules/pL. L'aire moléculaire au collapse esRée2 &, ce qui correspond au minimum
de I'aire moléculaire et elle est observée a umsgion de surface de 39.04 mN/m. A une
pression intermédiaire, 30 mMN/m (comparable a &sgion de surface dans une membrane
cellulaire), I'aire moléculaire est d&, = 32.8 & (Figure 4). Le volume de la chaine
hydrophobey, est calculé a partir du volume individuel de chrades groupementfR( R.

Armen, 1998: ~ 1000 &. La longueur de la chaine hydrophobe est évaluéB&A. A partir

de la formulep = % la valeur du parametre d’empilement (packing ipatar)p est donc

de 1.1, ce qui serait compatible avec une orgaoisah phase hexagonale.

45 -

40 -
£35 -
prd

O 1 1 1 1 1 1 1 1 !

O 10 20 30 40 50 60 40 80 90 100
Molecular area (A?)

Figure 4: Isotherme de compression de I'adénosine-Sq haynéloenregistrée a 18°C.

Le module de compressibilité a aussi été évalupeapuession de 34.4 mMN/MKamax= 62.0
mN/m (Figure 5). A partir de cette valeur, il peut étre concliegqette monocouche est dans
un état liqguide expansé au collapseq(k3 <100 mN/m {. T. Davies, 1963.
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Figure 5: Module de compressibilité en fonction de la pr@s de surface pour I'adénosine-
Sq homologué.

V- Structure supramoléculaire en fonction des paranetres de

nanopreécipitation

1) Variation du ratio entre le volume d’eau et tdune d’éthanol

Pour étudier I'influence possible du ratio entreédume d’eau et le volume d’éthanol lors de
la nanoprécipitation, chaque suspension a été sémlgar diffusion des rayons X aux petits
angles (SAXS).

Pour la suspension préparée dans 0.5 mL déthahol.® mL deau (R = 3) le
diffractogramme révéle 3 pics de Bragg, dont lesitimms sontgo, qo\V3 et 2)o, ce qui est
caractéristique d'une phase hexagonale. Le parardétmaille esa = 70 A @o = 0,08 AY).
Les images en Cryo-TEM ont montré des nanoparscaleec des formes angulaires, ce qui

est en accord avec une phase hexagohrajerg 6).
Pour la suspension préparée dans 0.5 mL d’éthan®l5emL d’eau, le diffractogramme
montre 3 pics, dont les positions sapt 200 et 3y, ce qui est caractéristique des premiers

ordres de diffraction d’'une phase lamellaire. Lstahce caractéristique de répétition estlde
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= 48 A (@ = 0,13 AY. Les images de Cryo-TEM semblent montrer des cuées

multilamellaires, et la distance de répétition ftatre vérifiée (¢ 50 A) Figure 6).

Pour finir, le diffractogramme de la suspensiorpprée dans 0.5 mL d’éthanol et 1 mL d’eau
montre un mélange des deux structures présentéa®dmamment: le premier pic de
diffraction (@ = 0.08 A") appartient a la phase hexagonale, le deuxiénveq.13 A") est le
premier ordre de la phase lamellaire. Les deuexé&fhs de faible intensité observées ensuite
correspondent aux deux autres pics de diffractmtaghase hexagonale et les deux derniers
pics appartiennent & la phase lamellaire (deuxién®isiéme ordreg = 0.26 A' etq = 0.39

A™) (Figure 6).

| (u.a) | (u.a) | (u.a)

0.1 0.2 03 0.4 0.1 0.2 0.3 0.4 071 ofz 073 074

qA™

Figure 6: diffractogrammes enregistrés a température amwiade nanoparticules
d’adénosine-Sq homologué préparées avec différatitss de solvant. De gauche a droite,
ratio 3, ratio 2 et ratio 1, ce qui correspond eesipement a une phase hexagonale, un
mélange de deux phases (hexagonale et lamelldira) ume unique phase lamellaire. En
dessous de chaque diffractogramme, image obtenGeyerTEM.

Il est vraiment surprenant d’observer un changerdergtructure supramoléculaire suivant le
ratio entre les volumes d’eau et d’'EtOH. En coésdt les résultats obtenus avec la balance
de Langmuir, une structure unique hexagonale aétéiattendue. Une structure lamellaire,
observée lorsque la quantité d'éthanol est la m@ueecelle de I'eau, suggérerait une aire de
la téte polaire plus importante. Pour tenter d'g&wmr cette observation, des études en

température ont été realisées.
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2) Variation de la température

Les nanoparticules préparées avec un ratio de 8térithauffées jusqu’a une température de
60°C et la structure hexagonale inverse est coé@sefigure 7). Le décalage des positions
des pics vers les grandes valeurs de g au chayffagieétre expliqué par une diminution du
parameétre de maille, due a une déshydratatiorefiartie la structurea(= 60 A).

| (u.a)

| | |
0.10 0.15 0.20 0.25
q@A™

Figure 7 : diffractogrammes d’une suspension d’adénosinéx@qologué préparée avec un
ratio 3 entre les volumes de la phase agueuseyahigue, a 3 températures : 15°C, 45°C et
60°C.

La méme expérience a été reéalisée avec la suspensiio 1, et les difféerents
diffractogrammes ont montré une transition de phamessage d’'une phase lamellaire a une
phase hexagonale. Le parametre de maille de cettéede était le méme que celui observé

précédemmenta(= 60 A). Figure 8).
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Figure 8: diffractogrammes d’'une suspension d’adénosindx@gologué préparée avec un

ratio 1 entre les volumes de la phase aqueusegahigue, a 4 températures : 15°C, 30°C,
60°C et 65°C.

Le refroidissement de ce méme capillaire montre lgugansition n’est pas completement
réversible : les pics caractéristiques de la phagagonale demeureriigure 9).

| (u.a)
......... 60°C
= 45°C
i — 5°C
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
qA

Figure 9 : diffractogrammes de la suspension dEitaure 8 mais refroidie a 5°C.

Apres 3 cycles de chauffages et refroidissemenprd@ortion de phase hexagonale semble
augmenterKigure 10).
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0.10 0.15 0.20
qA

Figure 10: 3 diffractogrammes obtenus apres 3 cycles deftdge-refroidissement, la fleche
rouge montre a quel point la phase hexagonale seanigimenter au fil des cycles.

3) Structures avant évaporation de I'éthanol

La structure supramoléculaire pour les ratios dggrmation 1 et 3 a aussi été étudiée avant
évaporation du solvant organique (éthanol) : undeset méme structure est observée, une
phase lamellaire, avet= 48 A Figure 11).

| (u.a) | (u.a)

005 010 015 020 025 030 035 005 010 015 020 025 030 035
-1 -1
q(A™) qA™

Figure 11 diffractogrammes des suspensions d’adénosinesBtplogué avant évaporation
de I'éthanol, a gauche a ratio 3 et a droite @ rhti
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Ces observations montrent que I'éthanol a vraisabdnent un réle dans la formation de la
phase lamellaire. Ainsi, il resterait des moléculg&hanol méme apres évaporation, dans une
guantité d’'autant plus importante que la quantiéhanol est proche en volume de celle de
'eau, lors de la préparation. En effet, en chauffa suspension préparée a ratio 1, la phase
hexagonale se forme, et semble augmenter de plpdusrau fil des cycles thermiques : la

guantité d’éthanol résiduelle diminuerait.

4) Nanoprécipitation d’'une solution d'adénosineadgne homoloqué dans

I'acétone

Pour étudier une possible influence de la naturealivant, la nanoprécipitation a été réalisée
avec une solution faite dans de l'acétone (solyaut visqueux). Deux préparations ont été
réalisées, avec un ratio 1 et 3 entre le volumauwlet d’acétone et la méme concentration
d’adénosine-squaléne homologué (~ 7 mg/mL dangtbme), et les méme phases que
précédemment ont été observées: une structure dreadaginverse pour le ratio 3 et une

structure lamellaire pour le ratio 1, avec les m&perametres caractéristiqueggre 12).

| (u.a) | (u.a)

4 e

T T T T
005 010 015 020 025 0.30 005 010 045 020 025 0.30

qA qA™h

Figure 12: diffractogrammes des suspensions obtenues pagipfiation de solutions
d’adénosine-squaléne homologué dans l'acétone, Ipaatio eau/solvant = 3 a gauche et le
ratio 1 a droite.
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V- Etudes RMN

Pour vérifier I'hypothése, des études de quaamtifim par RMN du proton ont été réalisées
pour évaluer la quantité d’éthanol résiduelle agnreporation suivant le ratio eau/ solvant de
la nanoprécipitation (1 ou 3). Les particules otét €éentrifugées, le surnageant éliminé, et
I'échantillon a été dissout dans du CR@Pour les deux ratios, les spectres montrent qu’il
reste de I'éthanol aprés évaporation (triplet etdyuplet caractéristique de I'éthandtjdure

13). Cependant, aprés quantification, 2.6 équivaldi@hanol (par molécule d’adénosine-Sq

homologué) sont trouvés pour le ratio 3 et 30 éamnts pour le ratio 1. Ces nombres
d’équivalents sont a reconsidérer, car il est paisgmblable gu’il reste autant de molécules
d’éthanol autour d’'une seule molécule d’adénosipeR®mologué. En effet, d’aprés les

spectres RMN, il reste aussi de l'eau, a peu pEduivalents. En considérant que le
coefficient de partage entre I'adénosine-Sq homaagf I'eau et celui entre I'octanol et I'eau

sont comparables (I0B¢cywa) = -0,3), il y aura donc deux fois plus de molésud’éthanol

dans l'eau que dans le composé amphiphile $angster, 1989 Ainsi le nombre

d’équivalents peut étre ramené a 0.8 pour le dagbde 0.1 pour le ratio 3.

.'I‘/

AdenosineSQacetic/EtOH =1/2.6
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Figure 13: spectres RMN'H des culots obtenus aprés centrifugation des ssEpes
réalisées avec un ratio eau/solvant de 3 en hald &ten bas. Les fleches vertes indiquent le
triplet et le quadruplet caractéristiques d’'uneéuale d’éthanol.

VI- Balance de Langmuir avec comme sous phase un lagge

eau/éthanol

Pour vérifier I'influence de I'éthanol sur l'aireedla molécule, plusieurs isothermes de
compression ont été réalisées avec une sous-plasgodant différents pourcentages en
éthanol : 10%, 5%, 1% et 0.5%. Lorsque le pourggntetait compris entre 10 et 1 %, des
molécules d’adénosine-Sq homologué devaient éiubiiseées dans la sous-phase car les
pressions au collapse étaient faibles comparéassaus-phase contenant 100 % d’eau (15
mN/m, 19 mN/m et 27 mN/m respectivement contre 38mpour 100 % d’eau). Par contre,

pour un pourcentage de 0,5 % en éthanol, la pressicollapse est assez élevée (33 mN/m),

et on peut émettre I'’hypothese que peu de molésdesont solubilisée§igure 14). L’aire

moléculaire & 30 mN/m est dig = 37 A. A partir de la formule :ﬁ, la valeur du
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parameétre d’empilement (packing paramepegst donc de 0.97, donc tres proche de 1, ce qui
serait compatible avec une organisation en phasellgre. Ce résultat confirme que la
présence de molécule d’éthanol modifie I'aire moléice de I'adénosine-Sq homologué et

donc la structure supramoléculaire des nanopagscul

- - NN W W
e B & o g o n

Surface pressure (mN/m)
on

o

0 20 40 60 80 100
Molecular area (.&2 )

Figure 14: Isothermes de compression de I'adénosine-Sq logué réalisées avec 0.5 %
d’EtOH dans la sous-phase.

VII-Conclusion

Pour conclure sur cette partie, tous nos résuttatstrent qu’il reste des molécules de solvant
apres la phase d'évaporation, a la fin de la naujpitation. Plus le rapport eau/solvant est
faible, plus il semble rester des molécules d’'éhdies aux molécules d’adénosine-Sq
homologué, comme le coefficient de partage eawtuéll’éthanol le laissait prévoir.

La présence de solvant résiduel apres évaporairgsnde la nanoprécipitation n’est que trés
peu traitée dans les publications. Dans I'étudBitii et al, de I'éthanol résiduel expliquerait

la variation de la taille des nanoparticules avahtapres séchageJ( Bilati, 20035.
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Campardelli et al évoquent ce probleme et propaseatélimination plus efficace du solvant
par extraction au C&supercritiqueRR. Campardelli, 2012)

Ce changement de structure suivant les paramégrisrthnopreécipitation n'a pas été observé
avec les autres molécules étudiées, excepté @mérbsine-Sq, ou une phase lamellaire avait
aussi été caractérisée dans certaines conditiposr. de fortes concentrations, a ratio 1.
L’adénosine est un nucléoside particulierement ipmlace qui pourrait expliquer une

relativement bonne affinité du solvant, notammé&fhanol, pour cette partie de la molécule.
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Chapitre VI

Discussion



I- Introduction

Le concept original de « squalénisation » consisteupler de fagcon covalente des analogues
nucléosidiques ayant une activité thérapeutiques@ualene, lipide naturel précurseur du
cholestérol. Le caractére amphiphile des compobé&snos conduit a leur auto-assemblage
spontané en milieu aqueux sous forme de nanopladialiune centaine de nanometres,
permettant ainsi une administration intraveineuSette stratégie combine les approches
« prodrogue » et « nanovecteur » pour augmentéiicBeité thérapeutique de molécules
actives. L'étude de la Gemcitabine-squalene a déédes potentialités de cette stratégie.
Les nanoparticules de Gemcitabine-squalene ontffeh montré,in vitro et in vivo, une
activité anticancéreuse trés supérieure a cella dg@emcitabine libre sur plusieurs lignées
cellulaires cancéreuses, en particulier des lignéesémiques. Elles sont particulierement
actives sur les lignées leucémiques résistantas@eimcitabine ainsi que sur les lignées les

plus agressives.

Mon travail de thése, inscrit dans le programme ERKERNANOMED », vise a étendre ce
concept a dautres molécules actives et dautresytgrpenes. L'organisation
supramoléculaire des prodrogues formant des nagioddages est un parameétre important
pour leur stabilit¢ en milieu aqueux, leur capaditédiffuser dans les tissus et leur
internalisation dans les cellules. Notre objecsif @e tenter de comprendre les relations entre
la nature de la paire drogue-terpénoide, la stractles nanoparticules, et leur activité
biologique. Dans ce cadre, nous avons, dans uni@réamps, étudié I'influence de la nature
du nucléoside et de la position du squaléne swstrlizcture de dérivés nucléosidiques du
squalene. Dans un deuxieme temps, des dérivestedes de différentes longueurs ont été
couplés a la Gemcitabine, permettant de mettrevaterdce la sensibilité de I'organisation
supramoléculaire aux caractéristiques de la chhymrophobe. Des différences d'activité
anticancéreuse ont également été observées. Elhiinfluence des conditions de

nanoprécipitation sur la stabilité et la structdes nanoparticules a été montrée.
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II- Modification de la molécule amphiphile

1) Téte polaire et position du squaléne

bY

Les dérivés nucléosidigues du squaléne conduisantnpnoprécipitation a une grande
diversité de structures lorsque le squalene edtégser la nucléobase : hexosome pour les
nanoparticules de Gem-Sq, cubosomes pour les nditoes de déoxycytidine-Sq et de
didéoxycytidine, éponge pour les nanoparticulesié’®sine-Sq et enfin vésicule pour les
nanoparticules de Gem-Sqg monophosphate.

Au contraire, lorsque le squaléne est greffé enitipps5 du sucre, I'organisation
supramoléculaire des nanoparticules ne dépend pasicléoside : une phase lamellaire est
toujours observée. L’exemple le plus probant ekt e la déoxycytidine-Sq qui forme une
phase cubique inverse bicontinBa3mou une phase lamellaire suivant que le squaléne es
fixé sur la nucléobase ou sur le sucre.

Dans le premier cas, les différentes structures aét expliquées par des variations du
parametre d’empilement (« packing parameter »), edéant de Il'aire moléculaire a
l'interface eau/air du nucléolipide considéré. lganisation tridimensionnelle des différents
nucléolipides parait étre gouvernée par l'arrangenes nucléosides a linterface et leur
hydratation.

Lorsque le squaléne est couplé au sucre, l'aireouddire a I'interface peut changer, comme
le montre I'exemple de la déoxycytidine-Sq : pone pression de surface de 30 mN/m, l'aire
moléculaire est de 342 ou 43A2 suivant la position du squalene (sur la nucléelmassur le
sucre respectivement).

Cette augmentation d’'aire moléculaire, en modifidgmt paramétre d’empilement, peut
favoriser la formation d’'une phase lamellaire dexyéytidine-Sq. Cependant, un second
facteur peut jouer un réle déterminant quel qué Ieonucléoside : les liaisons hydrogéne
entre nucléobases appartenant a deux bicouchesriestabiliser une phase lamellaire
(Figure 1). Des études de modélisation moléculaire ontioogfcette hypothese : une phase
lamellaire de déoxycytidine-Sq, dont la distanceé®étition est la méme que celle obtenue
par diffusion des rayons X aux petits angles, éaoétenue par simulation.

Il faut noter que ces liaisons hydrogene ne peuggister lorsque le squalene est fixé sur la

nucléobase, le groupement chimique étant engageladiaison avec le squalene.
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Figure 1: Appariement de nucléosides, (a) thymidine-thynad (b) didéoxyinosine-
didéoxyinosine, (c) déoxycytidine-déoxycytidine

2) Chaine hydrophobe

La longueur de la chaine hydrophobe a aussi undéuemfe sur ['organisation
supramoléculaire des nanoobjets. Lorsque la Gebhicéaest couplée a des chaines comptant
entre 2 et 6 unités isoprenes, on peut observetutbes flexibles (Gem-2,3,4-isoprenes), des
tubes plus rigides (Gem-5-isoprenes) et une phasagionale inverse (Gem-6-isoprenes). Le
résultat le plus surprenant est que les nanophaticle Gem-5-isoprénes et de Gem-Sq n'ont
pas la méme structure, alors que les deux chaytrsghobes ont le méme nombre d’unités

isoprene, et ne different que par la position dexdeéthylestigure 2).

OH

Figure 2: Acide-5-isoprénique en haut et acide-squaléniguebas. En rouge, différences
entre ces deux molécules.

Les aires moléculaires a l'interface eau/air sootipes pour les deux composés ,&’4 pour

la Gem-5-isoprénes et 282 pour la Gem-Sqg au collapse) et ne peuvent exglides
différences de structure observées.

En revanche, l'isotherme de compression de la Gésofirenes montre une transition de la

phase liquide expansée a un état plus condens#axyiste pas pour la Gem-Sqg. De plus, le
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module de compressibilité de la Gem-5-isoprénesepérieur a celui de la Gem-Sq. Cela
suggere que la rigidité de la chaine comportamit&si isoprénes est plus grande que celle du
squalene. Cette rigidité pourrait empécher la foionade la phase hexagonale, les chaines
hydrophobes devant s’étirer ou se comprimer ponnplie les interstices entre les cylindres

formant la phase hexagonale inversigg(re 3).

Figure 3: dessin schématique d’'une phase hexagonglélit$trant les interstices présents
entre les cylindres.

Pour aller plus loin dans I'étude de la relationrusture moléculaire-structure
supramoléculaire, il serait intéressant d’étudies dystemes ou (i) la chaine hydrophobe
serait saturée, (ii) la configuration des doublagsdns varierait (isomeres Z ou E), (iii) le
nombre de méthyles et leur position seraient méslifet de déterminer l'influence de ces
différents facteurs sur la formation des nanopalei, leur stabilité et leur structure

supramoléculaire.

Des chaines polyisopréne de différentes longuentrg£galement été couplées a la cytidine
par polymérisation radicalaire contr6lée (NMRP : nitkoxide-mediated radical
polymerization »). Plusieurs longueurs de chainet @é obtenues: 6, 17 et 19 unités
(Figure 4).

7\

OH N O OEt

O—N
N n >_§
(@] EtO=—R
</ \(

HO OH

Figure 4: formule de la cytidine couplée a une chaine ipojyéne avec n le nombre
d’'unités.
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Les différentes suspensions étaient stables penplasteurs jours, avec une taille de
nanoparticule qui augmentait légerement avec lebmerd’unités isoprenes (n = &= 161.0
+27 nm ; pourn =14 =182.2 + 27 nm ; pour n = 19 unitélsy 189.2 + 34 nm).

Il semblerait que ces nanoparticules ne préseriasatd’organisation interne: une bosse
relativement large était observée en SAXS, avecdistance de répétition augmentant avec
la longueur de la chaine isoprene (&1,857/@ et 58A respectivement). Les images de Cryo-
Tem montraient dans les 3 cas des formes sphér{gigege 5). Pour les longues chaines (n
= 17 et n = 19), il se peut que la partie hydroghsbit trop importante par rapport a la téte
pour gqu’un auto-assemblage ordonné puisse exister.

I (l_J.a)

1 1 1 | 1 1 1 1
002 004 006 008 010 0.12 0.14 o0.16
-1
q A

Figure 5: a gauche, exemple de diffractogramme de la iogid9-isopréenes a différentes
température et a droite, image en Cryo-Tem despaatioules correspondantes.

La chaine isopréne comportant 6 unités étudiéeededument formait une phase hexagonale
inverse. La différence de structure provient dedéure des parties hydrophobes : la chaine
isopréne obtenue par polymérisation se termineupagroupe encombrant et présente une
polydispersité. Méme si les PDI de ces chainesrésms sont relativement faibles (en
moyenne de 2.0), il n’en reste pas moins que ldyta’est pas pur a 100 %, ce qui peut

aussi expliguer les différences observées concelemstructures supramoléculaires.
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I1I- Variations des conditions de préparation

Notre étude a fait apparaitre que la structure ssnpleculaire des nanoparticules pouvait
dépendre de certains paramétres de nanoprécipitéiv effet, il a été observé que le ratio
entre le volume d’eau et le volume de la phasenélituue avait une influence sur la structure
supramoléculaire des nanoparticules d’adénosinek®mologué. Lorsque le rapport
eau/éthanol était égal a 1, les nanoparticuleggaiosaient en phase lamellaire alors que
lorsque le rapport était égal a 3 une phase hexdga@ntait observée. Ces différences ont été
expliquées par la présence d’éthanol résiduel desmsnanoparticules, malgré une étape
d’évaporation poussée. La quantité d’éthanol rédidat d’autant plus grande que le rapport
volume d’eau/volume d’éthanol est proche de 1 awscde la nanoprécipitation, en raison du
coefficient de partage de I'éthanol.

Cependant, le fait que cet alcool résiduel changestructure supramoléculaire des
nanoparticules n’a été observé qu’avec I'adénosinel¢oside particulierement polaire. Pour
les autres molécules étudiées, malgré la variat&s) conditions de préparation, une méme
structure a été trouvée. Il se peut que quelquas/adgnts d'éthanol résiduels « gonflent »
l'aire de la téte polaire, et augmentent les distande répétition de I'ensemble, mais pas
assez pour changer la structure supramoléculaifadéhosine-Sq et I'adénosine-Sq
homologué seraient donc des cas patrticuliers.

A notre connaissance, ce probleme a été raremequévmalgré son importance pratique. R.
Campardelli et alR. Campardelli, 2012 ont montré qu’en utilisant un processus d’extoac
par du CQ supercritique, la quantité de solvant résiduelheirnbuiait fortement (quelques ppm
dans la suspension finale).

De facon générale, se placer a une faible condemtran soluté et précipiter la solution dans
un large exces d’eau favorisera I'obtention deipalgs stables, monodisperses en taille et de

structure bien définie.

La nanoprécipitation a toujours été effectuée rueement », en ajoutant goutte a goutte la
solution éthanolique dans un volume d’eau. Un acem@ambre de paramétres ont été bien
contrblés : masse des composés, volume des difédrgahases, agitation avec toujours le
méme barreau aimanté, taille de la pipette pasibongée a la flamme, évaporation (en
pesant le ballon), le ballon lui-méme (toujoursriéme, en forme de « poire »). Cependant,
un parametre est difficlement contr6lable de mianigrécise : la vitesse d’addition de la
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phase organique dans la phase aqueuse. Pourtffétertties études montrent que ce
parametre a une influence sur la taille des namiop&es et sur leur stabilitd( Capretto,

2011). Méme si en moyenne, l'addition était effectuéla &itesse d’'une goutte toutes les
demi-secondes, il était cependant difficile dedieef de fagcon parfaitement réguliere pour un
volume relativement grand. Il serait sans doutéreggsant de travailler avec un systeme

automatique pour controler cette vitesse d’addifmusse-seringue par exemple).

V- Internalisation cellulaire et activité biologigue

1) Internalisation cellulaire

Le mécanisme d’internalisation des nanoparticulesGkm-Sq dans les lignées MCF-7
(adénocarcinome du sein humain), J774 (macrophageoitalisé humain), CCRF CEM
(leucémie humaine) et sur CEM ARAC/8C (leucémiecadéficience en transporteurs) a été
étudié précédemment : les nanoparticules de GemeSgpnt pas endocytées mais ce sont les
molécules individuelles qui sont prises en chargedes protéines du milieu extracellulaire
(albumine, lipoprotéines) et qui entrent par difbus passive dans la cellulé.(Bidstein,
2010 ; L. Bildstein, 2010 Les membranes de la cellule, plasmique et isterdeviennent
alors un véritable réservoir de Gem-Sq. La Gemritabst ensuite libérée via les estérases au
sein du cytoplasme pour ensuite étre transforméelgm kinases en métabolite actif
(Gemcitabine triphosphorylée) se combinant a I'AN.passage passif des membranes et la
libération progressive de la Gemcitabine permettensurmonter deux causes de résistance a
la gemcitabine : I'absence de transporteurs nuicliEpges et le déficit en kinases.

Cependant, il semblerait que le mécanisme d’intesatéon dépende de la lignée cellulaire
(X.-M. Zhu, 2012 A. Maksimenko et al ont mis en évidence une toyticité deux fois plus
importante des nanoparticules de Gem-Sqg comparé&s nanoparticules de Gem-5-
isoprénes sur les lignées B16F10 (mélanome mutinMiaPaCa-2 (cancer du pancréas
humain) A. Maksimenko, 2013)

Les deux chaines hydrophobes ont le méme nombueités isoprenes, mais les
nanoparticules ne présentent pas la méme strustymeamoléculaire (forme hexagonale et
forme en tube respectivement). En revanche, ladilmh de la Gemcitabine dans une solution
a 90 % en FBS était comparable. Quant aux autgeeds cellulaires étudiées (A549 et

MCF-7), les cytotoxicités étaient similaires. Laegtion que nous nous sommes posee est la
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suivante : un mécanisme d’internalisation additenqui serait influencé par des différences
de structure supramoléculaire, existerait-il pesrlignées B16F10 et MiaPaCa-2?

Nous avons donc étudié l'internalisation de cesxdgpes de nanoparticules par les lignées
B16F10 et MiaPaCa-2. Et effectivement, nous avonsatré par imagerie confocale que les
nanoparticules de Gem-Sq, a morphologie plutotapet, étaient internalisées en plus grande
guantité que les tubes de Gem-5-isoprenes, cestj@neaccord avec les résultats de Chitrani
et al et Qiu et alR. D. Chithrani, 2007et Y. Qiu, 201D Ainsi, sur ces deux lignées
cellulaires, au vu de la microscopie confocaleeinblerait que les nanoparticules soient en
grande majorité endocytées, méme si de la diffusassive peut aussi coexister.

Pour aller plus loin dans la connaissance du méganid’internalisation cellulaire, il serait
aussi intéressant d’étudier la ou les voies précdentrer en utilisant des inhibiteurs
spécifiques et en mesurant I'intensité de fluoneseedans les cellules vivantes, pour chaque
nanoparticule : par exemple, la chlorpromazineaajénistéine sont connues pour inhiber les
voies d’endocytose clathrine-dépendante et d'ertdsey caveoline-dépendante
respectivementl{. dos Santos, 2011D. Vercauteren, 2010

2) Sonde fluorescente

Un point qu’il est intéressant de souligner estheix de la sonde fluorescente. Le choix du
CholBodiPy vert, molécule lipophile, s’est fait rdg@ment, cette sonde étant tres utilisée pour
étudier les membrane&( M. Makrigiorgos, 199/ et déja tres employée dans I'équipe. En
revanche, lorsque les nanoparticules étaient fa¥resuavec 1% de sonde, une intensité de
fluorescence différente (facteur 2 pratiquemengjitagté observée suivant le composé, ce qui
n’était absolument pas attendu. Une hypothese titatipn serait que la totalité de la sonde
ne s'insere pas dans la structure en forme de (mdr@oparticules de Gem-5-isoprénes) : il
resterait ainsi des molécules de CholBodiPy entispluformant peut-étre le et/ou les deux
diméres D et Dy, dont le dernier qui fluoresce dans le ro@e M. Makrigiorgos, 1997 ; Y.
Ohsaki, 201D Une autre hypothese pourrait aussi étre envesag@ns la nanoparticule de
Gem-5-isoprenes elle-méme, les molécules seraiest groches et formeraient ainsi des
diméres. Il a été montré que la distance entre ménes devait &tre d’environ 45 pour
former un dimergN. Saki, 2005)Quant au rayon de Forster, il a été évalué i'ﬂ)ur le
dimére D (F. Bergstrom, 2002)c'est-a-dire que si le donneur et I'accepteutrgavent

espacés de cette distance, 50% de I'énergie datixoit absorbée par le monomére est
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transférée a l'accepteur, le dimere. Dans notre castransfert d’énergie est tout a fait
envisageable.

La solution employée pour remédier a ce problénééade diminuer la quantité de sonde
dans les deux nanoparticules (Gem-Sq et Gem-5@sep) ce qui a eu pour conséguence
d’augmenter l'intensité de fluorescence des nanopées de Gem-5-isoprénes et de
diminuer celle des particules de Gem-Sq : les Bitégs étaient ainsi €gales, ce qui confirme
gue la sonde avait été entierement internalisée.

Pour étudier I'ouverture de la nanoparticule damgnilieu intracellulaire, nous pourrions
coprécipiter une sonde CholBodiPy vert avec unedso@holBodiPy rouge. Aprés une
premiére acquisition en excitant le fluorophore uiet dans le vert et une seconde en
excitant le fluorophore qui émet dans le rouge,iteages pourront étre superposées et la
colocalisation suivie. Il faudrait cependant secptadans des conditions limitant le FRET qui
a lieu entre ces deux sondes: les spectres di@misst d’absorption se recouvrant
partiellement lorsque la premiere sonde émettres da vert, une partie de la fluorescence
excitera la seconde sonde et sera donc perdue.

Pour compléter ces travaux, une étude par FACSraibw@&tre envisagée pour comparer
linternalisation dans les cellules cancéreusesPd{@a-2 des différentes nanoparticules
formées par des prodrogues de la gemcitabine aganiongueurs de chaine polyisoprénique
différentes. En effet, des différences d’activitévivo ont été mises en évidence en fonction
de la longueur de chaine. Les nanoparticules de-&mwmprenes d'une part, et de Gem-
polyisopréne (M = 2510 g.mol) d'autre part, se sont montrées trés efficacls (
Maksimenko 2013 ; S. Harrisson, 2013

L’interaction des prodrogues avec une membrane lapd@ perturbation induite et une
possible insertion dans la membrane et la pertarb@tduite pourraient aussi étre étudiées
(B. Pili, 2010 ; L. Bildstein, 2031
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La squalénisation est un concept de prodrogue smmoyui permet de marier deux stratégies
de formulation : quelgue soit le principe actif p&u au squaléne, des nanoparticules se
forment spontanément dans l'eau, apres nanopréguit Au vu de I'amélioration
importante de I'activité biologique de la molécaletive via cette stratégie, et des structures
supramoléculaires diverses trouvées, le but deavait a été de rationaliser cette approche en
déterminant d’'une part une relation molécule/stmgctsupramoléculaire, et d’autre part de
relier la structure a I'activité biologique.

Dans un premier temps, nous avons montré que l#&iggou squaléne orientait les
différentes structures supramoléculaires obtenues :

- En position 5’ de I'hydroxyle du sucre, une phésmellaire est observée quel que soit le
nucléoside couplé, l'auto-association étant dirigée la formation de liaisons hydrogene
entre les tétes polaires.

- Sur la nucléobase, des structures diverses étalenues, I'auto-association étant dirigée
par I'aire moléculaire, liée au caractéere hydraphill nucléoside.

Dans un deuxieme temps, nous avons montré quedméar de la chaine hydrophobe avait
une influence sur la structure supramoléculaire pegirogues, la téte polaire étant la
Gemcitabine.

Enfin, de faibles différences de la chaine hydrdgghpeuvent aussi entrainer des différences
de structure supramoléculaire : deux organisatamnisété confirmées pour la Gemcitabine-
Squalene et la Gemcitabine-5-isoprénes, hexagonaégse et en tube respectivement, le

squaléne et la chaine 5-isoprénes ayant comme diffélence la position de deux méthyles.

Lors de la préparation de certaines nanoparticdiesnaniere inattendue, le rapport entre le
volume de la phase aqueuse et le volume de la pirgamique avait une influence sur la
structure supramoléculaire des nanoparticules.v@gations de structure ont été reliées a la
présence de solvant résiduel aprés évaporatiest Hussi apparu important de se placer dans
la région dite « Ouzo » pour avoir un systeme hksentrélé, monodisperse en taille et

homogene en structure.
Enfin, l'internalisation des nanoparticules de G8met de Gem-5-isoprénes a été étudiée sur

les cellules B16F10 (mélanome murin) et MiaPaCeaa®¢er du pancréas humain), et il a été

montré que les nanoparticules de structure hexdg@taent endocytées en bien plus grande
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guantité que les nanoparticules en forme de tulb@sontrant ainsi une relation structure/

activité.
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|- Synthése de la Gemcitabine-1-isoprene et de lae@citabine-2-
isoprenes

1) Gemcitabine protégée

a) Figure 1 : Spectre RMN de la Gemcitabine protégée, & 300 MHz dans GDCI
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Les déplacements chimiques ont été attribués :

7.59 (1H, doubletC,H)

6.23 (1H, doublet de double&izH)
5.53 (1H, doubletC;H)

4.20 (1H, multipletCsH)

3.9 (1H, doubletC;/Ha)

3.8 (1H, doublet;Hb)

3.7 (1H, doublet de doubletsH)
0.82 (9H, singulet, Si(Chk)
0.79 (9H, singulet, Si(Chk)
0.015 (6H, singulet, Si(CH)
0.01 (6H, singulet, Si(C#))
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b) Figure 2 : Spectre RMNC de la Gemcitabine protégée, & 100 MHz dans ¢DCI
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c) Figure 3 : Spectre RMNF de la Gemcitabine protégée, 4 188 MHz dans @DCI
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d) Figure 4 : Spectre infrarouge de la gemcitakihéée
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2) Figure 5: Spectre RMNH dans CDGJ aprés couplage avec lacide
monoisoprénique, a 300 MHz
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Les déplacements chimiques ont été attribués :
o 4

8.4 (1H, singulet, NH) 2
7.9 (1H, doubletC;H) G

7.2 (1H, doublet;H)

6.2 (1H, doublet de doubletzH)
5.0 (1 H, multipletCsH)

4.2 (1H, multipletCsH)

3.9 (1H, doubletC;Ha)

3.8 (1H, doubletC;Hb)

3.7 (1H, doublet de doubletsH)
2.3 (4H, multipletC,;-H et C,H) P
1.6 (3H, singulet, €H)

1.5 (3H, singulet, 6'H) 4\
0.85 (9H, singulet, Si(Chk) ; 0.75 (9H, singulet, Si(Cik)

0.015 (6H, singulet, Si(CH) ; 0.01 (6H, singulet, Si(CH))
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3) Gemcitabine-1

a) Figure 6 : Spectre RMNH dans le MeOH 4 4 400 MHz




Les déplacements chimiques ont été attribués :

7.9 (1H, doublet,H)

7.4 (1H, doubletC,H)

6.3 (1H, multipletCsH)

5.1 (1 H, multipletCsH)

4.1 (1H, multipletCsH)

3.9 (1H, doubletC;Ha)

3.8 (1H, doubletC/Hb)

3.7 (1H, doublet de doubletsH)
2.4 (4H, multipletC,-H et C,H)
1.7 (3H, singulet, €H)

1.6 (3H, singulet, €'H)
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b) Figure 7 : Spectre de masse ESI

Display Report

Analysis Info

Analysis Name COU_ELO00.d Acquisition Date 07/05/12 09:50:16
Method Copy of Routine.MS Operator Administrator
Sample Name  Default Instrument Esquire-LC_00040
Comment LEPELTIER CEM MONO ISO dans Me(QH
Acquisition Parameter
lon Source Type ESI lon Polarity Negative Alternating lon Polarity n/a
Mass Range Mode Std/Normal Scan Begin 50.00 m/z Scan End 1000.00 m/z
Capillary Exit -104.8 Volt Skim 1 -32.6 Volt Trap Drive 438
Accumulation Time 7233 us Averages 8 Spectra Auto MS/MS Off
Intens. All, 0.1-0.4min (#7-#26)
x10%1
{ W - i\
74 AR

44

3H

2_

408
1 -
329
l _ M
300 320 340 360 380 400 420 440 460  mz

La masse molaire du produit fini étant de M = 378@”, le pic majoritaire correspond a
[M-H].
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4) Figure 8: Spectre RMNH dans CDQ aprés couplage avec l'acide
géranique, a 200 MHz
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Les déplacements chimiques ont été attribués : Q
7.9 (1H, doubletC,H) 2’ _ 7 _
7.3 (1H, doubletC;H)

6.2 (1H, doublet de doublet;H)

5.0 (2 H, multipletCsH etCgH)

4.2 (1H, multipletCsH)

3.9 (1H, doubletC;Ha)

3.8 (1H, doublet;Hb)

3.7 (1H, doublet de doubletsH)

2.3 (4H, multipletC,; H et C,:H)

1.9 (4H, multiplet, GH et G-H)

1.6 (3H, singulet, G-H) ; 1.55 (3H, singuletCsH)
1.5 (3H, singulet, GH)

0.85 (9H, singulet, Si(Chk) ; 0.75 (9H, singulet, Si(Cik)
0.015 (6H, singulet, Si(C3)) ; 0.01 (6H, singulet, Si(CH))
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5) Figure 9 : Spectre RMMH de la Gemcitabine-2-isoprénes aprés I'étape de
déprotection, a 400 MHz dans l'acétone d
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Les déplacements chimiques ont été attribués :

10.5-9.5 (1H, proton échangeable) 5 S’ 10
8.29 (1H, doubletC,H) 5 -

7.39 (1H, doubletC.H) P =

6.26 (1H, doublet de doubletzH) ”N 1T 3 6’ g 11

5.1 (2 H, multipletCsH etCgH)

4.5 (1H, multipletCsH)

4.1 (1H, doubletC;Ha)

3.9 (1H, doubletC/Hb)

3.5 (1H, doublet de doubletsH)

2.5 (2H, multipletC;-H)

2.3 (2H, multipletC,'H)

2.0 (4H, multiplet, GH et C/H)

1.7 (3H, singulet, G:H) ; 1.6 (3H, singuletCsH)
1.5 (3H, singulet, GH)
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- Spectre RMN *H de I'adénosine-Squaléne homologué dans
CDCl;, a 300 MHz

AG Adenosine-SQ homo lavage eau =
Proton.4 CDCI3 D:\1 8612 56 ¢ T i
i
I
1 15.0 14.5 14.0 3.5 13.0 125
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10.5 10.0 8.5 2.0 8.5 8.0 75 7.0 55 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 ) 3e 2.5 20 1.5 1.0 Q.5 0.0 -0.5  ppm
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9.34 (broad s, 1 H, NCO)

8.39 (s, 1 HCgH)

8.19 (s, 1 HCH)

5.8 (d, 1 HJ = 6.5 Hz,C,H)

5.15 (t,J =6.6 Hz, 1 HHC=C(CH))
5.10-5.0 (m, 5 HHC=C(CH))

4.90 (m, L HC,H)

4.42 (d,1 H,J = 3.9 Hz,CsH)

4.30 (m,1 H,C4H)

3.92 (d, 1 HJ = 11.9 HzCsH)
3.75(dJ=11.5Hz, 1 HCsH)

2.80 (m, 2 H, COE,CHy)

2.35 (t,J=7.8 Hz, 2 H, COCKCH,)
2.12-1.92 (m, 20 H, =C(CHICH,CH,CH=)
1.67 (s, 3 H, C=C(H53))

1.65 (s, 3 H, C=C(H853))

1.59 (s, 15 H, C=C(83))

2
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Résumé de la thése :

La squalénisation est la base d’une nouvelle et treés prometteuse nanotechnologie. Le
concept repose sur I'observation que la conjugaison d’un analogue nucléosidique ayant une
activité thérapeutique a une molécule de squalene conduit a la formation spontanée dans
I’eau de nanoparticules, de diametre compris entre 100 et 300 nm, montrant une activité
tres supérieure a celle de I'analogue nucléosidique seul.

Au cours de cette thése nous avons cherché a comprendre les relations entre la nature de la
paire drogue-terpénoide, la structure des nanoparticules et leur activité biologique. Pour
cela, d’'une part différents nucléosides et analogues nucléosidiques ont été couplés de facon
covalente au squaléne et d’autre part la gemcitabine a été couplée a des dérivés terpénoides
de longueurs croissantes. L'organisation supramoléculaire de ces composés a été
déterminée par diffusion des rayons X aux petits angles et cryo-microscopie électronique.
L'influence des conditions de nanoprécipitation sur la structure des nanoparticules a été
étudiée. L'impact de [I'‘organisation supramoléculaire des nanoparticules sur leur
internalisation cellulaire et leur cytotoxicité a été mis en évidence pour certaines lignées.

Mots clés :

nanoparticules, squaléne, terpénes, nucléosides, analogues nucléosidiques,
nanoprécipitation, structure supramoléculaire, SAXS, internalisation cellulaire.

Laboratoire de rattachement :

UMR CNRS 8612 — Institut Galien Paris-Sud
5, Rue Jean Baptiste Clément

92290 Chatenay-Malabry, France



