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Résumé

Les macrophages (M) infiltrés dans les tumeurs orchestrent les différentes étapes du
développement tumoral. De par leur capacité a internaliser les nanoparticules (NPs) et leur plasticité
phénotypique, ils sont impliqués dans I'efficacité thérapeutique des actifs vectorisés par un role de
réservoir de NPs ou une modulation de leur réponse envers les cellules néoplasiques. Le calcitriol,
métabolite actif de la vitamine D, possede des activités a la fois anti-cancéreuse et
immunomodulatrice. Sa vectorisation via des NPs est une approche thérapeutique intéressante pour
potentialiser ses activités tout en limitant les effets secondaires s’opposant a son utilisation clinique
dans le cadre de la chimiothérapie. Une étude de formulation a permis de développer des NPs a base
d’acide poly(D,L)lactique et de triglycérides (ratio 1:2) d’une taille de 200 nm et présentant une
libération prolongée du calcitriol. Des études in vitro menées sur les cellules de cancer du sein MCF-7
ont permis de mettre en évidence I'avantage d’une libération prolongée du calcitriol vis-a-vis de son
activité antiproliférative aboutissant a une réduction de 65% de la viabilité cellulaire apres 10 jours par
rapport au contréle, non observable avec le calcitriol libre. La participation active des M¢ a I'activité
cytotoxique du calcitriol sur les lignées cellulaires de cancer du sein MCF-7 et de leucémie MV4-11 a
aussi été mise en évidence par un modele de co-culture in vitro. En effet, les NPs de calcitriol, apres
internalisation par les M, provoquent une action cytotoxique prolongée contre les cellules MCF-7 en
co-culture au bout de 10 jours avec seulement 20% de cellules viables vs 70% en I’'absence de Md.

Mots-clés : calcitriol, nanoparticules polyméres, macrophages, cancer du sein, leucémie

Abstract

Tumor associated macrophages (Md) orchestrate the different stages of tumor development.
They are able to internalize nanoparticles (NPs) and are known for their phenotypic plasticity, which
make them interesting targets for cancer treatment through the storage of NPs or a modulation of
their activity towards the neoplastic cells. Calcitriol, the active metabolite of vitamin D, exerts both
anticancer and immunomodulatory activities. Its vectorization via NPs is an interesting therapeutic
approach to potentiate its activities while limiting its side effects, which hamper its current clinical use
in chemotherapy. We developed poly (D,L) lactic acid and triglyceride-based NPs (1:2 ratio) measuring
200 nm and exhibiting a sustained release of calcitriol. In vitro studies, performed on breast cancer
cells (MCF-7), showed the advantages of a sustained release of calcitriol regarding its antiproliferative
activity with a 65%-decrease in cell viability after 10 days compared to unexposed cells, while it was
unobservable for free calcitriol. The implication of Md in the cytotoxic activity of calcitriol towards
MCF-7 cells and MV4-11 cells (leukemia) cells has been demonstrated using an in vitro co-culture
model. Calcitriol-NPs showed a sustained cytotoxic activity towards MCF-7 cells in co-cultures after 10
days, through their uptake by M@, with a decrease in cell viability of 80% vs 30% in mono-cultures.

Keywords: calcitriol, polymeric nanoparticles, macrophages, breast cancer, leukemia
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Introduction générale

Les macrophages sont des cellules immunitaires impliquées dans diverses pathologies incluant
les maladies infectieuses, les maladies auto-immunes et le cancer. L'infiltration des tumeurs par les
macrophages, alors appelés « macrophages associés aux tumeurs » (TAMs) est généralement associée
a un mauvais pronostic vital, notamment dans le cas des cancers du sein, gastrique, digestif, ovarien,
ou les leucémies (Lewis et Pollard, 2006). L'activité des TAMs, majoritairement délétére vis-a-vis de
I’organisme puisqu’ils présentent un réle central de I'initiation tumorale a la formation de métastases,
est renforcée par le microenvironnement pro-tumoral et une suppression de la réponse immunitaire.
De plus, ils participent a la résistance a la chimiothérapie (Ruffell et Coussens, 2015). llIs représentent

donc une population cible dans le cas du traitement du cancer.

Plusieurs stratégies thérapeutiques exploitant les propriétés des macrophages reposant sur les
nanomédecines sont ainsi envisageables (Binnemars-Postma et al., 2017). Les TAMs sont capables de
rapidement internaliser les nanoparticules de 1 génération aprés administration intra-tumorale, ou
apres administration intraveineuse dans le cas des cancers et métastases hépatiques. Les
nanoparticules PEGylées, dites de 2°™ génération, peuvent quant a elles &tre recrutées au niveau
tumoral apres administration intraveineuse ou elles sont internalisées aussi bien par les TAMs que par
les cellules cancéreuses. De nouvelles stratégies de ciblage de TAMs ont été développées dans le but
d’améliorer le ciblage tumoral. Elles reposent sur la fonctionnalisation de la surface de nanoparticules
avec des ligands se liant spécifiquement a des récepteurs présents uniqguement ou surexprimés au
niveau tumoral (nanoparticules de 3™ génération). La capacité de phagocytose des macrophages leur
permet d’internaliser efficacement et de stocker des nanovecteurs chargés en actifs, comme cela a
notamment été démontré avec des nanoparticules polymeres (Gustafson et al., 2015). Leur mobilité
au sein de la tumeur leur permet de distribuer les actifs encapsulés aux cellules néoplasiques
environnantes. Par ailleurs, leur plasticité phénotypique est particulierement intéressante puisqu’ils
peuvent, sous l'action d’immunomodulateurs notamment, étre reprogrammés vers un phénotype
anti-tumoral, permettant une action anti-cancéreuse sur du long terme (Mantovani et Locati, 2013).
Cependant, trés peu d’études décrivent I'implication des macrophages dans I'activité des actifs
encapsulés (Miller et al., 2015; Soma et al., 2000; Zanganeh et al., 2016) et aucune n’a évalué I'intérét

de combiner ces deux approches.

Le calcitriol, métabolite actif de la vitamine D, est une molécule de choix pour cette étude
puisqu’il posséde a la fois des actions dirigées contre les cellules cancéreuses, a savoir des activités
antiproliférative, cytotoxique, et pro-différenciative, et un réle immunomodulateur envers les

macrophages (Deeb et al., 2007). Une étude a par ailleurs démontré que le calcitriol était capable
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d’induire la production de cathélicidine par ces derniers, qui s’est avérée cytotoxique vis-a-vis d’un
modele de lymphome a larges cellules B in vitro (Bruns et al., 2015). Par ailleurs, I'utilisation clinique
du calcitriol est limitée par les doses requises pour son efficacité qui sont responsables d’effets
secondaires hypercalcémiques ainsi que par sa mauvaise biodisponibilité (Woloszynska-Read et al.,
2011). L’encapsulation du calcitriol dans des nanoparticules est une approche thérapeutique
intéressante pour pallier ces limitations tout en prolongeant I’activité du calcitriol, permettant ainsi
une réduction de la dose en calcitriol administrée et/ou de sa fréquence d’administration. Les travaux
de vectorisation du calcitriol sont peu nombreux et se limitent a la conservation de son activité anti-
cancéreuse in vitro sans une amélioration ou une prolongation de cette derniéere, essentielles a la la

réussite d’une telle stratégie.

Ce travail présente de multiples objectifs. Le premier objectif repose sur le développement de
nanoparticules biodégradables de 1°® génération encapsulant efficacement le calcitriol et présentant
des profils de libération variés de ce dernier. En effet, bien que cette relation libération/activité ait été
revendiquée dans les travaux d’encapsulation du calcitriol pour son application en chimiothérapie anti-
tumorale, elle n’a a ce jour jamais été démontrée (Nguyen et al., 2007; Almouazen et al., 2013;
Ramalho et al.,, 2015). En tenant compte de ces pré-requis, nous avons réalisé une étude de
formulation autour du développment de nanoparticules présentant des caractéristiques
physicochimiques adaptées a leur internalisation rapide et leur rétention dans les macrophages
associés aux tumeurs ainsi qu’a leur internalisation par les cellules cancéreuses. Le second objectif du
travail vise a évaluer le potentiel thérapeutique des nanoparticules encapsulant le calcitriol et I'impact
des parametres de formulation vis-a-vis de son activité anti-cancéreuse. Pour ce faire, le protocole a
été optimisé et I'activité antiproliférative des nanoparticules chargées en calcitriol a été évaluée.
L'implication des macrophages vis-a-vis de I’activité du calcitriol encapsulé a également été étudiée au
cours de ce projet. Afin d’évaluer la capacité des macrophages a agir en tant que réservoir de
nanoparticules et a redistribuer le calcitriol encapsulé aux cellules cancéreuses environnantes, nous
les avons pré-incubés puis co-cultivés avec les cellules cancéreuses. Des co-cultures permettant une
exposition simultanée des deux types cellulaires au calcitriol ont également été établies. Enfin,
I’extrapolation de ces résultats a d’autres types de cancer tant d’un point de vue galénique que

biologique a été abordée.

Ce manuscrit de these est composé d’une partie bibliographique ayant pour but de situer le
projet dans son contexte scientifique, et d’'une partie décrivant les études menées au cours de ce
travail. La partie bibliographique est divisée en 3 axes :

Dans le chapitre |, le métabolisme de la vitamine D et ses activités biologiques seront abordés.

Une partie sera ensuite consacrée au calcitriol, métabolite actif de la vitamine D, a ses activités anti-
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cancéreuses ainsi qu’aux essais cliniques conduits. Les travaux d’encapsulation du calcitriol dans des
nanoparticules seront également décrits.

Dans le chapitre Il, les fonctions biologiques des macrophages, leur diversité phénotypique et
leur role dans le cancer seront décrites. Seront aussi détaillés les mécanismes impliqués dans les
interactions macrophages-nanoparticules ainsi que les propriétés des nanovecteurs entrant en jeu
dans ces interactions. Une partie du chapitre sera consacrée aux approches thérapeutiques ciblant les
macrophages dans diverses pathologies, incluant le cancer, par I'utilisation des nanomédecines.

Le chapitre Ill sera consacré a la description de I'implication du systeme immunitaire dans le
développement de diverses pathologies avec un focus sur le cancer. Les différentes stratégies
envisageables en immunothérapie anti-cancéreuse et les avancées majeures connues dans ce domaine
ces derniéres années seront inévitablement abordées avant de présenter les actifs
immunomodulateurs d’intérét pour le traitement du cancer, en particulier par le biais d’un ciblage des
macrophages associés aux tumeurs. Les travaux d’encapsulation de ces actifs et I'apport de la

vectorisation seront aussi détaillés.

La partie expérimentale du manuscrit est également constituée de 3 parties, correspondant
chacune a une problématique spécifique.

Dans le chapitre IV, I'étude de formulation ayant abouti au développement de différents
nanovecteurs encapsulant le calcitriol ainsi que I"’évaluation de leur efficacité in vitro sur une lignée
d’adénocarcinome mammaire humain seront présentés. Ces travaux ayant donné lieu a un article
scientifique intitulé « Polymeric nanocapsules as drug carriers for sustained anticancer activity of
calcitriol in breast cancer cells » (International Journal of Pharmaceutics), c’est sous cette forme qu’ils
seront présentés. Quelques résultats complémentaires a la publication seront également détaillés, en
particulier une étude in vivo du suivi de la calcémie menée chez des souris.

Dans le chapitre V, les résultats issus de I’étude in vitro de I'implication des macrophages dans
I’activité cytotoxique du calcitriol sur une lignée d’adénocarcinome mammaire humain seront exposés.
lIs seront aussi présentés sous la forme d’un article intitulé « Macrophages enhance the in vitro
cytotoxic activity of calcitriol-loaded nanocapsules on breast cancer cells ».

Dans le chapitre VI, les activités anti-cancéreuses du calcitriol encapsulé vis-a-vis d’une lignée
cellulaire de leucémie myéloide aiglie en mono- et co-cultures de ces cellules avec des macrophages

seront abordées.

Finalement, une discussion générale des choix stratégiques et des résultats obtenus au cours
de cette thése ainsi que les perspectives envisagées pour la poursuite du projet clétureront ce

manuscrit.
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Chapitre | : La vitamine D, intérét thérapeutique
& application en chimiothérapie anti-tumorale

La vitamine D est une molécule liposoluble qui, apres assimilation dans le corps humain, subit des
hydroxylations successives aboutissant a la formation de divers métabolites. Finalement, le métabolite
actif de la vitamine D est obtenu : le calcitriol. Ce dernier n’est non plus une vitamine a proprement
parler, mais une hormone stéroide du fait de son mode d’action. La vitamine D a un réle central dans
I’'homéostasie phospho-calcique, favorisant notamment I'absorption du calcium, et est de ce fait
employée pour le traitement de diverses maladies osseuses. Au-dela de cette activité, la vitamine D
posseéde un large spectre d’actions puisqu’elle intervient aussi notamment dans la réponse
immunitaire, ainsi que dans la prolifération et la différenciation cellulaire. Dans ce chapitre, les
activités biologiques de la vitamine D ainsi que son intérét dans le cadre du traitement contre le cancer
seront décrits. Finalement, I’encapsulation de la vitamine D sera abordée par le biais d’un état de l'art

des principaux vecteurs développés a ce jour pour son utilisation dans divers domaines d’application.

I.1. Généralités

C'est en 1922 que McCollum et al. mirent pour la premiéere fois en évidence I'intérét thérapeutique
de la vitamine D dans le cadre de la prévention et du traitement du rachitisme, faisant d’elle la 4¢™¢
vitamine découverte apres les vitamines A, B, et C (McCollum et al., 1922). Ce n’est que quelques
années plus tard que ses différents métabolites, leurs structures chimiques et leurs propriétés furent
définis (DelLuca, 2014). La vitamine D est majoritairement synthétisée dans I’organisme apres
exposition au soleil, mais elle peut aussi étre directement assimilée aprés ingestion de certaines
ressources nutritives. Ainsi, d’aprés le rapport de I’Académie nationale de médecine des Etats-Unis sur
I'examen des apports nutritionnels de référence pour la vitamine D et le calcium datant du 30
novembre 2010, I'apport nutritionnel journalier recommandé dans le cas d’une exposition minime au
soleil est de 400 Ul (10 pg) pour les enfants de moins d’1 an, de 600 Ul, soit 15 pg pour les individus de
1a70ans, et de 800 Ul (20 pg) au-dela de 70 ans.

1.1.1. Synthése et métabolisme de la vitamine D

La vitamine D peut étre issue de deux ressources distinctes : I'alimentation et la synthése dans
la peau apres exposition au soleil (Figure 1). Deux formes inactives de la vitamine D peuvent ainsi étre

apportées a I'organisme par l'alimentation : la vitamine D5, aussi appelée ergocalciférol, issue de
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sources végétales (champignons, levures, ...) et le cholécalciférol, issu de sources d’origine animale

(poissons, ceufs,...). Ces deux molécules sont des 9,10-sécostéroides.

D, —
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Foie

:|25-0Hase ! g
24-OHase
25(OH)D

24, ZS{OH) D,
Reins e [Excretion]
1a,24,25(0H),D
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24-OHase sanguine » .
de vitamine D

Figure 1. Métabolisme de la vitamine D (adapté de Deeb et al., 2007)

Intestin

Par ailleurs, I’exposition aux rayons ultraviolets B (longueur d’onde comprise entre 290 et 315
nm) permet le clivage du cycle B d’une molécule abondamment présente dans la peau, le 7-
déshydrocholestérol, et ainsi sa conversion en pré-vitamine D3, aussi appelée tacalciol (Figure 2) (Bikle,

2012). Le tacalciol subit ensuite une isomérisation thermique a 37 °C pour former le cholécalciférol.

7-déshydrocholestérol Tacalciol

Figure 2. Conversion du 7-déshydrocholestérol en tacalciol

Une fois synthétisé dans la peau ou assimilé apres ingestion de certaines ressources nutritives,
le cholécalciférol peut prétendre a deux devenirs, I'un étant son stockage dans les graisses, et I'autre

sa métabolisation pour former du calcidiol (25(0OH)Ds), puis le calcitriol (1a,25(0OH).Ds). La formation

22



du calcidiol ayant lieu dans le foie, le cholécalciférol est transporté dans la circulation sanguine jusque
dans cet organe apres liaison a la « Vitamin D Binding Protein », ou VDBP (Heaney et al., 2008). C’est
dans cet organe que I’hydroxylation du cholécalciférol par la 25-hydroxylase (25-OHase, codée par
CYP2R1 ou CYP27A1) a lieu, formant ainsi le calcidiol. Il se caractérise par un groupe hydroxyle
supplémentaire en position 25 (Figure 3). Ce dernier, forme circulante majoritaire de la vitamine D, est
transporté a son tour par complexation avec la VDBP, avec une demi-vie dans la circulation sanguine
d’environ deux semaines (Jones et al., 2014), jusque dans les reins. |l est alors internalisé par les cellules
rénales et hydroxylé par la 25-hydroxyvitamine D; la-hydroxylase (1a-OHase; codée par CYP27B1)
pour former le métabolite actif de la vitamine D : le calcitriol (1a,25-dihydroxyvitamine Ds). Le calcitriol

posséde quant a lui deux groupes hydroxyle : I'un en Cla et I'autre en C25 (Figure 3).

CH,
l
HO-- HO- -/
H H
Ergocalciférol (Vitamine D) Cholécalciférol (Vitamine Ds)
HJC H HJC H

?Hsff\\,,

--H }’CHJ

HO * ch,
i(
/\\{/,/CH) £ CHZ
? \
HO- /\/ HO 3 OH
H H H
Calcidiol (25-hydroxyvitamine Ds) Calcitriol (1a,25-dihydroxyvitamine Ds)

Figure 3. Structures chimiques des métabolites de la vitamine D, d'aprés la Pharmacopée Européenne
9.0
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Outre sa production rénale, le calcitriol peut étre, dans une moindre mesure, produit
localement a partir de son précurseur, dépendamment de la présence de la 1a-OHase. L'expression de
cet enzyme a ainsi été mise en évidence in vitro chez des cellules non rénales, en particulier les cellules
de la prostate, les cellules placentaires, les kératinocytes, les ostéoblastes, ou encore les macrophages
(Dusso et al., 1994; Lehmann et Meurer, 2003). Plusieurs études ont suggéré une implication de cette
production extra-rénale de calcitriol dans la régulation de processus physiologiques, mais également
dans le développement de diverses pathologies (Hewison et al., 2004; Bikle et al., 2018).

Les propriétés physico-chimiques des métabolites de la vitamine D sont présentées dans le
Tableau 1. Ils sont tous liposolubles, comme l'indiquent leurs coefficients de partage octanol/eau

(LogP) dont la valeur est de 5,5 pour le moins lipophile (calcitriol).

Tableau 1. Propriétés physico-chimiques générales des métabolites de la vitamine D. La solubilité et

le LogP théorique sont issus de la source ALOGPS (d’aprés www.pubchem.ncbhi.nlm.nih.gov)

Ergocalciférol Cholécalciférol Calcidiol Calcitriol
3B,52,7E,22E)- 3B,52,7E)-9,10-  (3B,5Z,7E)-9,10-
9,10- sécocholesta Sécocholesta- Sécocholesta-
Nom IUPAC Sécoergosta- 5,7 10(19) 5,7,10(19)- 5,7,10(19)-
5,7,10(19),22- N triene-38,25-  triéne-1a,3B,25-
o triene-3B-ol . .
tétraene-3B-ol diol triol
Numero CAS 50-14-6 67-97-0 19356-17-3 32222-06-3
Formule brute CasHas0 Ca7Haa0 C27H420, Ca7H4403
Masse molaire (g/mol) 396,6 384,6 400,6 416,6
Solubilité théorique
0,4 0,3 2,2 6,7
dans I'eau (pug/mL)
LogP théorique 7,6 7,9 6,7 5,5

Le calcitriol présente une demi-vie plasmatique plus courte que celle de son précurseur
puisqu’elle est de seulement 5 a 8 heures pour ses formes commercialisées. Le calcidiol et le calcitriol

sont en effet inactivés par le biais d’une oxydation sur leur carbone C24. Cette réaction est déclenchée
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par la 24-OHase (codée par CYP24A1), formant respectivement du 24,25-(0OH),D; et du 1a,24,25-
(OH)2D3. Ces deux molécules forment ensuite le produit de dégradation du calcitriol, I'acide
calcitroique, qui est excrété dans les urines (Reddy and Tserng, 1989; Deeb et al., 2007). La 24-OHase
est aussi capable de dégrader le calcitriol par le biais d’'une oxydation sur son carbone C23, a I'origine
d’une cascade de réactions aboutissant a la formation d’un produit final de dégradation, le 1a,25-

(OH),Ds-26,23-latone (Ohnuma et Norman, 1982).

1.1.2. Régulation du métabolisme de la vitamine D

Compte tenu des activités biologiques du calcitriol et notamment de son réle dans
I’homéostasie phospho-calcique, qui feront I'objet de la 2é™® partie de ce chapitre, la carence en
vitamine D est problématique. En pratique, le dosage de la concentration sérique en calcidiol, forme
circulante majeure de la vitamine D, permet d’évaluer la nécessité ou non d’une supplémentation en
vitamine D. La concentration physiologique en 25(0OH)D est comprise entre 75 et 125 nmol/L ; I'état de
carence est donc avéré lorsque celle-ci est inférieure a 75 nmol/L et nécessite dans ce cas une
supplémentation alimentaire ou médicamenteuse en vitamine D (Holick, 2004). Ainsi, le maintien de
concentrations sériques physiologiques en calcitriol (pmol/L) et en son précurseur, le calcidiol, est
essentiel (Welsh, 2011; Tuohimaa et Lou, 2012). Cette régulation se fait par la mise en place de rétro-
contrdles agissant sur les enzymes cataboliques et anaboliques du calcitriol. La mise en place de ces
rétro-contrbles dépend du calcitriol lui-méme ainsi que de I’hormone parathyroide (PTH), mais
également du facteur de croissance fibroblastique 23, du facteur de croissance insulinique de type 1,
et de la calcitonine (Olmos-Ortiz et al., 2015). Par exemple, des concentrations sériques en calcium
faibles sont responsables de la sécrétion de PTH par la glande parathyroide, qui va quant a elle stimuler
I’expression rénale de CYP27B1 aboutissant a la synthese de la 1a-OHase et donc a la production de
calcitriol (Olmos-Ortiz et al., 2015). Des concentrations sériques supraphysiologiques en calcitriol ainsi
gu’en phosphate sont quant a elles responsables d’une inhibition de I’expression rénale de CYP27B1
et une stimulation de I'expression rénale de CYP24A1, codant pour la 24-hydroxylase (24-OHase) qui
est I'enzyme responsable de la dégradation du calcitriol (Welsh, 2011). De la méme maniere, la
production locale de calcitriol est modulée en fonction de différents stimulus, par exemples

immunitaires dans le cas de sa production par les macrophages (Baeke et al., 2010).

1.1.3. Mécanismes d’internalisation cellulaire du calcidiol et du calcitriol

Les mécanismes d’internalisation cellulaire des métabolites de la vitamine D ont fait I'objet de
nombreux travaux. Ainsi, I'internalisation cellulaire du complexe calcidiol-VDBP se fait par le biais

d’une endocytose controlée par 2 protéines membranaires : la mégaline et la cubiline (van Driel et al.,
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2006) et est extrémement rapide (30 minutes in vitro, (van Driel et al., 2006)). Ces deux protéines ont
également été identifiées, de la méme maniére que la 1a-OHase, dans des tissus extra-rénaux incluant
les tissus mammaires murins sains, les lignées cellulaires d’épithélium mammaire humain et dans
quelques lignées cellulaires de cancer du sein humain (Rowling et al., 2006). Leur importance pour
I'internalisation cellulaire du calcidiol, et donc pour la production de calcitriol, a été démontrée in vivo
chez des souris dépourvues de mégaline, ainsi que chez les especes canine et humaine dans le cas de
mutations de la cubiline la rendant inactive. Dans ces cas, il a été observé que le complexe calcidiol-
VDBP n’était pas internalisé par les cellules rénales, aboutissant a une inaptitude a convertir le calcidiol
en calcitriol, ainsi qu’a son excrétion urinaire (Nykjaer et al., 2001). Par ailleurs, Rowling et al. ont
démontré in vitro sur une lignée tumorale mammaire humaine (T-47D) qu’une inhibition de la
mégaline était responsable du blocage de I’'endocytose du complexe calcidiol-VDBP. La méme équipe
a également démontré qu’en inhibant les microtubules, éléments clés de I'endocytose, par le biais
d’une faible température (4°C), I'internalisation cellulaire du complexe n’avait pas lieu. Cependant,
cette endocytose dépendante de la mégaline et la cubiline n’est peut-étre pas I'unique moyen pour
les cellules d’internaliser le calcidiol (Rowling et al., 2006). En effet, des chercheurs ont démontré que
le calcitriol pouvait étre produit a partir de son précurseur dans des cellules mammaires non tumorales
méme en |'absence de VDBP sur 24h, laissant a penser que l'internalisation du calcidiol non complexé
a sa protéine de liaison (libre) est également possible, par le biais d'une simple diffusion membranaire
(Welsh, 2011).

De la méme maniére, les mécanismes d’internalisation cellulaire du calcitriol restent le sujet
de nombreux travaux. En effet, le calcitriol est a ce jour difficilement tracable car il n’existe pas de
fluorophores qui lui sont spécifiques, d’ou le manque de connaissances concernant les mécanismes
impliqués dans son internalisation cellulaire. L’hypothése de « I’hormone libre » était jusqu’il y a
guelques années I'unique mécanisme d’internalisation du calcitriol proposé. En effet, ce dernier étant
hydrophobe, certains chercheurs avancent qu’une fois le calcitriol libre dans la circulation sanguine, il
entrerait dans les cellules par diffusion membranaire (Selvaraj et al., 2015). Cependant, cette
hypothése semble peu probable dans la mesure ou le calcitriol se lie a la VDBP, hydrophile. Puis, il y a
quelques années, Schaefer et al. ont conjugué le calcitriol a des quantum dots (15-20 nm) et ont
proposé que l'internalisation du calcitriol pouvait se faire, au moins en partie, par une endocytose
cavéoline-dépendante du complexe suite a une étude in vitro réalisée sur un modele de cancer du sein

inflammatoire (Schaefer et al., 2013).
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1.2. Activités biologiques de la vitamine D

Depuis le début du 20°™ siécle, la vitamine D est connue pour ses réles classiques dans la
régulation du transport et du métabolisme du calcium et du phosphate, et dans le développement du
squelette (Deeb et al., 2007; Takeda et al., 1999). Plus récemment, les effets extra-osseux de la

vitamine D ont été mis en évidence suite a la découverte de la production extra-rénale de calcitriol.

I.2.1. Production locale de calcitriol

Le calcitriol exerce son action endocrine phosphocalcique lorsqu’il est produit au niveau rénal
puis transporté dans la circulation sanguine jusqu’a ses tissus cibles. Outre cette activité, le calcitriol
est également capable d’exercer des effets autocrines, paracrines et intracrines (Figure 4). En effet, de
nombreuses cellules expriment le VDR et la 1a-OHase, permettant une production locale de calcitriol
a partir de son précurseur (Hewison et al., 2007). Leur expression a notamment été mise en évidence
au sein des cellules de la glande parathyroide (Kawahara et al., 2008), de la prostate (Flanagan et al.,
2006), du colon (Dou et al., 2016), du sein (McCarthy et al., 2009), des kératinocytes (Pillai et al., 1988;
Huang et al., 2002), des cellules déciduales du placenta (Evans et al., 2006)), du pancréas (Bland et al.,
2004), du cerveau (Neveu et al., 1994; Eyles et al., 2005), du tissu osseux (Nakamichi et al., 2018), et
des cellules immunitaires (cellules dendritiques, monocytes, macrophages et lymphocytes T) (Baeke
et al.,, 2010; Lagishetty et al., 2010). Le calcitriol pourrait de ce fait étre impliqué dans le
développement d’infections (VIH,...) et de maladies auto-immunes, les maladies cardiovasculaires,

diverses affections neurologiques ainsi que dans le cancer (Morris, 2014; Trochoutsou et al., 2015).
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Figure 4. Synthéses rénale et extrarénale du calcitriol et actions associées

1.2.2. Actions génomiques et non génomiques

L'action de la vitamine D est controlée par deux mécanismes donnant lieu a des actions

génomiques, et des actions non génomiques. Les actions génomiques de la vitamine D requiérent sa

liaison a son récepteur nucléaire : le Vitamin D Receptor ou VDR, pour moduler la transcription de

geénes et la traduction d’ARN. Le VDR, membre de la famille des récepteurs nucléaires aux hormones

stéroides, est présent dans divers types cellulaires et tissulaires, suggérant un vaste spectre d’activités

biologiques du calcitriol (Deeb et al., 2007). La liaison de la vitamine D a son récepteur aboutit a la

dimérisation du VDR avec le récepteur alpha du rétinoide X (RXR), et par conséquent a son activation.

Ce complexe VDR/RXR se fixe spécifiquement aux séquences promotrices de certains génes, aussi

appelées « éléments de réponse a la vitamine D » (VDRE) (Figure 5). Cette liaison aboutit ainsi a la

stimulation ou la répression de leur transcription (Bikle, 2014).
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Figure 5. Mécanisme a I'origine des actions génomiques du calcitriol. Une fois transporté ou

synthétisé dans la cellule cible a partir du calcidiol, le calcitriol se lie au VDR. Le complexe
calcitriol/VDR est ensuite dimérisé avec le récepteur RXR, suivi d’une translocation jusque dans le
noyau cellulaire. Le domaine de liaison de ’ADN du VDR interagit avec les séquences spécifiques de
I’ADN dans la région promotrice des genes cibles du calcitriol : les genes VDRE (vitamin D response
elements). Cette étape est a I'origine du recrutement de co-modulateurs, soit co-activateurs, soit co-
répresseurs afin de moduler positivement ou négativement la transcription des ARN et donc

I’expression des genes cibles (Feldman et al., 2014)

Outre cette voie génomique, I'existence d’une voie d’action non génomique donnant lieu a des
actions plus rapides et ne mettant pas directement en jeu la transcription de genes a plus récemment
été mise en évidence, comme rapporté par Hii et Ferrante (Hii et Ferrante, 2016). Cette derniére
requiert la liaison du calcitriol a son récepteur membranaire : le « membrane-associated Vitamin D
receptor » ou ERp60, activant par la suite de nombreuses voies de signalisation intracellulaires

(Selvaraj et al., 2015). L’action non génomique du calcitriol la plus décrite est I'absorption du calcium,

décrite dans le paragraphe suivant.
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1.2.3. Homéostasie phospho-calcique

Le calcitriol, métabolite actif de la vitamine D, joue un réle central dans I’'homéostasie du
calcium et du phosphate en agissant a la fois sur leur absorption, leur excrétion et sur le stockage du
calcium dans les os (Figure 6) (Khammissa et al., 2018). Le lien entre la carence en vitamine D et les
pathologies osseuses (rachitisme, ostéoporose, polyarthrite rhumatoide) est en effet reconnu depuis
de nombreuses années, résultant directement de son activité sur I’homéostasie phospho-calcique,
aussi bien de maniere directe qu’indirecte via une cascade de réactions (Anderson, 2017; Holick, 2004).

Pour commencer, le calcitriol est hypercalcémiant. En effet, la diminution de la concentration
sérique en calcium engendre la sécrétion de I’hormone parathyroide (PTH), activant la synthése du
calcitriol au niveau rénal via I’'enzyme 1la-OHase. Ce dernier, associé a I'hormone thyroide, stimule la
réabsorption rénale du calcium, et son stockage dans le tissu osseux. Le calcitriol favorise également
I"absorption intestinale du calcium aprés son apport nutritionnel, passant de 10-15% d’absorption dans
le cas d’une carence en vitamine D, a 30% pour un individu ne présentant pas de carence (Holick, 2004).
Ainsi, Nakamichi et al. ont démontré in vivo que le traitement de souris sur une longue période avec
des doses physiologiques en vitamine D permettait d’augmenter la minéralisation osseuse, le volume
trabéculaire osseux, et diminuait la résorption osseuse (Nakamichi et al., 2018). En revanche, lorsque
les concentrations sériques en calcium sont insuffisantes, le calcitriol interagit avec son récepteur dans
les ostéoblastes, favorisant leur maturation en ostéoclastes et la résorption osseuse, permettant a
terme la mobilisation du calcium (Nakamichi et al., 2018). Ainsi, la carence en vitamine D est
responsable de matrices squelettiques pauvrement minéralisées aboutissant a des maladies telles que
le rachitisme, touchant principalement les enfants, et I'ostéomalacie chez les adultes (Baeke et al.,
2010; Lin, 2016). Ces maladies entrainent un risque accru de fractures.

Par ailleurs, le calcitriol est hyperphosphatémiant de par la stimulation de la production de
I’'hormone peptidique appelée « Fibroblast Growth Factor 23 » ou FGF 23 par les ostéoblastes et
ostéocytes (Prié, 2015). La FGF 23 s’opposant a la réabsorption rénale du phosphate, son taux sérique
est maintenu.

L’'homéostasie phosphocalcique est maintenue par des feedbacks négatifs des différentes
étapes de cette cascade, aboutissant notamment a une stimulation du catabolisme du calcitriol par le

biais de la 24-OHase ainsi qu’a I'inhibition de la 1a-OHase responsable de sa production.
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Figure 6. Représentation schématique des étapes de la régulation du métabolisme phospho-

calcique (Rudolph et al., 2011)

1.2.4. Role du calcitriol dans la prévention et le traitement du cancer

1.2.4.1. Généralités

Le role du calcitriol dans le cancer a pour la premiere fois été suggéré suite a des études

épidémiologiques menées dans les années 40. Garland et Garland ont alors mis en évidence le réle de

I’exposition au soleil dans le cancer en démontrant une plus forte mortalité associée au cancer du

cOlon dans le Nord des Etats-Unis, que sur le reste du pays sans identifier le lien direct avec la vitamine

D dont la synthese est favorisée par I'exposition aux UV B, comme décrit dans le paragraphe I.1.1. (L.

Apperly, 1940). Ce n’est que par la suite, dans les années 90, que I’'hypothese qu’un déficit en vitamine

D pouvait étre un facteur favorisant le cancer du célon et de la prostate a été émise (Garland et

Garland, 1980; Schwartz et Hulka, 1990). Depuis, son rdle dans bien d’autres cancers a été démontré

(sein, pancréas, ovaires, leucémie, glioblastome, peau,... ) aussi bien in vitro qu’in vivo lors d’études
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pré-cliniques et cliniques, avec des voies d’administration tout aussi variées (Ben-Eltriki et al., 2016;

Maj et al., 2015; Swami et al., 2012; Woloszynska-Read et al., 2011).

1.2.4.2. Métabolisme du calcitriol dans le cancer

Chez tous les individus, I'enzyme 1a-OHase est exprimé au niveau rénal pour permettre la
production de calcitriol. Le VDR et la 24-OHase, permettant respectivement I’action et la dégradation
de ce dernier, sont également présents dans cet organe. Dans les conditions physiologiques, les
concentrations en la-OHase sont régulées par le calcitriol et le VDR via un feedback négatif,
permettant un équilibre entre synthése et dégradation du calcitriol. Dans le cadre du cancer, des
modifications de I'expression des deux enzymes la-OHase et 24-OHase perturbant I’équilibre entre
synthese et dégradation du calcitriol, ainsi que du VDR peuvent étre rencontrées, aboutissant a un
risque accru de cancers ainsi qu’a une résistance tumorale au calcitriol (Bikle, 2014).

Dans les cancers du sein non-hormono-dépendants, c’est-a-dire ne présentant pas de
récepteurs aux cestrogenes, il est bien connu que le VDR est sous-exprimé par rapport aux cancers du
sein hormono-dépendants résultant en des caractéristiques plus agressives et une progression plus
rapide du cancer (Al-Azhri et al., 2017). Au-dela de la sous-expression du VDR, voire de son absence,
celui-ci peut subir diverses mutations génétiques, rendant le récepteur silencieux (Dai et al., 2015;
Welsh, 2017). La mutation génétique Cdx-2 est ainsi associée a un risque accru de cancers colorectal
et ovarien. La mutation Fokl est une autre mutation fréquente du VDR et est responsable d’une
augmentation de 20% du risque de cancer ovarien et de 8% de divers autres cancers incluant les
cancers colorectal, de la prostate, et de la peau (Dai et al., 2015). Il est a noter que certaines lignées
cellulaires (sein, prostate, cblon) sont résistantes au calcitriol du fait non pas de la modification directe
du VDR, mais de mécanismes épigénétiques impactant sa fonction, notamment via la suppression de
la transcription des génes antiprolifératifs (Abedin et al., 2006). Cependant, une étude récente a
montré que dans de tels cas, la combinaison du calcitriol et d’inhibiteurs des histones déacétylases
(HDACI) pouvait contrecarrer ces mécanismes épigénétiques et restaurer I’expression de ces genes,
donc I'activité du calcitriol (Abedin et al., 2006).

Par ailleurs, la 24-OHase, enzyme majoritairement responsable de I'inactivation du calcitriol,
est présente de maniére excessive dans de nombreux types de cancers. Dans le cas du cancer de la
prostate par exemple, il a été observé in vitro que la lignée cellulaire DU 145 était résistante au calcitriol
du fait de la surexpression de CYP24A1 (codant pour la 24-OHase) par cette lignée (Ly et al., 1999).
Dans cette étude, I'inhibition de ce géne avec du liarozole fumarate a considérablement augmenté la

demi-vie ainsi que I'activité antiproliférative du calcitriol puisqu’ils ont triplé (Ly et al., 1999).
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La diminution de la production de 1a-OHase et/ou de son activité a notamment été démontrée dans
les cancers ovariens, dans certains cancers du sein et de la prostate et elle est associée a une
progression tumorale plus importante (BrozYna et al., 2015; Hsu et al., 2001; Lopes et al., 2010). De la
méme maniére que pour le VDR, les génes codant pour les enzymes 24-OHase et 1a-OHase présentent
de nombreux polymorphismes impactant pour certains leur activité et donc le métabolisme du

calcitriol, notamment dans le cas du cancer du c6lon (Jacobs et al., 2013).

1.2.4.3. Mécanismes d’action

L’activité anti-cancéreuse du calcitriol ayant été démontrée dans de nombreuses études pré-
cliniques et cliniques, divers mécanismes d’action ont été a ce jour identifiés (Figure 7),

dépendamment du type tumoral (Feldman et al., 2014; Flanagan et al., 2003; Krishnan et al., 2012).
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Figure 7 : Activités anti-cancéreuses du calcitriol (inspiré de Chiang et al., 2011)

Ces études ont démontré que le calcitriol était impliqué tout au long du développement
tumoral, de la tumorigenése jusqu’a la formation de métastases, faisant de lui une molécule
intéressante aussi bien dans la prévention que dans le traitement du cancer (Feldman et al., 2014).

Son role dans I'inflammation fera I'objet du paragraphe 1.2.5.
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1.2.4.3.1. Activité antiproliférative

Le calcitriol est au coeur d’'une multitude de mécanismes aboutissant a I'accumulation des
cellules en phase GO/G1 (Simboli-Campbell et al., 1997). Il a ainsi été démontré in vitro dans le cancer
du sein que le calcitriol augmentait I’expression de la protéine de liaison du facteur de croissance IGF
(insulin-like growth factor-1), inhibant ainsi ses effets mitogenes (Xie et al., 1997). Le calcitriol et ses
analogues augmentent également |'expression d’inhibiteurs des kinases dépendantes des cyclines
(p21 et p27), entrainant un arrét du cycle cellulaire comme démontré in vitro sur des cellules de cancer
du pancréas (Kawa et al., 1997). L'induction de I'expression du facteur de croissance tumorale TGF-R1
et I'activation de divers facteurs de transcription de génes participant a I’arrét du cycle cellulaire par
le calcitriol participent aussi a son activité antiproliférative (Koli et Keski-Oja, 1995; Heberden et al.,
1998; An et al., 2010). Enfin, chez les femmes post ménopausées atteintes de cancer du sein de type
hormono-dépendant, les cestrogenes jouent un role majeur dans la progression tumorale puisqu’ils
stimulent la prolifération cellulaire (Doisneau-Sixou et al., 2003). Le calcitriol s’oppose a la production
d’cestrogenes en inhibant I'expression de I'aromatase, enzyme responsable de leur production, ainsi
que I'expression des récepteurs aux ostéogenes (Krishnan et Feldman, 2011). De ce fait, le calcitriol
limite le stimulus mitogene des cestrogénes, inhibant ainsi la prolifération des cellules malignes de

cancer du sein (Simboli-Campbell et al., 1997).

1.2.4.3.2. Activité pro-différenciative

Le calcitriol posséde un role pro-différenciatif vis-a-vis des cellules cancéreuses de par la
régulation de I'activité de plusieurs dizaines de genes impliqués dans la différenciation cellulaire,
leur permettant d’acquérir un phénotype similaire a celui des cellules saines. Ainsi, dans le cas du
carcinome du cdlon, le calcitriol et ses analogues inhibent la voie de signalisation Wnt/8-caténine et
induisent I’expression de protéines d’adhésion (cadhérine E, occludine, vinculine), stimulant ainsi la
différenciation cellulaire (Palmer et al., 2001; Pendds-Franco et al., 2008). Il a également été
démontré dans des modeéles de leucémie que le calcitriol induisait I"activation de kinases cycline-
dépendantes (Cdk), notamment la Cdk5 (Godyn et al., 1994), résultant en une différenciation des
cellules myéloides leucémiques en monocytes puis macrophages. Cette derniere pourrait aussi
s’expliquer par 'inhibition de I’expression du proto-oncogéne « myc » comme démontré dans le cas
de leucémies et du cancer de la prostate (Reitsma et al., 1983; Rohan et Weigel, 2009). La stimulation
de I'expression de la protéine du rétinoblastome (Ji et al., 2002) ainsi que I'inhibition de I'activité des
MAP kinases p38 (Wang et al., 2000) participeraient aussi a I’activité pro-différenciative du calcitriol

et de ses analogues.
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1.2.4.3.3. Activité pro-apoptotique

Les actions pro-apoptotiques du calcitriol résultent d’'une modulation des genes impliqués
dans ce phénomene, en particulier I'inhibition de la transcription de génes anti-apoptotiques (Bcl-2,
Bcl-XL), renforcée par I'activation de la transcription de génes pro-apoptotiques (Bax) (Sarah E. Blutt
et al., 2000; Kizildag et al., 2010). Un autre mécanisme a |'origine de cette action repose sur
I'induction du relargage de calcium par le réticulum endoplasmique, aboutissant au recrutement et
a I'activation de calpaines qui sont des enzymes a I’origine du déclenchement de I'apoptose, comme
notamment démontré in vitro sur le modele de cancer du sein MCF-7 (Mathiasen et al., 2002). Enfin,
I'activité pro-apoptotique du calcitriol est contrélée par I'activation de la voie de signalisation des

caspases (McGuire et al., 2001).

1.2.4.4. Efficacité du calcitriol sur différents types de cancer

C’est en 1981 que fut pour la premiere fois mise en évidence I'activité antiproliférative du
calcitriol sur des cellules malignes de mélanome in vitro (Colston et al., 1982). Il a alors été observé
gue cette activité nécessitait des concentrations en calcitriol de I'ordre de la nanomole (Colston etal.,
1982). Par la suite, la nécessité de concentrations sériques supraphysiologiques en calcitriol (>1 nM)
vis-a-vis de son activité en tant qu’anti-cancéreux a été confirmée in vivo. Cependant, I'exposition
chronique a de telles concentrations en calcitriol est associée a des hypercalcémies responsables de
diverses toxicités, notamment rénales (Brawer, 2007). De nombreuses études sur |'efficacité anti-
cancéreuse du calcitriol seul ou en combinaison avec des actifs utilisés en chimiothérapie ont ainsi été
menées. L'efficacité du calcitriol a été mise en évidence sur de nombreux cancers mais nous nous
focaliserons dans cette partie sur les 3 cancers les plus étudiés : le cancer du sein, le cancer de la

prostate, et la leucémie.

1.2.4.4.1. Cancer du sein

Deés lors que le potentiel anti-cancéreux du calcitriol a été mis en évidence, de nombreux
travaux évaluant l'activité du calcitriol sur différentes lignées cellulaires de cancer du sein et les
modeles tumoraux associés ont vu le jour. Il est vite apparu que I'activité du calcitriol sur de tels
modeles était a la fois dépendante de la présence de récepteurs aux cestrogenes dans ces lignées et
du VDR (Peng et al., 2006).

Murray et al. ont étudié la présence de VDR dans un panel de lignées cellulaires de cancer du

sein ainsi que I'effet antiprolifératif du calcitriol sur ces derniéres (Murray et al., 2017). L'équipe a ainsi
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confirmé le lien entre la présence de VDR dans des lignées cancéreuses et leur sensibilité au calcitriol.
Aussi, les lignées cellulaires MCF-7, T47D et BT20 notamment se sont révélées porteuses du VDR et
sensibles au calcitriol. En revanche, les lignées MDA-MB-231, HCC1937, Hs578t(i8) et HCC1143,
dépourvues de VDR, se sont révélées résistantes a I’actif (ICso >20 uM) (Murray et al., 2017).

Par ailleurs, plusieurs articles ont mis en évidence la sensibilité des lignées de cancer du sein
possédant le récepteur aux ocestrogénes (hormono-dépendantes) et la résistance de celles ne
I’exprimant pas (non hormono-dépendantes) au calcitriol. Suite a cela, Peng et al. ont transfecté les
lignées non hormono-dépendantes MDA-MB-231 et S30 avec le récepteur aux cestrogénes ainsi
gu’avec le VDR, ces lignées le sous-exprimant. Ils ont alors démontré que cela ne suffisait pas a rendre
les lignées cellulaires sensibles a I'analogue de la vitamine D testé, démontrant en plus I'importance
des voies de signalisation de ces récepteurs (Peng et al., 2006).

L'effet anti-cancéreux du calcitriol a été bien démontré sur la lignée d’adénocarcinome
mammaire humain MCF-7, avec des activités a la fois antiprolifératives (ICso = 145 nM aprés 24h
d’exposition) et pro-apoptotiques (Chouvet et al., 1986; Saracligil et al., 2017; Simboli-Campbell et al.,
1997). Chouvet et al. ont ainsi démontré in vitro I'activité antiproliférative dose dépendante du
calcitriol avec une concentration minimale efficace de 10! M apres 7 jours d’exposition au calcitriol et
un renouvellement de I'exposition tous les 2 jours (Chouvet et al., 1986). L'intérét thérapeutique du
calcitriol a également été démontré in vivo sur un modele murin immunodéprimé porteur de
xénogreffe MCF-7, recevant des injections intrapéritonéales de calcitriol (0,025 a 0,1 ug/souris) 3 fois
par semaine pendant 4 semaines (Swami et al., 2011). Dans cette étude, le traitement a abouti a une
diminution de respectivement 50 et 70% du volume tumoral par rapport aux souris non traitées pour
les doses minimale (0,025 pg/souris 3 fois/semaine) et maximale (0,1 pg/souris 3 fois/semaine)
testées. Cependant, malgré la sensibilité de la lignée a I'activité anti-cancéreuse du calcitriol, il a été
observé que I'exposition chronique des cellules a ce dernier ou a ses analogues les rendait résistantes
a son activité antiproliférative (Narvaez et al., 1996). Cela peut s’expliquer par la surexpression de la
24-OHase a la suite du traitement comme suggéré par Thill et al. (Thill et al., 2012). Les auteurs ont
démontré in vitro que I'exposition de différentes lignées cellulaires de cancer du sein, y compris les
cellules MCF-7, induisait une augmentation de I’expression de ’ARNm codant pour la 24-OHase (x 33),

aboutissant a une augmentation de la quantité d’enzymes produits (Figure 8).
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Figure 8. Influence du calcitriol sur le niveau d'expression de la 24-hydroxylase aprés 72 heures

d'exposition, p<0,01 (***) (Thill et al., 2012).

1.2.4.4.2. Cancer de la prostate

Les cellules de cancer de la prostate et les tissus tumoraux associés expriment I’'enzyme la-
OHase, responsable de la conversion de la forme circulante de la vitamine D en calcitriol, et sont donc
capables de synthétiser localement le calcitriol. Par ailleurs, il est bien connu que les tumeurs
prostatiques peuvent exprimer fortement le récepteur a la vitamine D (VDR). Aussi, les patients
atteints d’un cancer de la prostate surexprimant le VDR auraient moins de risques de mourir de ce
cancer (Hendrickson et al., 2011). La sensibilité des lignées LNCaP et PC3 a I'activité antiproliférative
du calcitriol (10 nM) durant 14 jours a été démontrée in vitro (de Vos et al., 1997). La lignée cellulaire
DU145 n’est quant a elle pas sensible a I’activité antiproliférative du calcitriol mais sensible a son effet
anti-métastatique avec une invasion fortement inhibée (66%) aprés exposition a 100 nM de calcitriol

pendant 72 heures (de Vos et al., 1997; Schwartz et al., 1997).

1.2.4.4.3. Leucémie

L'activité du calcitriol sur les cellules leucémiques myéloides est bien décrite, particulierement
pour la lignée humaine HL-60 in vitro (Abe et al., 1981; Gocek et al., 2012; Lee et al., 1987) et in vivo
(Honma et al., 1983). Ainsi, le calcitriol induit la différenciation des blastes leucémiques en
macrophages a des concentrations supérieures a 0,12 nM (Gocek et al., 2012).

Lasky et al. ont démontré I'activité antiproliférative du calcitriol sur la lignée cellulaire de
leucémie myéloide chronique RWLeu-4 a des concentrations supérieures a 1 nM (Lasky et al., 1994).
En revanche, méme a 100 nM, le calcitriol ne présente pas d’activité antiproliférative sur la lignée

résistante JMR. Dans ce cas, la résistance au calcitriol de cette lignée cellulaire peut notamment
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s’expliquer par I'affinité entre le calcitriol et son récepteur et non pas par le nombre de récepteurs ni
par I'activité des enzymes cataboliques et anaboliques du calcitriol (Lasky et al., 1994).

L'association de la cytarabine et du calcitriol a fait I'objet de plusieurs études sur divers
modeéles de leucémie. Ainsi, Studzinski et al. ont exposé la lignée cellulaire humaine de leucémie
promyélocytaire HL-60 au calcitriol pendant 4 heures ou a la cytarabine (1.10° M) et & I’"hydroxyurée
(5 mM) pendant 4 heures suivies d’une exposition au calcitriol (1.10”7 M) pendant la méme durée
(Studzinski et al., 1986). Les auteurs ont observé un effet pro-différenciatif du calcitriol et une
potentialisation de I'activité cytotoxique de la cytarabine et de I’hydroxyurée vis-a-vis des cellules HL-
60 par ce dernier avec une viabilité cellulaire diminuée de plus du double par rapport a celle observée
apres exposition aux actifs seuls (Studzinski et al., 1986). Par ailleurs, Makishima et al. ont évalué
I'activité antiproliférative de la cytarabine seule ou en présence de calcitriol in vitro sur la lignée de
cellules humaines de leucémie aigiie U937 (Makishima et al., 1998). Les auteurs ont ainsi observé une
réduction de I'lCso de la cytarabine en présence de calcitriol passant de 6,86 nM a 2,41 nM aprés 4
jours d’exposition (Makishima et al., 1998). Des études cliniques ont également été menées dans le
but d’identifier le potentiel thérapeutique d’une telle association. Ainsi, dans une étude menée par
Slapak et al. chez 29 patients atteints de leucémie myéloide aigle, I'administration de cytarabine
(perfusion, 20 mg/m?/jour), d’hydroxyurée (voie orale, 500 mg) pendant 21 jours et de calcitriol (voie
orale, 0,25 pg) jusqu’a la fin de I'étude a permis d’observer des résultats prometteurs pouvant
s’expliquer par une synergie entre les actifs (Slapak et al., 1992). Dans cette étude, prés de la moitié
des patients traités (45%) ont fait preuve d’une rémission compléte, et 34% des patients ont montré
une réponse partielle au traitement, avec une rémission médiane de 9,8 mois (Slapak et al., 1992).
Dans une autre étude, deux patientes (48 et 60 ans) atteintes de leucémie myéloide aiglie (rechute)
ont recu 0,6 mg/kg/j de cytarabine (perfusion) pendant 14 jours et 0,25 pug de calcitriol par voie orale
2 fois/j. Une rémission d’une durée de 6 mois a été observée chez les deux patientes traitées.
Cependant, seules 2 patientes ont été intégrées dans cette étude, et la stratégie thérapeutique était

basée sur une faible dose en actifs (Yamada et al., 2006).

1.2.4.5. Efficacité du calcitriol en combinaison avec d’autres agents anti-cancéreux

Du fait de ses propriétés anti-cancéreuses remarquables, de nombreuses associations entre le
calcitriol ou ses analogues et des agents utilisés en chimiothérapie ont été testées et ont mis en
évidence des effets synergiques voire additifs entre les principes actifs. Cela peut s’expliquer par de
nombreux phénomeénes, incluant notamment une augmentation de I'activité du VDR et donc la

potentialisation de |'activation des voies de signalisation associées, le ciblage simultané de différentes
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molécules clés d’'une méme voie de signalisation, ou encore le ciblage simultané de différentes voies

de signalisation (Beer et Myrthue, 2004).

1.2.4.5.1. Stéroides

Une potentialisation de I'activité anti-cancéreuse du calcitriol a été démontrée in vitro et in
vivo dans le cas d’une association avec la dexaméthasone. Ainsi, la dexaméthasone permet une
augmentation du nombre de VDR, comme démontré par des études in vitro dans le cas du carcinome
a cellules squameuses. La dexaméthasone semblerait aussi augmenter I'affinité entre le calcitriol et
son récepteur comme démontré in vivo chez des souris de ce méme modéle tumoral (Yu et al., 1998).
Il a été proposé que I"'augmentation du nombre de VDR était due a I'augmentation de sa transcription

par le stéroide (Hidalgo et al., 2011).

1.2.4.5.2. Actifs cytotoxiques utilisés en chimiothérapie

Des études portant principalement sur le cancer de la prostate ont démontré la synergie entre
le calcitriol et divers agents cytotoxiques tels que les taxanes : le docétaxel (Ting et al., 2007) et le
paclitaxel (Hershberger et al., 2001), les composés dérivés de platine (Moffatt et al., 1999), ainsi que
la mitoxantrone (Ahmed et al., 2002). Ces interactions ont également été observées dans le cancer du
sein (Cho et al., 1991), le rétinoblastome (Kulkarni et al., 2009), la leucémie myéloide (Torres et al.,
2000), et le carcinome a cellules squameuses (Light et al., 1997). Le mécanisme aboutissant a cette

synergie reste a ce jour inconnu et mérite des études supplémentaires.

1.2.4.5.3. Rétinoides

L'association du calcitriol ou de ses analogues avec |'acide rétinoique favorise les activités
antiproliférative (Segaert et al., 1997), pro-apoptotique et pro-différenciative (Elstner et al., 1997) des
molécules ainsi que l'inhibition de I'angiogenése (Majewski et al., 1993). L’avantage d’une telle
combinaison a été observé in vivo chez un modéle murin de xénogreffe de cancer de la prostate (lkeda
et al., 2003). Cette synergie peut s’expliquer facilement puisque I’action génomique du calcitriol
requiert au préalable la dimérisation du VDR avec le récepteur alpha du rétinoide X (RXR), comme
décrit dans le paragraphe 1.2.2. (Bikle, 2014). Westin et al. ont démontré que la complexation du RXR
avec ses ligands modulait la structure de I’hétérodimeére VDR/RXR et favorisait sa liaison aux co-

activateurs de la transcription des genes cibles du calcitriol (Westin et al., 1998).
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1.2.4.5.4. Anti-oestrogeénes

Dans le cancer du sein, "association du calcitriol ou de ses analogues avec le tamoxifene
permet une augmentation de I'effet antiprolifératif du calcitriol ainsi que I'inhibition de la croissance
tumorale in vivo comme observé chez un modele murin de xénogreffe MCF-7 (Abe-Hashimoto et al.,

1993; Vink-van Wijngaarden et al., 1994).

1.2.4.5.5. Kétoconazole

L'association du calcitriol et du kétoconazole permet une augmentation des effets
antiprolifératif et pro-apoptotique du calcitriol (Muindi et al., 2010). L'intérét de cette combinaison
thérapeutique a également été démontré in vivo sur un modele murin de xénogreffe de cancer de la
prostate avec une réduction significativement plus importante de la croissance tumorale par rapport
au traitement a base de calcitriol uniquement (Muindi et al., 2010). Ceci peut s’expliquer par le fait
que le kétoconazole est un inhibiteur des enzymes du cytochrome P450 dont la 24-OHase, enzyme

catabolique du calcitriol, fait partie. Il permet donc de limiter la dégradation de I'actif.

Outre l'intérét thérapeutique d’une association entre le calcitriol et d’autres actifs anti-
cancéreux, des études menées sur les lignées cellulaires du cancer du sein (MCF-7) (Polar et al., 2003)
et de la prostate (LNCaP), toutes deux hormono-dépendantes, ont suggéré que I'administration de
calcitriol en paralléle d’une radiothérapie anti-cancéreuse pouvait potentialiser son efficacité (Dunlap

et al., 2003; Sundaram et al., 2003).

1.2.4.6. Etudes pré-cliniques et cliniques utilisant le calcitriol pour le traitement du cancer

L'activité anti-cancéreuse du calcitriol a fait I'objet de nombreuses études pré-cliniques sur
différents modeles tumoraux, et de plusieurs études cliniques chez des patients atteints de divers
cancers. Les études cliniques utilisant le calcitriol seul ou en association avec des actifs utilisés en
chimiothérapie ont été tres évolutives, principalement en terme de fréquence d’administration du

traitement.

1.2.4.6.1. Les formes pharmaceutiques de calcitriol commercialisées

Deux formes pharmaceutiques de calcitriol sont actuellement sur le marché :
- Rocaltrol® (Roche), forme pharmaceutique solide (capsules contenant 0,25 pg ou 0,50 pg de
calcitriol), adaptée pour la voie orale et dont la posologie dépend de la concentration sérique en

calcium du patient et de la maladie ciblée, variant ainsi de 0,25 a 1 ug par jour. Le Rocaltrol® est prescrit
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dans le cas de rachitismes et d'ostéomalacies, d’anomalies osseuses (ostéodystrophies, ...) et de
troubles de la calcification provoqués par un mauvais fonctionnement des glandes parathyroides.

- Calcijex® (Abott), forme pharmaceutique liquide (ampoules contenant une solution a 1 ug de
calcitriol), adaptée pour la voie injectable. Le Calcijex® est prescrit dans le cas d’hypocalcémies
principalement, mais aussi dans le cas de taux élevés en hormone parathyroide, via une injection 3 fois
par semaine ou par dialyse.

Malgré le fait que ces formulations n’aient pas été développées pour le traitement contre le
cancer, elles ont été employées dans les premiéres études cliniques visant a évaluer I'activité anti-
cancéreuse du calcitriol (Osborn et al., 1995; Gross et al., 1998; Beer et al., 2001; Fakih et al., 2007;
Muindi et al., 2009; Chadha et al., 2010; Ramnath et al., 2013).

[.2.4.6.2. Traitement continu vs traitement intermittent

Dans une étude clinique de phase Il menée par Osborn et al. sur des patients atteints de cancer
de la prostate hormono-résistant, I'administration de 0,5 a 1,5 ug de calcitriol (Rocaltrol®) par jour de
maniére continue, soit de 3,5 a 10,5 pg/semaine, a permis de diminuer chez 2 patients sur 14 les
concentrations en antigéne prostatique spécifique (PSA) de respectivement 25 et 45%, suggérant une
régression du cancer (Osborn et al.,, 1995). Cependant, 11 des patients ont présenté des
hypercalcémies liées au traitement. Plus tard, Gross et al. ont démontré que I'administration de
Rocaltrol® a des patients atteints de cancer de la prostate a des doses en calcitriol allant jusqu’a 2,5
pg/jour, soit 17,5 pg/semaine, était non pas associée a des hypercalcémies mais a des hypercalciuries
chez tous les patients (Gross et al., 1998). Compte tenu de ces effets secondaires limitant la dose
administrable de calcitriol, un régime intermittent a été proposé. Cependant, malgré le fait que ce
mode d’administration permette d’échelonner les doses en calcitriol administrées aux patients, les
formes commercialisées se sont rapidement montrées inadaptées pour assurer l'activité anti-
cancéreuse du calcitriol. En effet, Muindi et al. ont démontré que méme dans le cas d’une prise de 80
gélules per os de Rocaltrol® par jour 3 jours consécutifs par semaine, la fenétre thérapeutique n’était
pas atteinte (concentrations sériques en calcitriol > 1 nM) (Muindi et al., 2005). La méme équipe a
observé une absence de relation directe entre les doses en calcitriol administrées aux patients,
autrement dit entre I'exposition au calcitriol et les concentrations sériques atteintes. Ceci a été
confirmé par I’équipe de Beer et al. dans une étude menée chez des patients ayan tecu le traitement
1 fois par semaine durant 4 semaines (Beer et al., 2001). L’équipe de chercheurs a alors démontré
I’existence d’une saturation de I’absorption du calcitriol pour des prises en calcitriol supérieures a 0,48
ug/kg (Beer et al., 2001).

Sur la base de ces études, une nouvelle formule, toujours adaptée a la voie orale mais avec

une pharmacocinétique améliorée a été développée : DN-101 (Novacea Pharmaceutical).
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1.2.4.6.3. Développement d’une formulation a base de calcitriol adaptée au traitement contre le
cancer : DN-101

La formulation DN-101, développée dans le but d’améliorer la pharmacocinétique du calcitriol
apres une administration par voie orale, se présente sous forme de capsules, chacune composée de
15 ou 45 g de calcitriol, soit respectivement 30 et 90 fois plus de calcitriol que les capsules Rocaltrol®
n’en contiennent (Beer et al., 2007a). Pour des doses en calcitriol comprises entre 15 et 165 pug, la
formulation DN-101 présente une pharmacocinétique linéaire, comme démontré par Beer et al., avec
pour la concentration maximale administrée une Cmax de 6,21 ng/mL et une demi-vie de 16,2 heures
(Beer, 2005). Sur la base du développement d’hypercalcémies de grade 2 (concentrations sériques en
calcium de 11,6-12,5 mg/dL) chez deux patients sur six, bien que réversibles, cette méme équipe a
démontré que la dose maximum tolérable de calcitriol était de 60 pg par semaine (Beer, 2005). La
dose retenue pour la suite des études a donc été celle de 45 pg par semaine, permettant d’atteindre
la fenétre thérapeutique du calcitriol sans étre a I’origine d’hypercalcémies grace a son administration

intermittente (Figure 9).
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Figure 9 : Avantages du profil pharmacocinétique de la formule DN-101 (administration
intermittente, en bleu) par rapport a une administration journaliére (en rouge) de calcitriol

(Brawer, 2007)

Par la suite, deux études cliniques randomisées marquantes utilisant la formulation DN-101,
appelées « Androgen-Independent Prostate Cancer Study of Calcitriol Enhancing Taxotere » ou

« ASCENT » 1 et 2 ont notamment été réalisées (Beer et al., 2007b; Scher et al., 2011).
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1.2.4.6.3.1. ASCENT 1

L’étude clinique de phase Il nommée ASCENT 1, a été réalisée chez 250 patients atteints d’un
cancer de la prostate métastatique et progressif androgene-indépendant. Les patients ont été répartis
en deux groupes recevant un traitement hebdomadaire 3 semaines sur 4 : le groupe recevant le
calcitriol (45 pg/semaine) et le docétaxel (36 mg/m? par semaine), et le groupe recevant un placebo et
le docétaxel (36 mg/m?par semaine) (Beer et al., 2007b). Le critére d’évaluation principal de I'efficacité
du traitement dans cette étude était la fréquence de survenue d’une réduction de 50% du taux de PSA
dans les 6 mois suivant le traitement. La conjugaison du DN-101 avec le docétaxel n’a pas montré
d’amélioration du traitement par rapport au docétaxel seul en considérant le critere principal établi,
i.e. le taux de PSA. De plus, les patients ayant recu le traitement associant DN-101 et la docétaxel se
sont révélés plus sujets aux hypercalcémies (33%) par rapport au groupe placebo + docétaxel (8%) bien
gu’elles aient été réversibles. Cependant, le calcitriol semble dans cette étude avoir un impact
favorable sur la survie des patients puisque la survie médiane, estimée en utilisant le « hazard ratio »
largement utilisé en clinique, était de 24,5 mois dans le groupe DN-101 contre 16,4 mois dans le groupe
placebo. Le risque de décés a donc été réduit d’environ 1/3.

Ces résultats prometteurs ont donc fait I'objet de la poursuite de I'étude de I'intérét du DN-
101 en association avec le docétaxel avec l'initiation d’'une étude clinique de phase Ill : ASCENT-2

(Scher et al., 2011).

1.2.4.6.3.2. ASCENT 2
L’étude clinique de phase Il ASCENT 2 a été réalisée chez 953 patients présentant un cancer de la
prostate métastatique résistant a la castration (Scher et al., 2011). Comme pour I"étude ASCENT 1, les

patients ont été répartis en 2 groupes :

- Le groupe ASCENT, recevant de maniére hebdomadaire 3 semaines sur quatre 45 pg de DN-
101 + 36 mg/m? docétaxel + 24 mg dexaméthasone
- Le groupe contrdle, recevant de maniere hebdomadaire 3 semaines sur quatre le traitement
en vigueur du cancer de la prostate métastatique, a savoir 5 mg prednisone (2 fois par jour) +
75 mg/m? docétaxel + 24 mg dexaméthasone.
Sur la base de la premiere étude ayant démontré un impact positif de I'addition de DN-101 au
traitement vis-a-vis de la survie des patients, c’est ce critere qui a été défini comme étant le principal
indicateur de 'efficacité du traitement. Une analyse intermédiaire de I'état des patients a mis en
évidence un nombre de déces plus important dans le groupe recevant en plus le DN-101, menant a
I'interruption précoce de I'étude. Ainsi, la survie globale médiane dans le groupe ASCENT était de 17,8

mois contre 20,2 mois pour le groupe controle.
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Méme si ces résultats pourraient laisser a penser que le calcitriol ne potentialise pas |'effet du
docétaxel, cette étude présente des limites, rendant les résultats discutables. En effet, le groupe
contrdle a recu plus de deux fois plus de docétaxel que le groupe ASCENT du fait de I"évolution du
traitement entre cette étude et I'étude préalable ASCENT 1. De plus, la dexaméthasone et la
prednisone ont été ajoutées au traitement dans cette étude par rapport a I'étude ASCENT 1. Or, il est
bien connu que ces derniéres limitent les effets hypercalcémiques du calcitriol, permettant ainsi une
augmentation de sa dose maximale tolérable (Kennedy et al., 2013). Aussi, apres injection par voie IV
du calcitriol, la dexaméthasone augmente la dose maximale tolérable de calcitriol de 74 a 125 ug de
calcitriol par semaine (Muindi et al., 2009).

Bien que cette étude reste a ce jour la derniére grande étude clinique utilisant le calcitriol,

d’autres essais évaluant I'efficacité anti-tumorale du calcitriol ont été conduits.

.2.4.6.3.3. Autres études
Une étude clinique de phase Il a été conduite chez 21 patients atteints de cancer de la prostate
(récidive) afin d’évaluer I'efficacité de I'association de calcitriol (DN-101, 45 pg/semaine) avec un anti-
inflammatoire non stéroidien : le naproxéne (375 mg 2 fois/jour) (Srinivas et Feldman, 2009). Des
réponses modestes au traitement ont été enregistrées puisque chez 75% des patients, le temps de
doublement du taux de PSA a augmenté de plusieurs mois. De plus, aucun groupe témoin n’ayant été
établi, il est difficile de définir clairement I’avantage d’une telle combinaison thérapeutique par rapport
a un traitement contrdle (Srinivas et Feldman, 2009).
Shamseddine et al. ont mené une étude clinique de phase Il sur 30 patients atteints de cancer de la
prostate résistant a la castration (Shamseddine et al., 2013). Les patients ont recu durant 6 semaines
consécutives et sur un cycle de 8 semaines :
- 0,5 pg/kg par semaine de calcitriol en 4 prises en 4h, soit une prise par heure (voie orale, jour
1)
- 36 mg/m? par semaine de docétaxel (voie intraveineuse, jour 2)
- 4 mg d’acide zoledronique (voie intraveineuse, jour 2 des semaines 1 et 5 de chaque cycle de
traitement).
Des résultats encourageants ont été obtenus puisque pour prés de la moitié des patients, le taux de
PSA a diminué d’au moins 50% en un peu plus de 3 mois, et pour prés de 30% d’entre eux s’est stabilisé.
Cependant, les auteurs ont souligné une plus faible réponse au traitement testé par rapport a

I"utilisation du docétaxel seul (Shamseddine et al., 2013).
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1.2.4.7. Analogues du calcitriol

Le calcitriol, quelle que soit sa fréquence d’administration, entraine des hypercalcémies aux
doses requises pour assurer une action anti-cancéreuse. Cela limite donc les doses administrables et
en conséquence son efficacité. La synthése d’analogues du calcitriol, tout aussi efficaces mais avec un
effet hypercalcémique moindre a donc été entreprise. C'est ainsi que des milliers d’analogues du
calcitriol ont été synthétisés, dont certains testés in vitro et in vivo aussi bien dans des études pré-
cliniqgues que cliniques afin d’évaluer leur activité anti-cancéreuse (Trump, 2018). La Figure 10
regroupe les formules des analogues décrits dans ce paragraphe.

Le séocalcitol ou EB1089, est un des analogues prometteurs du calcitriol largement étudié. Des
études in vitro ont démontré que le séocalcitol pouvait étre jusqu’a 200 fois plus efficace que le
calcitriol en terme d’activité antiproliférative et pro-différenciative (Hansen et al., 2000). Outre son
efficacité, des études in vivo chez des rats ont démontré que le séocalcitol permettaient de réduire de
moitié les hypercalcémies en comparaison au calcitriol (Hansen et al., 2000). Une étude in vivo sur un
modele de tumeur mammaire chez le rat a d’ailleurs démontré qu’a des doses équivalentes (0,5 pg/Kg
par jour per os), le séocalcitol était plus efficace en terme de réduction de la progression tumorale, et
moins hypercalcémiant que le calcitriol (Colston et al., 1992). Son intérét thérapeutique a également
été mis en évidence dans le cas du cancer de la prostate, avec une activité antiproliférative et
cytotoxique in vitro sur la lignée cellulaire de cancer de la prostate hormono-dépendante LNCaP et une
réduction de la croissance tumorale in vivo sur un modéle murin de xénogreffe LNCaP (S. E. Blutt et al.,
2000). Par ailleurs, I'avantage du EB1089 en combinaison avec la radiothérapie a été mis en évidence
sur un modele murin de cancer du sein (xénogreffe MCF-7) (Sundaram et al., 2003). Sundaram et al.
ont ainsi démontré que cette association permettait une réduction tumorale significativement plus
importante que la radiothérapie seule, et que les volumes tumoraux étaient réduits de 50% avec cette
combinaison thérapeutique (Sundaram et al., 2003). Le séocalcitol a ainsi été testé dans le cadre
d’études cliniques. Une étude clinique de phase Il a été réalisée chez 56 patients atteints de carcinome
hépatocellulaire non-opérable (Dalhoff et al., 2003). Le séocalcitol a été administré de maniere
journaliére avec une dose initiale de 10 pg/jour augmentée toutes les deux semaines. L’administration
journaliere per os de 10 ug de séocalcitol a été bien tolérée par les patients bien qu’au-dela les patients
souffrissent d’hypercalcémies notamment. De plus, une activité modérée du séocalcitol a été mise en
évidence dans cette étude avec une stabilisation du carcinome hépatocellulaire en terme de taille et
de nombre de lésions (Dalhoff et al., 2003). Dans une autre étude clinique de phase Il, menée sur des
patients atteints de cancer pancréatique inopérable, le séocalcitol n’a démontré aucune activité anti-

tumorale (Evans et al., 2002).
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Un autre analogue du calcitriol, I'inécalcitol a démontré des effets antiprolifératif et pro-
apoptotique plus importants que le calcitriol aussi bien in vitro qu’in vivo sur différents types de
cancers incluant les cancers du sein et de la prostate. Pour cette raison, il a été testé en combinaison
avec des agents utilisés en chimiothérapie dans des études cliniques de phase | et Il. Ainsi, au cours
d’une étude clinique de phase |, I'inécalcitol (per os) a été administré en combinaison avec le docétaxel
(75 mg/m? toutes les trois semaines, par voie intraveineuse) et la prednisone (5 mg 2 fois par jour per
0s) a 54 patients atteints de cancer de la prostate résistant a la castration (Medioni et al., 2014). Bien
gu’une hypercalcémie réversible ait été notée suite a I'administration de la dose maximale
d’inécalcitiol (8 mg par jour, 2 fois supérieure a la dose maximum tolérable), cette étude s’est révélée
prometteuse puisqu’une diminution de la concentration en PSA, suggérant une régression du cancer,
a été notée dans les 3 mois suivant le traitement. Cependant, ces résultats restent modestes et
nécessiteraient de clarifier le réle propre a I'inécalcitol dans ces résultats ainsi que des parametres plus
généraux tels que la survie des patients apres traitement. Une étude clinique de phase Il est
actuellement en cours (Medioni et al., 2014). Deux études cliniques de phase Il utilisant I'inécalcitol en
combinaison avec I'imatinib (étude NCT02949570) ou avec la décitabine (étude NCT02802267) pour le

traitement de leucémie myéloide chronique sont actuellement en cours.

Séocalcitol Inécalcitol
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Figure 10. Formules de divers analogues du calcitriol (Duffy et al., 2017; Mathieu and Adorini, 2002)

Schwartz et al. ont évalué I'efficacité et la cytotoxicité d’un autre analogue du calcitriol : le

1,25-Dihydroxy-16-ene-23-yne-cholecalciferol (RO 24-2637) (Schwartz et al., 1995). Ils ont ainsi
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démontré que l'injection intrapéritonéale de cet analogue du calcitriol a un modéle murin de cancer
de la prostate (1,6 ug 1 jour sur 2) permettait de limiter la croissance tumorale sur une courte période
avec un volume tumoral inférieur de 15% par rapport au groupe non traité. Ills ont également conclu
que le traitement n’avait pas d’effet hypercalcémique, mais cette conclusion est critiquable compte
tenu de I’hypercalcémie causée par la tumeur, ainsi que par I'unique dosage de la calcémie pratiqué
(Schwartz et al., 1995).

Le BXL0124 (1,25-dihydroxy-20R-21(3-hydroxy-3-deuterome-thyl-4,4,4-trideuterobutyl)-23-
yne-26,27-hexafluoro-cholecalciferol), autre analogue du calcitriol, a été testé in vivo sur différents
modeéles animaux de cancer du sein. Chez un modéle murin d’adénocarcinome canalaire invasif,
Wahler et al. ont trouvé que le volume tumoral était réduit de 43% par rapport au groupe controle
apres 4 semaines de traitement (Wahler et al., 2014). Les chercheurs ont également démontré que le
BXL0214 réduisait la concentration en ARNm codant pour les métalloprotéinases matricielles, laissant
suggérer un rble anti-invasif de ce dernier (Wahler et al., 2014).

Un autre analogue du calcitriol, plus faiblement hypercalcémique que ce dernier, [(5Z,7E)-
(1S,3R)-1,3-dihydroxy-9,10-secochola-5,7,10(19)-trien-23-in-24-yl], aussi appelé EM1, a démontré une
activité antiproliférative in vitro sur différentes lignées cellulaires et une activité antimétastatique in
vivo sur un modeéle murin de cancer du sein (Ferronato et al., 2015).

Bien que certains des analogues du calcitriol synthétisés aient démontré des résultats
encourageants, aucun n’est pour le moment clairement supérieur au calcitriol en terme d’activité anti-

tumorale pour une toxicité équivalente.

1.2.5. Role dans le systéme immunitaire

Le calcitriol intervient a la fois dans I'immunité innée et acquise. En effet, il présente un réle
stimulateur de I'immunité innée puisqu’il tend a activer les cellules immunitaires, notamment les
monocytes et les macrophages. Par ailleurs, il module les réponses du systéeme immunitaire adaptatif
par le biais de différents mécanismes incluant une inhibition de la maturation des cellules dendritiques,
diminuant ainsi leur capacité a présenter les antigénes, une inhibition de I'activation et de la
prolifération des lymphocytes T via |la suppression de la production d’interleukines 6, 12, et 23 ; et une

inhibition de la différenciation des précurseurs des lymphocytes B (Etten et Mathieu, 2005).

1.2.5.1. Maladies infectieuses virales ou bactériennes

Des études épidémiologiques ont démontré le lien entre une carence en vitamine D et Ila
survenue de maladies infectieuses telles que la grippe, la dengue, le VIH, ou encore la tuberculose

(Aranow, 2011).
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Des travaux portant sur la tuberculose, causée par Mycobacterium tuberculosis ont en effet
démontré que le calcitriol stimulait I’activité antimicrobienne des macrophages, aussi bien de maniere
directe via leur activation, que de maniéere indirecte via la stimulation de la production d’un peptide
antimicrobien : la cathélicidine (Bruns et al., 2015). Ainsi, dans le cas d’une infection par
Mycobacterium tuberculosis par exemple, les toll like receptors (TLRs) sont activés, augmentant
I’expression de 1a-OHase ainsi que de VDR. Le calcitriol est donc synthétisé a partir de la vitamine D
circulante, et est a I'origine d’une cascade de réactions qui sont :

- Inhibition de la différenciation des monocytes en cellules dendritiques,

- Stimulation de la différenciation des monocytes en macrophages (Baeke et al., 2010),

- Stimulation de la production de cathélicidine par les macrophages par le biais de sa liaison au VDR,

- Elimination de la mycobactérie par la cathélicidine.

Cette implication dans la défense de I'organisme contre l'infection causée par Mycobacterium
tuberculosis témoigne de I'action du calcitriol dans la réponse immunitaire innée. Par ailleurs, le
calcitriol stimule I'autophagie des macrophages infectés par Mycobacterium tuberculosis via la fusion
des phagosomes et lysosomes (Bruns et Stenger, 2014; Selvaraj et al., 2015).

Le calcitriol est aussi intéressant dans le cas du traitement contre le virus de la Dengue, qui est
associé a une surproduction de cytokines pro-inflammatoires et dont la progression se fait par le biais
de I'attachement du virus aux récepteurs au mannose présents a la surface des macrophages,
permettant sa réplication (Arboleda Alzate et al., 2017). En plus des actions communes a celles induites
lors d’une infection par Mycobacterium tuberculosis (différenciation des monocytes en macrophages,
augmentation du nombre de VDR et de production de 1a-OHase), Alzate et al. ont démontré in vitro
que le calcitriol induisait dans ce cas la production de macrophages exprimant peu de récepteurs au

mannose a leur surface, limitant la progression du virus de la Dengue.

1.2.5.2. Maladies auto-immunes

La carence en calcitriol est également a I'origine de maladies auto-immunes telles que la
sclérose en plaques, I'arthrite rhumatoide, le diabéete, la maladie de Crohn, le psoriasis ou encore
I’athérosclérose (Aranow, 2011). Cette derniere est une maladie inflammatoire chronique des artéres
qui se caractérise par la formation d’une plaque athéroscléreuse pouvant mener a I’obstruction ou a
la rupture des vaisseaux sanguins dans les cas extrémes. Dans ce cas, |'interaction entre le calcitriol et
les macrophages permettrait une inhibition de la progression de la plaque athéroscléreuse (Riek et al.,
2013). L'équipe de Riek et al. ont ainsi observé que le calcitriol stimulait la différenciation des
monocytes en macrophages immunostimulants, et limitait la conversion des macrophages en cellules

spumeuses, partie intégrante de la plaque athéroscléreuse. Cette action, renforcée par I'inhibition de
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différents récepteurs scavengers (CD36 et SRA-1) par le calcitriol, s’oppose au développement de la

maladie (Riek et al., 2013).

1.2.5.3. Cancer

Le site tumoral est une zone d’inflammation chronique, et il est aujourd’hui admis que cette
inflammation a un role clé dans l'initiation de la tumorigenese (Bhatelia et al., 2014; Fernandes et al.,
2015; Mantovani et al., 2008). Par ailleurs, de multiples études épidémiologiques font état d’une
association entre les maladies auto-immunes et le cancer, avec en particulier un risque accru de cancer
chez les personnes atteintes de maladies auto-immunes (Giat et al., 2017). Les activités anti-
inflammatoires du calcitriol font partie intégrante de son activité anti-cancéreuse, comme démontré
pour les cancers du sein MCF-7, et de la prostate (LNCaP, PC-3, DU145). Il agit en tant que tel par le

biais de différents mécanismes.

1.2.5.3.1. Prostaglandines

Les prostaglandines, produites aprés action enzymatique de la cyclooxygénase-2 (COX-2),
participent a la progression tumorale de par leur activité pro-inflammatoire. Il a été observé in vitro
sur des lignées cellulaires de cancer du sein hormono-dépendant et de cancer de la prostate que le
calcitriol inhibait I'expression de COX-2 (Moreno et al., 2005; Yuan et al., 2012). D’autres études ont
par ailleurs démontré que le calcitriol induisait la stimulation de I'expression de la 15-
hydroxyprostaglandine déshydrogénase (15-PGDH) qui dégrade les prostaglandines et entraine une

sous-expression de leurs récepteurs (Feldman et al., 2014; Krishnan et Feldman, 2011).

1.2.5.3.2. Voies de signalisation des MAP (Mitogen-Activated Protein) kinases p38

Les voies de signalisation des MAP kinases p38 sont responsables de la production de cytokines
pro-inflammatoires telles que l'interleukine 6 (IL-6) aussi bien dans les cellules saines de la prostate
que dans les cellules de cancer de la prostate (Nonn et al., 2006). Ainsi, une corrélation positive entre le
taux sérique en IL-6 et le développement tumoral ainsi que la formation de métastases a notamment
été mise en évidence dans les cas du cancer du sein (Hussein et al., 2004), du cancer de la prostate
(Culig et Puhr, 2018), et du cancer colorectal (Chung et Chang, 2003). Le calcitriol a un réle central sur
ces voies de signalisation puisqu’il est capable d’induire I'expression de la MAP kinase phosphatase 5,
empéchant ainsi I’activation des MAP kinases 38, et donc la production d’IL-6, témoignant de son réle

anti-inflammatoire dans le cancer (Nonn et al., 2006).
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1.2.5.3.3. Voie de signalisation NF-kB (nuclear factor kappa B)

Le calcitriol inhibe la voie de signalisation NF-kB, famille de facteurs de transcription de
protéines régulant de nombreux génes, notamment ceux impliqués dans la réponse immunitaire innée
ainsi que dans I'inflammation (Bao, 2006; Lundqvist et al., 2014). Cette voie de signalisation, plus active
dans les cellules cancéreuses, joue un role clé dans le développement tumoral en potentialisant
notamment la transcription de génes anti-apoptotiques (Bcl2), la production de cytokines pro-
inflammatoires (IL-8), et la production du facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF),
responsable de la vascularisation tumorale aussi appelée angiogenese (Krishnan et Feldman, 2011). La
voie de signalisation NF-kB potentialise aussi la production d’enzymes protéolytiques de la famille des
métalloprotéinases matricielles (MMP), notamment MMP-9 connue pour étre associée aux cancers
du sein métastatiques en participant notamment au remodelage de la matrice extracellulaire, a
I'origine de la formation de métastases (Mehner et al., 2014). L'inhibition de la voie de signalisation
NF-kB par le calcitriol résulte aussi de I'augmentation de I'expression de I'lkB dans les cellules

mononucléaires sanguines périphériques ainsi que dans les macrophages (Cohen-Lahav et al., 2006).

1.2.5.3.4. Interaction entre les cellules immunitaires et cancéreuses

Les tumeurs sont infiltrées par des cellules immunitaires (macrophages, cellules dendritiques,
lymphocytes B et T) dont I'action est plutot délétere vis-a-vis de I'organisme puisqu’elles tendent a
promouvoir la croissance tumorale (Sica et al., 2008). Le calcitriol possede des effets
immunomodulateurs envers ces cellules qui font partie intégrante de son activité anti-cancéreuse.
Elles sont majoritairement représentées par les macrophages, alors appelés macrophages associés aux
tumeurs, ou « TAMs » qui font I'objet du 2™ chapitre du manuscrit. Outre ses actions pro-
différenciatives vis-a-vis des monocytes, le calcitriol possede un role activateur de I'activité de
phagocytose des macrophages pouvant participer a la destruction des cellules cancéreuses
(Chakraborti, 2011). Par ailleurs, il stimule la production de cathélicidine par ces derniers, qui s’est
avérée cytotoxique vis-a-vis d’'un modele de lymphome a larges cellules B (Raji) au cours d’une étude
in vitro (Bruns et al., 2015). En effet, Bruns et al. ont démontré par le biais de co-cultures que les
macrophages pro-inflammatoires exercaient une action cytotoxique envers les cellules Raji par le biais
de la sécrétion de cathélicidine, mais que cette action était limitée pour les macrophages présentant
un phénotype anti-inflammatoire. Compte tenu de la faible capacité des macrophages anti-
inflammatoires a synthétiser du calcitriol a partir du calcidiol, les auteurs ont émis I’hypothése que
cette sécrétion était dépendante de la vitamine D. Cela a été vérifié en supplémentant le sérum dans
lequel les macrophages étaient cultivés avec une concentration faible (< 40 nM) ou importante (= 100

nM) en calcitriol, aboutissant a une cytotoxicité positivement corrélée a la concentration en actif
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(Figure 11) (Bruns et al., 2015). Ces résultats sont trés prometteurs quant a I'utilisation de calcitriol

dans le cadre de I'immunothérapie anti-tumorale.
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Figure 11. Activité cytotoxique de la cathélicidine envers la lignée cellulaire de lymphome a larges
cellules B (Raji) in vitro en fonction de la concentration sérique en calcidiol. (a) les macrophages
immuno-stimulants (M1) ou immuno-suppresseurs (M2) ont été cultivés en présence de sérum
supplémenté avec une faible concentration en calcitriol (< 40 nM, « deficient ») ou une forte
concentration en calcidiol (=100 nM, “sufficient”) pendant 6 jours. L’expression de I’ARNm de la
cathélicidine a été déterminé par PCR quantitative (n=4). (b) Les macrophages M2 ont été incubés 2
jours avec du calcitriol puis co-cultivés avec les cellules Raji (ratio 5:1, 48 heures). La viabilité des
cellules Raji a été determinée par un double marquade annexine-V/7-AAD par cytométrie en flux. La
figure représente le pourcentage de cellules Raji mortes (7-AAD+) par rapport aux cellules non
exposées (n=10). Les macrophages M1 ont été utilisés comme contréle positif et le milieu de culture

cellulaire comme contrdle négatif (Bruns et al., 2015).

Par ailleurs, un modele de co-culture de cellules mononucléées sanguines périphériques et de
cellules de cancer du cblon a permis de démontrer le role inhibiteur du calcitriol vis-a-vis de la
production de cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IL-6, ainsi que d’IL-10 mais dans une moindre
mesure, confirmant le réle anti-inflammatoire du calcitriol dans le cadre du cancer (Bessler et Djaldetti,

2012).
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I.3. Encapsulation de la vitamine D

Les différents métabolites de la vitamine D ont été encapsulés dans des nanosystémes variés
(liposomes, micelles, nanoparticules protéiques ou polymeres) pour une application principalement
dans le domaine agroalimentaire avec pour objectif d’améliorer leur stabilité dans le cadre de
I’enrichissement des produits en vitamine D, mais aussi dans le domaine pharmaceutique avec pour
objectifs principaux d’améliorer sa biodisponibilité et d’ainsi potentialiser son activité, ou encore
d’exploiter les capacités ciblantes de tels vecteurs. Il est important de souligner que dans le domaine
pharmaceutique, le cholécalciférol est souvent choisi comme molécule modele du calcitriol lors
d’études de formulation car il est moins onéreux que ce dernier. |l peut cependant aussi étre employé

pour cibler des cellules capables de le convertir en calcitriol.

1.3.1. Application dans le domaine pharmaceutique

Sun et al. ont développé des nanoparticules a base de dérivés d’alginate pour encapsuler le
cholécalciferol pour le traitement de maladies osseuses telles que le rachitisme (Sun et al., 2012). La
pharmacocinétique des nanoparticules a été évaluée in vivo sur un modele murin et a démontré une
amélioration importante de la biodisponibilité du cholécalciferol aprés encapsulation. Par ailleurs, des
études histologiques de I'intégrité de fémurs de rats atteints de rachitisme par microscopie confocale
ont démontré une meilleure efficacité des nanoparticules encapsulant le cholécalciférol par rapport a
sa forme libre (Sun et al., 2012).

Egalement dans le cadre de I'activité de la vitamine D sur le métabolisme osseux, Ignjatovic et
al. ont encapsulé le cholécalciférol dans des nanoparticules biocompatibles composées
d’hydroxyapathite de polymére (PLGA) mesurant environ 100 nm. Bien que les résultats obtenus in
vitro sur des ostéoblastes aient été peu convaincants, les auteurs ont poursuivi leur étude in vivo et
ont ainsi démontré I'intérét de tels vecteurs pour 'activité du cholécalciférol notamment en terme de
régénération osseuse (lgnjatovic et al., 2013).

Nguyen et al. ont encapsulé du calcitriol dans des microsphéres polymeres biocompatibles et
semi-biodégradables de poly(vinyl neodecanoate-crosslinked-ethyleneglycol dimethacrylate) (35 um).
Ces microspheres ont été développées pour étre injectées localement au niveau hépatique pour une
application en chimiothérapie contre le cancer du foie. Elles ont démontré une libération prolongée
avec seulement 1% de calcitriol libéré aprés 40 jours, le but étant d’obtenir une libération du calcitriol
sur plusieurs mois (Nguyen et al., 2007).

Dans le cadre d’une application en chimiothérapie anti-tumorale, Almouazen et al. ont
développé des nanocapsules polymeres biodégradables a base de PLA et de triglycérides

(caprylic/capric/succinic TG) pour I'encapsulation du calcitriol (Almouazen et al., 2013). Ils ont réalisé
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une étude de formulation en utilisant le cholécalciférol comme molécule modeéle du calcitriol
permettant d’établir un ratio polymere:huile optimal de 1:4. L’équipe de chercheurs a ainsi encapsulé
le calcitriol dans des nanocapsules monodisperses d’environ 200 nm avec une efficacité
d’encapsulation de I'actif de 88 + 1%. L’activité antiproliférative du systéeme a été démontrée in vitro
sur des cellules d’adénocarcinome mammaire humain MCF-7 par le biais d’un test MTT avec des
concentrations en calcitriol testées supérieures a 107 M sur 10 jours. Toutefois, aucune différence
significative n’a été mise en évidence entre la forme libre et la forme encapsulée du calcitriol excepté
apres 10 jours pour la concentration maximale testée. Les auteurs ont démontré de maniere
qualitative la capacité des nanocapsules développées a étre internalisées pendant 10 jours par les
MCF-7 en encapsulant une molécule fluorescente dans les nanocapsules : le rouge nile (Almouazen et
al., 2013).

De maniére similaire, deux ans plus tard, une autre équipe a développé des nanosphéres
polyméres (PLGA) biodégradables pour I’encapsulation du calcitriol et pour son application en
chimiothérapie anti-tumorale. Les nanosphéres ainsi obtenues présentaient une taille moyenne de 186
+ 3 nm, étaient chargées négativement, et présentaient une efficacité d’encapsulation moyenne de 57
+ 8%. La libération du calcitriol a été évaluée dans du PBS et a montré 46% de libération apres 24
heures, avec I'atteinte d’un équilibre a 96 heures, démontrant ainsi une libération de 80% au bout de
7 jours. Les auteurs se sont ensuite concentrés sur la forme encapsulée du calcitriol et ont ainsi évalué
son activité anti-cancéreuse in vitro sur trois lignées cellulaires cancéreuses: deux lignées
pancréatiques (52-013 et hTERT-HPNE) et une de poumon (A549). L'internalisation cellulaire des
nanosphéres a d’abord été démontrée, uniquement sur la lignée A549 en utilisant des nanoparticules
marquées a la coumarine, avec une persistance de l'internalisation pendant 72 heures (Ramalho et al.,
2015). Sur cette méme lignée, le calcitriol encapsulé a démontré une réduction plus importante du
nombre de cellules que la forme libre 3 une méme concentration avec par exemple pour une
exposition a 3,2 uM de calcitriol libre ou encapsulé respectivement, 45 et 20% d’inhibition de la
prolifération cellulaire au bout de 72 heures (Ramalho et al., 2015).

De maniére similaire a Schaefer et al. (2013) (paragraphe 1.1.3.), Bonor et al. ont conjugué le
calcitriol a des quantum dots biocompatibles (17 nm) adaptés pour I'imagerie efficaces pour évaluer
sa biodistribution, élucider ses voies d’internalisation cellulaires ainsi que les mécanismes mis en jeu

dans son action aussi bien in vitro qu’in vivo (Bonor et al., 2012).

53



1.3.2. Application dans le domaine agro-alimentaire

Le cholécalciférol a été encapsulé dans des micelles de caséine d’environ 100 nm pour une
application dans le domaine agro-alimentaire, ce qui a permis d’augmenter sa stabilité durant au moins
28 jours (Haham et al., 2012).

Toujours dans le but d’améliorer la stabilité du cholécalciférol dans le cadre de la production
de fromages riches en vitamine D, Banville et al. ont encapsulé l'actif dans des liposomes
multilamellaires. Les auteurs ont ainsi observé une meilleure stabilité du cholécalciferol aprés
encapsulation avec 20% d’actif supplémentaire retrouvé apres 7 mois (Banville et al., 2000).

Abbasi et al. ont amélioré la stabilité du cholécalciférol apres 7 jours en I’encapsulant dans des
nanoparticules protéiques (isolat de protéines de lactosérum) (Abbasi et al., 2014).

Par ailleurs, le cholécalciférol a été encapsulé avec succes dans des nanoparticules protéiques
composées de zéine coatées avec du carboxyméthyle chitosan (Luo et al., 2012). Luo et al. ont ainsi
démontré que les nanoparticules permettaient d’augmenter la stabilité chimique de I’actif. Par ailleurs,
les auteurs ont démontré que les nanoparticules développées permettaient une libération controlée
du cholécalciférol dans un milieu simulant le fluide gastro-intestinal. Ainsi, Luo et al. ont observé une
libération de I'actif de seulement 25% aprés 6,5 heures contre pres de 100% pour le cholécalciférol
libre, permettant une amélioration de sa biodisponibilité aprées administration par voie orale.

De la méme maniere, des nanoparticules d’alginates encapsulant le cholécalciférol de taille
comprise entre 305 £ 6 nm et 559 + 10 nm et libérant de maniere stable 50% de I’actif apres 2h dans
un modele de fluide gastrointestinal ont été développées (Li et al., 2011).

Guttoff et al. ont quant a eux développé des émulsions formées de nanoparticules encapsulant
du cholécalciférol et mesurant de 100 nm a 1,5 um pour une application dans le domaine
agroalimentaire. L'équipe a démontré I'impact de paramétres de formulation incluant la nature du
tensioactif employé ainsi que sa concentration, et la vitesse d’agitation magnétique sur les
caractéristiques physicochimiques de nanoémulsions (Guttoff et al., 2015).

Des études de formulation visant a évaluer la possibilité d’encapsuler le cholécalciférol dans
d’autres types de vecteurs pour améliorer sa stabilité ont par ailleurs été menées. Mohammadi et al.
ont encapsulé du cholécalciferol (93%) dans des liposomes de taille inférieure a 100 nm et chargés
négativement pour la fortification de boissons en vitamine D3 (Mohammadi, Maryam et al., 2014).

Dans le but d’enrichir le lait et la margarine en vitamine D, des nanoparticules solides lipidiques
ont été développées pour encapsuler un autre métabolite de la vitamine D, I’ergocalciférol (vitamine
D,). Les nanoparticules ainsi obtenues mesuraient environ 65 nm et encapsulaient jusqu’a 20 % d’actif

(Patel et San Martin-Gonzalez, 2012).
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I.4. Conclusion

La vitamine D, et plus particulierement son métabolite actif, le calcitriol, présente un intérét
thérapeutique dans de nombreuses pathologies telles que |'ostéoporose ou le rachitisme, les
infections virales, ou encore le cancer. Les effets anti-cancéreux remarquables du calcitriol sont
cependant limités par ses effets secondaires, principalement [’hypercalcémie. Malgré le
développement d’une formulation permettant I'atteinte de la fenétre thérapeutique du calcitriol sans
causer d’hypercalcémie grace a son administration intermittente, les résultats cliniques restent faibles.
Ceci peut s’expliquer par la faible période durant laquelle la concentration sanguine en calcitriol pour
gu’il soit efficace (>1 nM) est atteinte. La vectorisation du calcitriol est une approche thérapeutique
intéressante en thérapie anti-cancéreuse permettant de potentialiser son activité tout en évitant ses
effets secondaires par le biais d’un ciblage tumoral. Bien que plusieurs systémes de vectorisation du
calcitriol aient été développés, leur intérét en chimiothérapie anti-cancéreuse n’a que faiblement été
démontré. Il est donc nécessaire d’exploiter ardemment cette stratégie. Par ailleurs, compte tenu de
son activité vis-a-vis des macrophages et de leur implication dans le développement tumoral, I'intérét
de sa vectorisation serait double, permettant un ciblage simultané des cellules néoplasiques et des

macrophages.
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Chapitre Il : Potentiel thérapeutique des
macrophages

C’est au 19°™ siécle que les macrophages furent pour premiére fois décrits (Linehan et
Fitzgerald, 2015). Leur nom est associé a leur réle puisque le terme macrophage vient du grec macro,
signifiant « gros » et phage, signifiant « mangeur ». Depuis, leur implication dans de nombreuses
pathologies incluant des infections bactériennes (tuberculose), virales (VIH), ou parasitaires
(Leishmaniose) ; des maladies auto-immunes (sclérose en plaques, arthrite rhumatoide) ; ou encore le
cancer, a été identifiée. lls font donc I'objet de nombreux travaux visant a diminuer leur nombre, a
modifier leur phénotype, ou encore a les utiliser en tant que vecteurs d’agents thérapeutiques. La
stratégie majeure de ciblage des macrophages repose sur I'utilisation de nanovecteurs encapsulant
des principes actifs, exploitant le réle de phagocytose des macrophages. En effet, les macrophages
peuvent internaliser des nanoparticules chargées d’actif (Gustafson et al., 2015; Binnemars-Postma et
al., 2017). Plusieurs travaux ont d’ailleurs suggéré une implication des macrophages a I'activité des
actifs encapsulés. En particulier, Miller et al. ont démontré in vivo que la réduction du nombre de
macrophages associés aux tumeurs réduisait I'accumulation de nanoparticules et I'efficacité de I'actif
encapsulé TAM (Miller et al., 2015). La surface des nanoparticules peut étre modifiée pour améliorer
I’efficacité du ciblage des sous-populations des macrophages concernés aprés administration IV et
limiter la toxicité de tels vecteurs suite a leur accumulation dans les organes du systeme réticulo-
endothélial (foie, rate, moelle osseuse, ganglions lymphatiques), riches en macrophages.
L’amélioration de I'efficacité du ciblage induite par la fonctionnalisation de surface des nanovecteurs
permet également la délivrance locale d’une dose adéquate en actif d’intérét.

Les mécanismes régissant les interactions entre les nanoparticules et les macrophages seront
explicités dans ce chapitre. Les stratégies thérapeutiques exploitant les macrophages seront
également abordées. Enfin, des exemples de vecteurs ayant démontré un intérét vis-a-vis du ciblage

des macrophages ainsi que leur application thérapeutique seront présentés.

II.1. Réle biologique des macrophages

Les macrophages sont des cellules du systeme immunitaire existant aussi bien de maniere
permanente, en tant que macrophages résidents (cellules de Kupffer dans le foie, macrophages
alvéolaires dans les poumons, ostéoclastes dans le tissu osseux,...), qu’en réponse a un stimuli ou leurs

précurseurs, les monocytes, sont alors recrutés localement au niveau du tissu enflammé et différenciés

67



en macrophages. lls jouent un role dans I'immunité innée et dans I'immunité acquise (Classen et al.,
2009). Le recrutement local des macrophages a bien été décrit dans le cadre du cancer et est
principalement dépendant de la chimiokine « C-C chemokine ligand 2 » (CCL2), aussi appelée protéine
chimiotactique monocytaire-1 (MCP-1), ainsi que du facteur de stimulation des colonies de
granulocytes-macrophages (GM-CSF en anglais, Mantovani et Locati, 2013). En effet, le GM-CSF est
I'acteur principal de la maturation des monocytes, et de la prolifération et de la survie des
macrophages. Ces derniers sont dotés de diverses fonctions :

- Phagocytose des organismes pathogenes et des cellules infectées, en apoptose, ou en nécrose.

- Présentation des antigenes en association avec le complexe majeur d’histocompatibilité,
aboutissant a I'activation des lymphocytes T et des cellules « Natural Killer » (NK) qui vont
participer a la défense de I'organisme.

- Participation a la réponse inflammatoire. Les macrophages interviennent a la fois lors de la
premiére étape de la réaction inflammatoire en tant qu’immunostimulants et a la fin de
I'inflammation pour assurer la cicatrisation des tissus concernés (Martinez et Gordon, 2014;
Murray et Wynn, 2011). Les macrophages agissent par le biais de la production de divers
facteurs. Par exemple, 'activité immunostumulante des macrophages est associée a une
production de cytokines telles que le facteur de nécrose tumorale (tumor necrosis factor en
anglais, ou TNF), ainsi que diverses interleukines (IL-1, IL-6, IL-8, et IL-12) (Arango Duque et
Descoteaux, 2014).

Outre ces actions, les macrophages peuvent paradoxalement contribuer au développement de
certaines pathologies, développées dans le paragraphe 11.2. En effet, leur r6le est contrélé par leur
phénotype. Or, il existe une diversité phénotypique importante, et les macrophages ont un
comportement dit « plastique ». En effet, ils ont la capacité d’acquérir un phénotype spécifique puis
de changer de phénotype en fonction des stimulus locaux (cytokines, chimiokines et facteurs de

croissance, Cui et al., 2016).

I1.2. Diversité phénotypique des macrophages

Sous l'influence de stimulus endogénes, les monocytes et macrophages circulants sont
recrutés localement. Les monocytes sont alors différenciés en macrophages qui sont par la suite
activés. Par ailleurs, le travail réalisé par De Palma et al. a démontré I'impact du phénotype des
monocytes circulants sur le réle des macrophages apres différenciation (De Palma et al., 2005).
Récemment, des progrés ont été faits au niveau de la compréhension des mécanismes moléculaires
régissant |'activation des macrophages. Celle-ci se fait en plusieurs étapes dont la premiére est

I'activation de facteurs de transcription, les protéines cytoplasmiques latentes STAT (Signal
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Transducers and Activators of Transcription), suite a l'interaction des interleukines, chimiokines,
interférons et autres stimulus endogenes sécrétés localement avec leurs récepteurs membranaires
(Mantovani et Locati, 2013). Les protéines STAT agissent en synergie avec d’autres facteurs de
transcription, et sont impliqués dans I'expression des genes régissant le phénotype des macrophages.
De nombreux phénotypes ont été ainsi identifiés aussi bien chez ’'THomme que dans les modéles murins
en fonction des marqueurs exprimés a la surface des macrophages et du type de facteurs sécrétés
régissant leur activité. Les macrophages produisent en effet des chimiokines, cytokines et autres
molécules effectrices en partie responsables du maintien de leur phénotype et de leur multiplication.
Ainsi, il existe un continuum d’états fonctionnels des macrophages dont les phénotypes
immunostimulants (macrophages M1) et immunosuppresseurs (macrophages M2) sont les
représentants extrémes (Mantovani et Locati, 2013).

Les macrophages acquerraient un phénotype M1 apres exposition a l'interféron IFN-y, au
lipopolysaccharide LPS et/ou a certaines cytokines (tumor necrosis factor-a (TNF-a) et granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor). Les macrophages M1 sont a I'origine de la production de
cytokines pro-inflammatoires, notamment les interleukines IL-18, IL 12, IL 15, IL18, IL-23, MCP-1, le
facteur TNF-a, I'interféron IFN-y, des dérivés réactifs de I’oxygéne (ROS), ainsi que de la COX-2. Les M1,
par le biais de la production de I'interféron IFN-y, induisent la polarisation Thl des lymphocytes T.
Cette cascade de réactions fait des M1 des acteurs clé dans I’élimination de pathogénes, ainsi que dans
la réponse anti-tumorale (Noy et Pollard, 2014). Cependant, les M1 sont a I'origine d’une destruction
tissulaire et s’opposent a la régénération tissulaire ainsi qu’au phénomene de cicatrisation. L’état
d’inflammation chronique maintenu par les M1 est contrebalancé par des mécanismes régulateurs
aboutissant a une réponse anti-inflammatoire faisant intervenir les macrophages M2.

La différenciation en macrophages M2, anti-inflammatoires, serait quant a elle induite par les
interleukines de type « Th2 » : IL-4 et IL-13 aprés activation des STAT6. Les macrophages M2 sont dotés
d’une capacité de phagocytose importante permettant I’élimination de cellules apoptotiques et de
débris cellulaires, et favorisent les phénomeénes de réparation tissulaire et de cicatrisation par le biais
d’actions pro-angiogénes et pro-fibrotiques (Noy et Pollard, 2014). Dans certaines études, les
macrophages dont la fonction est dédiée a la cicatrisation sont différenciés des macrophages M2 et
sont appelés « wound healing macrophages » (Mosser et Edwards, 2008). De maniere générale, les
M2 produisent ainsi les interleukines IL-8, IL-10, le tumor growth factor TGF-B, la molécule pro-
angiogene VEGF (vascular endothelial growth factor en anglais), notamment responsable de la
vascularisation tumorale, la métalloprotéase matricielle MMP-9 responsable du remodelage de la
matrice extracellulaire et impliquée dans I'angiogenése. lls sont, par opposition aux M1, responsables
de la polarisation Th2 des lymphocytes T (Noy et Pollard, 2014). Les lymphocytes Th2 soutiennent la

différenciation des lymphocytes B pour la production d’anticorps et produisent ainsi divers facteurs
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incluant les interleukines IL-4, et IL-10, maintenant le recrutement des monocytes et leur
différenciation en macrophages M2 immunosuppresseurs (Cui et al., 2016).

Les stimulus a l'origine de I'activation des macrophages sont produits par les cellules du
systeme immunitaire inné (cellules dendritiques, Natural Killer, granulocytes) ou du systéme
immunitaire adaptatif (Lymphocytes T auxiliaires et régulateurs) ainsi que par d’autres facteurs (Figure

12) (Mosser et Edwards, 2008).
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Figure 12. Polarisation des macrophages en réponse a la sécrétion de cytokines par les cellules

immunitaires ou a d’autres facteurs (Mosser et al., 2008)
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Par ailleurs, le phénotype des macrophages dépend de leur localisation tissulaire (Gordon et
al., 2014). lls sont également propres a chaque pathologie. Par exemple, 'arthrite rhumatoide se
caractérise par la présence de macrophages M1 (Szekanecz et Koch, 2007), linfection par
Mycobacterium tuberculosis se caractérise par la présence de macrophages M2 (El Kasmi et al., 2008)
et 'asthme par la présence de macrophages « wound healing » (Girodet et al., 2016). Dans le cancer,
les macrophages M1 et M2 sont simultanément présents, dépendamment de |'étape de la maladie et
de leur localisation au sein de la tumeur (Zhang et al., 2014).

Plusieurs études ont démontré la capacité des macrophages a changer de phénotype : c’est la
plasticité phénotypique (Moghaddam et al., 2018). Cette propriété est particulierement intéressante
dans le cadre du traitement des pathologies impliquant les macrophages puisqu’elle autorise une

modulation de leurs fonctions, permettant une action thérapeutique sur long terme.

I1.3. Nanoparticules et macrophages

Les macrophages étant reconnus pour leur capacité de phagocytose, les nano- et micro-
particules ont fait I'objet d’un intérét croissant pour le ciblage ou I'évitement de sous-populations de
macrophages. De nombreuses études ont ainsi porté sur les mécanismes d’internalisation des
particules ainsi que sur I'impact des propriétés physicochimiques de tels vecteurs, incluant leur taille,
leur forme ou encore leurs propriétés de surface, sur leur internalisation et leur persistance au sein
des macrophages. Elles feront I'objet des paragraphes I1.3.1. et 11.3.2. D’autres études ont porté sur
I’évaluation de l'intérét thérapeutique des vecteurs encapsulant des principes actifs dans le cas des

pathologies pour lesquelles les macrophages jouent un réle central (paragraphe I1.4.).

11.3.1. Mécanismes d’internalisation

Lorsque les nanoparticules sont injectées par voie intraveineuse, elles sont rapidement
éliminées de la circulation sanguine par les macrophages du systeme réticulo-endothélial,
principalement par les macrophages du foie et de la rate qui les reconnaissent comme corps étrangers
(Moghimi et al., 2012). De nombreuses études ont été entreprises pour identifier les mécanismes
d’internalisation des nanoparticules par les macrophages. Deux voies d’internalisation ont ainsi été
identifiées : la phagocytose, voie majoritaire d’internalisation cellulaire des NPs, ainsi que le

pinocytose (Figure 13) (Gustafson et al., 2015; Mayor et Pagano, 2007).
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Figure 13 : Schématisation des différentes voies d’internalisation cellulaire des nanoparticules,

d’aprés Mayor et Pagano, 2007

I1.3.1.1. Phagocytose

La phagocytose est le mécanisme principal d’internalisation des NPs. C’'est un mécanisme mis
en place par les cellules du systeme immunitaire, y compris les macrophages, qui est constitué de 4
étapes : reconnaissance des NPs par les macrophages, adhésion des NPs a la surface des macrophages,
ingestion et dégradation des NPs par les macrophages.

Ainsi, il a été démontré in vivo que la reconnaissance de tels systemes par le systéme réticulo-
endothélial requiérait au préalable I'adsorption de protéines sériques, les opsonines, a leur surface
(Jenkin et Rowley, 1961). Les opsonines sont majoritairement représentées par les protéines du
complément C3, C4 et C5 ainsi que les immunoglobulines, mais également par d’autre protéines
sériques telles que la laminine, la fibronectine, la protéine C-réactive ou encore le collagene de type |
(Owensiii et Peppas, 2006). Cette étape, aussi appelée opsonisation, est un processus rapide pouvant
se faire en seulement quelques secondes (Owensiii et Peppas, 2006). La rencontre des opsonines avec
les nanoparticules aprés injection IV se fait par le biais des mouvements Browniens qu’elles subissent.
Ce sont ensuite diverses forces attractives telles que les forces de van der Walls, électrostatiques,
ioniques ou encore hydrophobes/hydrophiles qui permettent I’adsorption des opsonines a la surface
des nanoparticules (Owensiii et Peppas, 2006). Il est cependant possible de retarder ce phénoméne en

modifiant les propriétés physicochimiques des nanomatériaux (Gustafson et al., 2015).
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L'étape suivante de la phagocytose est 'adhésion des nanomatériaux opsonisés a la surface
des macrophages, induite par I’activation de récepteurs tels que les récepteurs Fc ou les récepteurs au
complément C3. Trois mécanismes pourraient donc intervenir dans cette deuxieme étape, a savoir un
changement conformationnel des opsonines présentes a la surface des nanomatériaux permettant
leur activation et donc leur reconnaissance par les récepteurs aux opsonines présents a la surface des
macrophages, I'adhésion non spécifique des phagocytes aux protéines sériques liées a des particules
hydrophobes, ou encore I'activation du systeme complément (Gustafson et al., 2015).

Enfin, les nanoparticules sont internalisées par les phagocytes par le biais d’'une endocytose
induite par I'invagination de la membrane des macrophages, permettant I'’englobement des matériaux
étrangers dans une vésicule appelée phagosome. Ce phénomene dépend de réorganisations de
I'actine et de la membrane plasmique des macrophages. C'est alors dans le cytoplasme des
macrophages qu’a lieu I'étape ultime de la phagocytose, qui consiste en la fusion du phagosome
contenant les vecteurs, avec des lysosomes riches en enzymes digestives (hydrolases acides) et en
dérivés réactifs de I'oxygene. C'est ainsi que sont formés les « phagolysosomes », permettant la
digestion enzymatique du contenu du phagosome, en I'occurrence des nanoparticules.

Néanmoins, il est important de souligner que les NPs non biodégradables ne peuvent pas étre
dégradées par le macrophages et sont donc soit éliminées par le systéme rénal soit stockées dans un
des organes du systeme réticulo-endothélial entrainant des toxicités. C’est pour cette raison que dans
le cadre d’une application thérapeutique des vecteurs, le choix se porte communément sur |'utilisation
de polymeres biodégradable tels que I'acide poly(D,L)lactique (PLA), I'acide polyglycolique (PGA),
I'acide  poly-D,L.- (lactique-co-glycolique) (PLGA), la polycaprolactone (PCL), ou le
poly(alkylcyanoacrylates) (PACA). L’hydrolyse de ces polyméres permet également de libérer le
principe actif encapsulé et donc son action. Cependant, cette hydrolyse n’est pas favorable dans le cas
de I'encapsulation de principes actifs sensibles a la dégradation enzymatique, en particulier ’ADN.
C’est pourquoi des stratégies d’échappement du systeme endo-lysosomal ont été développées. Par
exemple, I’environnement lysosomal étant trés acide, I'échappement a ce compartiment est possible
de par une inversion pH dépendante de la charge de surfaces des nanoparticules polymeres de PLGA
(Panyam etal., 2002). Panyam et al. ont ainsi démontré que I'inversement de la charge (anionique vers
cationique) des nanoparticules permettait une interaction de ces dernieres avec la membrane endo-

lysosomale et leur transport jusque dans le cytosol (Panyam et al., 2002).

I1.3.1.2. Pinocytose

La pinocytose est un mécanisme commun a toutes les cellules, et elle peut étre divisée en deux

sous-types, dépendamment de la taille des éléments internalisés. Ainsi, pour les matériaux de taille
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comprise entre 0,5 et 5 um, on parle de macropinocytose, et de micropinocytose pour des tailles
inférieures. Dans ce dernier cas, les mécanismes impliqués peuvent étre clathrine-dépendants ou
indépendants (Figure 13) (Doherty et McMahon, 2009). La macropinocytose, bien que ne nécessitant
pas d’opsonisation, est assez similaire a la phagocytose puisqu’elle implique aussi une déformation
membranaire induite par des réarrangements de |'actine, sans toutefois former une vésicule a part
entiere (Kou et al., 2013).

L’endocytose dépendante de la clathrine requiert la reconnaissance des nanomatériaux par les
récepteurs au mannose, « scavengers » ou « toll like », présents a la surface des cellules (Rejman et
al., 2004). Par la suite, la membrane s’invagine et est recouverte d’'un manteau de protéines
« clathrine-1 ». L’activité GTPase de la dynamine permet l'individualisation d’une vésicule dont le
manteau de clathrine-1 est par la suite dégradé, on parle de « déshabillage ». La derniére étape de la
pinocytose clathrine-dépendante consiste en la fusion de la vésicule avec les endosomes, I'acidification
du milieu interne de ces derniers et la digestion du contenu des endosomes, en I'occurrence les NPs,
par les lysosomes.

L'endocytose dépendante de la cavéoline, activée par des ligands de la cavéoline ou des
récepteurs exprimés au niveau des radeaux lipidiques (cf revue de Kiss et Botos (2009)), est également
a l'origine de la formation d’une vésicule recouverte d’'un manteau de cavéoline, fusionnant par la
suite avec des cavéosomes. Les microtubules permettent le transport de ces derniers vers le réticulum
endoplasmique dans le cytosol, puis jusque dans le noyau. Ce type d’endocytose permet donc
I’échappement aux mécanismes de dégradations enzymatiques.

Des voies d’endocytose indépendantes de la clathrine et de la cavéoline ont également été
décrites (Mayor et Pagano, 2007). Trois mécanismes ont été identifiés en fonction des GTPases
impliquées, les classant en tant que voies CDC42-, RhoA- et ARF6-dépendantes. Ces voies ainsi que la
voie dépendante de la clathrine requierent notamment l'intervention du cholestérol (Kuhn et al.,

2014).

11.3.2. Propriétés des micro- et nano-particules influengant leur internalisation

L'internalisation des particules et leur biodistribution est modulée par leurs propriétés
physicochimiques, comme illustré dans la Figure 14. L'impact de la taille et de la morphologie des

particules ainsi que de leurs propriétés sur leur phagocytose sera discuté dans ce paragraphe.
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Figure 14 : Exemple illustrant I'influence de la taille, de la charge de surface, et de la morphologie
de NPs sur leur biodistribution. Les graphiques représentent le pourcentage d’internalisation des

NPs en fonction de leurs propriétés, d’apres Blanco et al., 2015

11.3.2.1. Taille

Il est généralement accepté que la voie d’internalisation des particules par les macrophages
est corrélée a leur taille. Ainsi, les macrophages, mesurant entre 20 et 60 um selon leur localisation,
ne peuvent pas phagocyter de particules de taille supérieure a la leur. Beaucoup d’études ont ainsi
étudié I'impact de la taille des particules sur leur phagocytose par les macrophages (Gustafson et al.,
2015). Tabata et Ikada ont étudié la phagocytose de spheres de polystyréne de tailles comprises entre
0,5 et 4,6 um par des macrophages péritonéaux murins et ont observé une phagocytose maximale
pour les particules mesurant 1,7 um de diametre (Tabata et Ikada, 1988). Sharma et al.ont observé ce
phénomene de phagocytose avec des particules de polystyréne de tailles comprises entre 0,5 et 3,6
um (Sharma et al., 2010). Néanmoins, les auteurs ont observé que la phagocytose des plus grosses
particules (3,6 um) était moindre et qu’elle était moins importante pour les particules de taille
intermédiaire (1um) par rapport aux nanoparticules de 0,5 um de diametre. De la méme maniere, la
persistance des particules dans les macrophages est corrélée a leur taille, avec une persistance
moindre des plus grosses particules (Sharma et al., 2010).

Toujours en utilisant des particules de polystyrene, Champion et al. ont étudié I'impact de la
taille des microparticules (1-6 um) sur la capacité phagocytique de macrophages alvéolaires de rats.
lls ont démontré une phagocytose maximale pour les particules de taille intermédiaire (2-3 um),
s’expliquant par un plus grand attachement des particules a la surface des macrophages (Champion et

al., 2008). Il est généralement accepté que l'internalisation des nanoparticules de taille inférieure a
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200 nm se fait par endocytose dépendante de la clathrine (Oh et al., 2009; Rejman et al., 2004) et que
celle des nanoparticules de taille inférieure a 80 nm se fait par endocytose dépendante de la cavéoline
(Kou et al., 2013). Cependant, Kuhn et al. ont observé que plusieurs voies étaient mises en place pour
I'internalisation de nanoparticules de polystyréne de 40 nm par des macrophages murins (J774A.1),
notamment la phagocytose, la macropinocytose, et I'endocytose dépendante de la clathrine (Kuhn et
al., 2014). De la méme maniere, Jiang et al. ont observé la participation de deux voies pour
I'internalisation de NPs de chitosane de 250 nm de diametre par des macrophages murins, a savoir

I’endocytose dépendante de la clathrine et la phagocytose (Jiang et al., 2017).

I1.3.2.2. Propriétés de surface des nanoparticules

Compte tenu du fait que l'internalisation des macrophages se fait majoritairement par
phagocytose, que celle-ci requiert leur opsonisation, et que cette derniére résulte d’interactions
ioniques ou hydrophobes/hydrophiles entre les opsonines et la surface des nanoparticules,
I'internalisation des nanoparticules est notamment reliée a leur charge de surface et la présence de
groupements hydrophobes ou hydrophiles a leur surface (Owensiii et Peppas, 2006).

La PEGylation des nanoparticules est une stratégie largement utilisée pour I'échappement du
systeme réticulo-endothélial, permettant le ciblage de sites d’intérét, notamment dans le cas du
cancer (Chen et al., 2016). En effet, la PEGylation diminue la charge et I’hydrophobicité de surface des
NPs qui sont alors dites furtives du fait de I'augmentation de leur durée de vie dans la circulation.
Walkey et al. ont démontré in vitro que I'augmentation de la densité des PEG (masse moléculaire =
5000 Da) greffés a des nanoparticules d’or (0-10 PEG/nm?) diminuait I'adsorption des protéines
sériques de par I'encombrement stérique provoqué par les chaines PEG, suggérant |I'importance de
I’opsonisation des NPs dans le phénomeéne d’internalisation cellulaire (Figure 15) (Walkey et al., 2012).
Cela a également été observé dans le cas de liposomes unilamellaires mesurant de 10 a 150 nm de
diametre (Senior et al., 1991).

De la méme maniere, Blunk et al. ont modifié la surface de nanoparticules de polystyrene (60
nm) en adsorbant a leur surface des copolymeéres d’hydrophilie croissante : les poloxaméres 184, 188
et 407 (Blunk et al., 1993). Les auteurs ont alors observé une plus forte opsonisation des nanoparticules

plus hydrophobes (Blunk et al., 1993).

76



25 _
0 T
S FPFS PV
PEG density (PEG/nm?)

o) b - 15nm
5’150 75: - 30nm
a : -+ 60nm
5125 -+ 90nm
€100 >

-

g . e —+—1+—31
S | =3
— 50 AUT T T T 1
< A |\
~

N~

e

Figure 15. Impact de la PEGylation de nanoparticules d’or sur leur internalisation par les
macrophages murins J774A.1. L'internalisation cellulaire, exprimée en pg de nanoparticules par mg

des protéines cellulaires totales, a été mesurée aprés 5 heures d’exposition (Walkey et al., 2012)

Il est généralement accepté que les nanoparticules chargées positivement sont plus
internalisées que les NPs neutres ou chargées négativement du fait d’interactions électrostatiques
avec les membranes cellulaires, dont la majorité sont chargées négativement. He et al. ont étudié
I'impact de la charge de nanoparticules polymeéres sur leur internalisation par des macrophages murins
péritonéaux et ont observé une augmentation de l'internalisation cellulaire avec la charge de surface
des nanoparticules, qu’elle soit négative ou positive (He et al., 2010). Cependant, les auteurs ont
observé une internalisation plus importante des nanoparticules chargées positivement par les
macrophages in vitro mais un ciblage tumoral d’autant plus efficace pour des NPs peu chargées
négativement in vivo (He et al., 2010). Cette derniére observation peut s’expliquer par une
phagocytose moindre des NPs par le systéeme réticulo-endothélial et est en accord avec deux autres
études (Rattan et al., 2017; Walkey et al., 2012).

Rattan et al. ont acétylé des NPs a base de dendriméres et fonctionnalisées avec de I'acide
foligue pour neutraliser la charge de surface des NPs. lls ont démontré in vitro que cette
fonctionnalisation de surface permettait de diminuer les interactions avec le systeme réticulo-

endothélial, représenté par une lignée de macrophages murins classiques (RAW264.7) (Rattan et al.,
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2017). De plus, Rattan et al. ont démontré par le biais d’études d’internalisation que I'acétylation des
dendrimeres conjugués ne modifiait pas leur capacité a étre internalisés par la lignée cellulaire de

carcinome KB surexprimant le récepteur a I'acide folique, contrairement a la PEGylation.

11.3.2.3. Morphologie

Sharma et al. ont évalué I'impact de la forme de microparticules polymeres (1 um) sur la
capacité phagocytique des macrophages en utilisant la lignée de macrophages murins RAW264.7. Les
auteurs ont ainsi démontré que les particules de forme « ellipsoide oblique » étaient plus facilement
phagocytées par les macrophages que les particules sphériques (Sharma et al., 2010).

Champion et al. ont quant a eux observé I'impact de la capacité de macrophages alvéolaires a
internaliser des microparticules de polystyrene de différentes morphologies (spheres, disques,
ellipsoides). lls ont démontré que la phagocytose des microparticules était dépendante de I'angle de
contact initial entre les microparticules et la membrane du macrophages, donc a la fois de la
morphologie des microparticules et de leur orientation lors du contact avec les macrophages
(Champion et al., 2008). Ce phénomene dépend de la déformation membranaire induite par I'actine
nécessaire pour l'internalisation. Ainsi, dans le cas des particules ellipsoides, lorsque celle-ci est
orientée de maniére a initier un contact avec sa partie plus courbée (pointe) avec le macrophage, la
vésicule entourée d’actine se forme : il y a phagocytose. Dans le cas ou le contact entre cette méme
particule et le macrophage se fait sur sa face plate, I'attachement se fait mais la phagocytose n’a pas

lieu (Figure 16) (Champion et al., 2008).

I1.3.2.4. Rigidité

La rigidité des particules est également un paramétre important dans la modulation de leur
internalisation. Les études s’accordent sur le fait que les nanoparticules rigides sont plus facilement
phagocytées par les macrophages. Ainsi, Beningo et al. ont observé une internalisation 6 fois plus
importante des microparticules de poly-acrylamide (1 a 6 um) rigides par des macrophages murins en
comparaison aux mémes particules souples (Beningo et Wang, 2002). Des résultats similaires ont été
obtenus pour des nanoparticules PEGylées rigides d’environ 200 nm (Anselmo et al., 2015). Anselmo
et al. ont démontré in vitro sur une lignée de macrophages murins 1774 cells que les NPs rigides étaient
4 fois plus internalisées que leurs analogues souples (Anselmo et al., 2015). Ce phénomene peut
s’expliquer par I'impact de la rigidité des NPs sur leur voie d’internalisation, leur opsonisation, ou

encore par I’étape d’invagination membranaire induite par 'actine.
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Figure 16. Influence de I'orientation des particules lors de leur contact avec des macrophages sur
leur capacité a étre phagocytées par ces derniers, d’aprés Champion et al., 2008. Images de
microscopie capturées en temps réel durant 39 min, mettant en évidence les interactions entre des
macrophages et des particules ellipsoides identiques (axe majeur de la particule : 14 um, axe
mineur/pointe : 3 um) a partir de deux orientations différentes. (A) Le macrophage se fixe le long de
I'axe principal d'une particule ellipsoide et 'internalise complétement en 3 min. (B) Le macrophage
se fixe a la face plate de cette méme particule ellipsoide mais n'internalise pas la particule (Barres

d'échelle: 10 um).

I1.4. Intérét thérapeutique des macrophages

Les macrophages sont fortement impliqués dans le développement de diverses pathologies,
faisant d’eux des cibles thérapeutiques d’intérét. Leur ciblage et la modulation de leurs activités ont
fait I'objet d’une multitude d’études dont les principales, menées dans le cadre du traitement de

maladies inflammatoires, infectieuses ou du cancer, seront présentées dans ce paragraphe.

11.4.1. Maladies inflammatoires

Quelques travaux traitent du ciblage des macrophages pour le traitement des maladies
inflammatoires, le but thérapeutique étant de limiter voire d’inhiber I'inflammation. Ainsi, Howard et
al. ont développé des nanoparticules de chitosane pour la vectorisation de petits ARN interférents
spécifiques du TNF-a, aux macrophages. Ces petits ARN interférents sont capables d’inhiber
sélectivement la traduction des ARNm codant pour les protéines TNF-a, renversant alors leur activité
pro-inflammatoire pour le traitement de I'arthrite (Howard et al., 2009). Les auteurs ont ainsi

démontré in vitro I'inhibition de la production de TNF-a par les macrophages aprés exposition aux NPs
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ainsi gqu’une diminution locale et systémique de la colite aprés injection intrapéritonéale de ces
derniéres a un modele murin d’arthrite (Howard et al., 2009).

Des nanoparticules d’alginate de calcium fonctionnalisées par I'ajout de L-thréonyl-L-lysyl-L-
prolyl-L-arginine a leur surface et encapsulant un plasmide contenant ’ADN codant pour I'lL-10 ont
été développées pour le ciblage des macrophages dans le cadre du traitement de 'arthrite (Jain et al.,
2015). L'efficacité de ciblage du tissu enflammé a été démontré in vivo chez des rats atteints d’arthrite
apres administration intrapéritonéale des NPs. De la méme maniére, Jain et al. ont démontré
I'efficacité thérapeutique des NPs avec une réduction locale et systémique de la production de
cytokine pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1pB, et IL-6) et environ 66% de macrophages anti-inflammatoire
apres traitement contre seulement 9% chez les rats non traités. Ces résultats suggerent donc une
repolarisation des macrophages pro-inflammatoires vers un phénotype anti-inflammatoire (Jain et al.,
2015).

Gan et al. ont quant a eux conjugué des nanoparticules de dioxyde de silicium a des
glucomannanes (30 nm) afin de cibler et activer les récepteurs au mannose surexprimés a la surface
des macrophages immunosupresseurs (Gan et al., 2018). Les auteurs ont démontré in vitro que
I’exposition de macrophages dérivés de moelle osseuse aux NPs induisait la production de protéines
anti-inflammatoires IL-10 et TGF-f sans toutefois diminuer la production de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL-6 et IL-12) par rapport aux macrophages non exposés. Par ailleurs,
I'injection locale des NPs au niveau du c6lon a un modéle murin de maladie inflammatoire de I'intestin
a permis d’observer une augmentation d’IL-10, une diminution de la production de TNF-a, IL-1B, IL-6
et IL-12 et une atténuation des symptdmes inflammatoires par rapport aux souris non traitées (Gan et

al., 2018).

11.4.2. Maladies infectieuses

11.4.2.1. Infections bactériennes

La bactérie Mycobacterium tuberculosis, responsable de la tuberculose, infecte les
macrophages alvéolaires de son hote et s’y multiplie. Les macrophages permettent a Mycobacterium
tuberculosis d’échapper au contact avec les agents anti-tuberculose (isoniazide, rifampicine,
pyrazinamide, ethambutol, streptomycine), rendant le traitement contre la tuberculose inefficace.
C’est pour cette raison que la vectorisation des agents utilisés pour le traitement de cette pathologie
a été envisagée. Ainsi, I'lavantage de microparticules polymeres de PLA encapsulant a la fois I'isoniazide
et la rifampicine a été démontré in vitro et in vivo avec une augmentation de la concentration

intracellulaire en actifs aprés administration par inhalation a des rats en comparaison aux principes
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actifs libres administrés par voie IV (Sharma et al., 2001). Quelques années plus tard, Pandey et al. ont
développé des nanoparticules polymeres d’acide poly(lactique-co-glycolique) mesurant de 186 a 290
nm et encapsulant I'isoniazide, la rifampicine et la pyrazinamide (Pandey et al., 2003). L’administration
par voie orale de ces NPs a des souris infectées par le pathogene a permis de démontrer une
persistance des molécules encapsulées dans la circulation sanguine jusqu’a 9 jours apres
administration, et une élimination compléete du pathogene aprés 5 doses a raison d’'une dose
administrée tous les 10 jours. La méme équipe a démontré une amélioration de la biodisponibilité des
principes actifs aprés administration par voie sous-cutanée a des souris en comparaison aux molécules
non encapsulées (Pandey, 2004). De nombreux autre systemes encapsulant des principes actifs anti-
tuberculeux ont démontré un intérét thérapeutique, notamment des nanoparticules lipidiques solides,
des liposomes, ou encore des microémulsions, comme reviewé par Nasiruddin et al. (Nasiruddin et al.,
2017).

Par ailleurs, l'intérét de I’encapsulation de la rifampicine dans des nanoparticules de
polybutylcyanoacrylate vis-a-vis de son activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus et
Mycobacterium avium a été démontrée in vitro et in vivo (Skidan et al., 2003). Les nanoparticules ont
permis de tripler la concentration de rifampicine internalisée par des macrophages in vitro par rapport
a sa forme libre. In vivo, I'administration des NPs encapsulant la rifampicine a des souris atteintes de
salmonellose a permis 80% de survie contre 10% de survie aprés administration d’une dose deux fois
plus importante de rifampicine libre (50 mg/Kg) (Skidan et al., 2003).

Des nanogels a base de polycaprolactone sensibles aux lipases bactériennes et chargés en
vancomycine, utilisée comme molécule modele des antibiotiques hydrophiles, ont été étudiés dans le
cas de l'infection a Staphylococcus aureus (Xiong et al., 2012). Apres internalisation du nanogel par les
macrophages, une libération de la vancomycine permettant une inhibition de la croissance
bactérienne a été observée (Xiong et al., 2012).

Par ailleurs, I’encapsulation d’antibiotiques dans des nanocapsules est efficace pour le

traitement de I'infection a Helicobacter pylori aussi bien in vitro qu’in vivo (Jain et al., 2009).

11.4.2.2. Infections virales

L'avantage des nanomédecines pour le ciblage des macrophages a été largement étudié dans
le cas du virus de I'immunodéficience humaine (VIH). Il n’est actuellement pas possible d’éliminer de
maniere radicale le virus de par son stockage dans les macrophages notamment (Mamo et al., 2010).
L'intérét de I'encapsulation de I'éfavirenz, antirétroviral utilisé dans le traitement contre le VIH, dans

des nanovecteurs a base de dendrimeres de poly(propyleneimine) fonctionnalisés avec du mannose a
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été étudié in vitro (Dutta et al., 2007). Une plus forte internalisation de I'éfavirenz par les macrophages
apres encapsulation a été observée puisque celle-ci a été multipliée par 12 en comparaison a |'actif
libre (Dutta et al., 2007).

Des nanocapsules polyméres de poly(iso-butylcyanoacrylate encapsulant I’azidothymidine ont
aussi démontré un ciblage important des macrophages par rapport a l'actif libre, avec une
internalisation 30 fois plus importante in vitro de la forme encapsulée de I'azidothymidine (Hillaireau
et al., 2006)

Des liposomes encapsulant I'azidothymidine ont permis un ciblage du systeme réticulo-
endothélial, intéressant dans le cas du traitement contre le VIH compte tenu de la réplication du virus
au sein des macrophages (Phillips et Tsoukas, 1992).

L'internalisation de nanoparticules de poly (n-hexylcyanoacrylate) encapsulant
I'azidothymidine par les macrophages du systeme réticulo-endothélial a été étudiée lors d’une étude
menée par Lobenberg et Kreuter (Lébenberg et Kreuter, 1996). Apres injection IV de I'azidothymidine
libre ou encapsulée, les chercheurs ont observé une augmentation considérable de la concentration
en azidothymidine dans les organes du systéme réticulo-endothélial (foie et rate) apres encapsulation
(Lobenberg et Kreuter, 1996).

L'implication des macrophages dans 'activité de nanosuspensions d’indinavir a par ailleurs été
démontrée dans une étude in vivo menée chez des souris infectées par le VIH de type 1 (Dou et al.,
2006). En effet, les auteurs ont chargé des macrophages dérivés de moelle osseuse avec des
nanosuspensions d’indinavir recouvertes par des phospholipides ex vivo et ont injecté par voie IV ces
NPs chez des souris. Les auteurs ont observé un maintien de I'activité de I'indinavir pendant 14 jours
avec une réduction du nombre de cellules infectées dans le plasma, les noeuds lymphatiques, les

poumons, ainsi que dans le foie et la rate (Dou et al., 2006).

11.4.2.3. Infections parasitaires

La leishmaniose est une maladie causée par les parasites Leishmania. Ces derniers profitent
des macrophages pour subsister dans I'organisme et se développer. En effet, le parasite Leishmania
n’est pas dégradé du fait du blocage de la formation de phagosomes. L’efficacité des traitement anti-
leishmaniens reste a ce jour limitée par leur internalisation cellulaire. Les médicaments actuels
employés pour le traitement de la leishmaniose se présentent sous la forme de dispersion colloidales
d’amphotéricine B par injection IV(Fungizone®, Abelcet” et Amphocil®) ou de liposomes de 60 8 70 nm

de diameétre (AmBisome®) (Torrado et al., 2008). La formulation AmBisome® présente une

82



pharmacocinétique bien plus avantageuse de I'amphotéricine ainsi qu’une toxicité réduite par rapport
a sa forme libre (Bekersky et al., 2002; Wijnant et al., 2017).

La rifampicine est un autre actif utilisé pour le traitement de la leishmaniose. Elle a été
encapsulée dans des nanoparticules a base de chitosane fonctionnalisées par du mannose afin
d’évaluer I'avantage de tel nanovecteurs vis-a-vis du ciblage des macrophages du systéme réticulo-
endothélial (Chaubey et Mishra, 2014). L’étude in vivo de la biodistribution des NPs et de la rifampicine
libre chez des rats a permis de démontrer une plus forte accumulation des NPs dans les organes riches
en macrophages, notamment le foie et rate par rapport a I’actif libre (Chaubey et Mishra, 2014).

Kansal et al. ont développé des nanocapsules fonctionnalisées avec de la phosphatidylsérine
pour I'encapsulation de la doxorubicine afin de cibler les récepteurs « scavengers » des macrophages
(Khatik et al., 2014). Une accumulation des nanocapsules encapsulant la doxorubicine au niveau des
macrophages a été observée in vitro et au niveau des organes riches en macrophages in vivo chez des
rats. De plus, 'activité anti-leishmanienne de la doxorubicine a été évaluée in vivo chez des hamsters
porteurs du parasite et a démontré une activité bien plus importante apres encapsulation avec 85 *
4% et 43 £ 2% d’inhibition de la charge parasitaire splénique apres administration, respectivement de
la doxorubicine encapsulée et libre (Khatik et al., 2014).

Enfin, [I'efficacité de I'amphothéricine B encapsulée dans des nanoparticules
fonctionnalisées avec du thiolate et du mannose contre le développement de Leishmania donovani a
été évaluée in vitro et in vivo (Shahnaz et al., 2017). In vitro, il a été observé que I’encapsulation
augmentait 71 fois I'internalisation de I'amphotéricine B dans les macrophages infectés par rapport a
I'actif libre et que I'lCsp était diminuée de 13 fois, indiquant un intérét thérapeutique majeur des

nanovecteurs. Ceci a été confirmé in vivo chez un modéle murin de leishmaniose (Shahnaz et al., 2017).

11.4.3. Cancer

11.4.3.1. Les macrophages associés aux tumeurs (TAMs)

Les tumeurs sont assimilées a des organes du fait de la diversité cellulaire qui les constituent,
a savoir les cellules cancéreuses, les cellules souches cancéreuses, les fibroblastes, les cellules
endothéliales et des cellules immunitaires, et de la communication entre ces types cellulaires. Parmi
elles, la population de cellules immunitaires joue un role central dans I'inflammation associée au
développement tumoral. En effet, plusieurs études épidémiologiques et cliniques ont démontré une
prédisposition de patients atteints de maladies inflammatoires chroniques augmentant le risque de
cancer, au niveau du méme organe ou site anatomique, suggérant I'implication de cellules du systeme

immunitaire dans le développement tumoral. En particulier, la relation entre un fort degré
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d’infiltration des tumeurs par les macrophages avec une plus faible survie des patients a été observée
dans le cas de cancers du sein, gastrique, digestif, ovarien, ou de la vessie, ou encore dans le cas de la
leucémie (Cavnar et al., 2017; Lewis et Pollard, 2006; Sica et al., 2008). Les macrophages infiltrés dans
les tumeurs, aussi appelés TAMs (tumor-associated macrophages en anglais) peuvent représenter
jusqu’a 50% de la population tumorale et présentent majoritairement un phénotype pro-tumoral initié
par le microenvironnement tumoral, participant ainsi a la progression de la maladie (Sica et al., 2000).
Les interactions des TAMs avec les autres cellules présentes au niveau tumoral tendent a renforcer

cette activité pro-tumorale (Figure 17).
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Figure 17. Exemples d’interaction entre les TAMs et les cellules tumorales ainsi que les cellules du

systéme immunitaire infiltrées dans les tumeurs, d’aprés Zheng et al. (2017)

L'influence du microenvironnement tumoral sur la polarisation phénotypique des TAMs a
notamment été démontrée ex vivo en cultivant des monocytes avec le milieu de culture de cellules de
cancer du sein, aboutissant a la différenciation des monocytes en macrophages immunosuppresseurs
(Sousa et al., 2015b). De la méme maniére, Zhang et al. ont observé la polarisation de macrophages
exposés au milieu de culture de cellules de cancer du c6lon en macrophages immunosuppresseurs,
suggérant I'implication de facteurs solubles dans I’activation et la polarisation des macrophages (Zhang
et al., 2016). Récemment, des monocytes exprimant un récepteur Tie2 ont été identifiés dans les
cancers du sein (Guex et al., 2015), colorectal, et du poumon (Venneri et al., 2007). Ces monocytes
sont préférentiellement recrutés a un stade précoce du développement tumoral et conférent aux
macrophages issus de leur différenciation une activité pro-angiogene. Les macrophages
immunostimulants sont cependant également présents au niveau tumoral (Zhang et al., 2014). Il a

récemment été démontré in vivo que les facteurs sécrétés par les M1 stimulaient les cellules souches
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mésenchymateuses présentes au niveau tumoral a recruter et différencier les macrophages circulants
en M2 afin de réguler la réaction inflammatoire par le biais d’effets immunosuppresseurs menant a
une croissance tumorale (Jia et al., 2016). Les TAMs induisent la production de cathepsine dans
certains cancers (pancréas, sein), ce phénomeéne étant favorisé par I'lL-4, elle-méme responsable d’'une
induction du phénotype M2 des macrophages. L'induction de cathepsine est donc attribuée aux TAMs
de phénotype M2, et est associée a une amélioration de la capacité des cellules cancéreuses a
proliférer et se disséminer, et donc a la formation de métastases (Gocheva et al., 2010). Par ailleurs,
dans les zones hypoxiques de la tumeur, les cellules néoplasiques sécretent des facteurs chimio-
attractants induisant le recrutement des macrophages tels que le facteur HIF-1 (Werno et al., 2010),
MCP-1, les chimiokines CC, en particulier CCL2 (Hultgren et al., 2017), le facteur de stimulation des
colonies de macrophages CSF-1 (Lin et al., 2001), ou encore la protéine MCP-1. Dépendamment de ces
facteurs, de diverses cytokines et chimiokines, et de la nature de la tumeur, les macrophages
acquiérent un phénotype immunosuppresseur/pro-tumoral ou immunostimulant/anti-tumoral,
pouvant évoluer au cours de la progression tumorale (Yuan et al., 2015). Ainsi, I’évolution du cancer
tend a une polarisation des macrophages vers un phénotype immunosuppresseur. Les TAMs
immunosuppresseurs sont impliqués dans les différentes étapes du développement tumoral,
notamment la formation tissulaire, la croissance tumorale, I'angiogeneése et I'invasion par le biais de la

sécrétion de divers facteurs (Figure 18).
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Figure 18. Fonctions pro-tumorales des TAMs et mécanismes associés (Conway et al., 2016)
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11.4.3.2. Stratégies thérapeutiques ciblant les TAMs

Compte tenu de I'implication des TAMs dans le développement tumoral, dans la diminution
de la survie des patients atteints du cancer, et dans la résistance a la chimiothérapie, diverses
approches thérapeutiques basées sur le ciblage des TAMs ont été envisagées (Figure 19) (Olson et al.,

2017; Petty et Yang, 2017; Ruffell et Coussens, 2015).

Inhibition du recrutement des
monocytes/macrophages

= Inhibition des protéines chimiotactiques MCP-1
(petites molécules: bindarit), CCL-2 (AC
monoclonauy, trabectédine)

Déplétion des TAMs

Clodronate, trabectédine, prodrogue a base de
doxorubicine: déplétent les macrophages

Bactéries atténuées (Shigella flexneri) : ont un

effet cytotoxique envers les TAMs
* Inhibition du récepteur au CSF-1 (AC
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= Immunotoxines ciblant le récepteur a l'acide
folique exprimé a la surface des TAMs
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microenvironnement tumoral
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glycoprotéine riche en histidine

Figure 19. Stratégies thérapeutiques ciblant les TAMs et molécules associées

11.4.3.2.1. Inhibition du recrutement des monocytes/macrophages

Gazzaniga et al. ont inhibé la protéine chimio-attractive des monocytes MCP-1 avec du bindarit
et ont évalué I'impact de cette inhibition in vitro et in vivo sur un modéle murin de mélanome
(Gazzaniga et al., 2007). Aprés administration de bindarit aux animaux, les auteurs ont observé une
inhibition du recrutement des macrophages au niveau tumoral associée a une croissance tumorale
moindre par rapport aux souris non traitées (Gazzaniga et al., 2007).

Le recrutement des monocytes et macrophages peut également étre limité par une inhibition
de la chimiokine CCL-2. Fridlender et al. ont observé une diminution de la croissance cellulaire ainsi

gue l'inhibition de la formation de métastases aprés administration d’anticorps monoclonaux dirigés
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contre CCL-2 chez un modele murin de cancer du poumon non a petites cellules et métastasé
(Fridlender etal., 2011). Germano et al. ont traité différents modeles murins (fibrosarcome, carcinome
ovarien, carcinome pulmonaire de Lewis) avec de la trabectédine, couramment utilisée en
chimiothérapie (Germano et al., 2013). Les auteurs ont observé une diminution de la production de
chimiokines CCL-2 suite au traitement, et du recrutement de monocytes/macrophages circulants et
des macrophages résidents de la rate, associés a une réduction de I'angiogenéese (Germano et al.,
2013).

Lin et al. ont observé I'avantage de I'inhibition du facteur stimulant de colonie CSF-1 chez des
souris présentant une mutation du gene de CSF-1, rendant le facteur silencieux, et atteintes de
tumeurs mammaires. Chez ces souris, les auteurs ont observé une infiltration moindre des tumeurs
par les macrophages par rapport aux souris ne présentant pas de mutations, retardant ainsi I'invasion
et la formation de métastases (Lin et al., 2001). L'inhibition du récepteur au CSF-1 a également
démontré des résultats prometteurs dans le cas de la thérapie anti-cancéreuse et fait actuellement
I’objet de plusieurs études cliniques, par le biais de I'utilisation de petites molécules, notamment le
pexidartinib (étude clinique de phase 3 en cours, NCT02371369) (Tap et al., 2015), ou d’anticorps
monoclonaux dirigés contre le récepteur (étude clinique de phase 2 en cours, NCT01643850)
(Papadopoulos et al., 2017). L’avantage de ces derniers a été suggéré a la suite de plusieurs études
cliniques de phase 1 réalisées chez des patients atteints de tumeurs solides, et de cancers du sein ou

de la prostate, comme reviewé par Cannarile et al., 2017.

11.4.3.2.2. Déplétion

Plusieurs études reportent I'activité cytotoxique du clodronate envers les TAMs et son impact
sur la croissance tumorale. Le clodronate fait partie de la famille des bisphosphonates qui sont prescrits
pour le traitement de maladies et complications osseuses (ostéoporoses, métastases osseuses,...) ainsi
gue les hypercalcémies (De Rosa et al., 2013). lls sont également utilisés en clinique pour leur affinité
pour le tissu osseux qui leur permet de traiter les métastases osseuses (cf chapitre lll, paragraphe
1.3.4.1.).

Gazzaniga et al. ont démontré que les liposomes encapsulant du clodronate exercaient une
activité cytotoxique envers les TAMs, limitant le développement tumoral in vivo chez un modele murin
de mélanome (Gazzaniga et al., 2007).

Fritz et al. ont démontré que I'administration de liposomes encapsulant du clodronate a des
modeles murins de cancer du poumon diminuait de plus de moitié la population de macrophages
alvéolaires en comparaison aux souris non traitées. De la méme maniére, une diminution de plus de
50% de la charge tumorale a été observée chez les souris traitées, ainsi qu’une inhibition de la

prolifération des cellules cancéreuses (Fritz et al., 2014).
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Bader et al. ont également observé |'activité cytotoxique de liposomes encapsulant du
clodronate envers les TAMs in vivo et la diminution consécutive de la croissance tumorale chez un
modeéle murin de cancer du colon (Bader et al., 2018).

Par ailleurs, Wu et al. ont démontré que l'administration de liposomes encapsulant du
clodronate chez un modele murin de Lymphome cutané épidermotrope agressif a cellules T permettait
de diminuer le nombre de TAMs, menant a une croissance tumorale limitée par rapport aux souris
traitées avec les liposomes non chargés. De plus, ils ont démontré in vitro la capacité ciblante des
liposomes vis-a-vis de la population pro-tumorale des TAMs (Wu et al., 2014).

Zeisberger et al. ont développé des liposomes encapsulant le clodronate afin d’évaluer leur
intérét thérapeutique pour le traitement du tératocarcinome et du rhabdomyosarcome (Zeisberger et
al., 2006). L'administration des clodrolip® aux modeles murins correspondants a permis une réduction
de la croissance tumorale supérieure a 75% associée a une réduction de la vascularisation tumorale de
par la déplétion des TAMs (Zeisberger et al., 2006).

L’administration IV de trabectédine a différents modeéles murins (fibrosarcome, carcinome
ovarien, carcinome pulmonaire de Lewis) permet, en plus de l'inhibition du recrutement des
monocytes et macrophages circulants (paragraphe 11.4.3.2.1.), une réduction de la densité en TAMs
pouvant s’expliquer par un réle cytotoxique de I'actif vis-a-vis des macrophages (Germano et al., 2013).

Galmbacher et al. se sont quant a eux intéressés a la bactérie Shigella flexneri, connue pour
induire spécifiquement I'apoptose chez les macrophages (Galmbacher et al., 2010). Dans le but
d’évaluer I'impact de cette activité sur la régression tumorale, les auteurs ont injecté par voie IV une
souche atténuée de la bactérie chez un modele murin de cancer du sein. Un ciblage des TAMs
consécutif a I'administration IV de la souche bactérienne a été observé, ainsi qu’une déplétion des

TAMs associée a une réduction de plus de 70% du volume tumoral (Galmbacher et al., 2010).

11.4.3.2.3. Polarisation des TAMs en macrophages anti-tumoraux

Comme décrit dans le paragraphe II.2., dépendamment de stimulus, les macrophages sont
polarisés vers différents phénotypes leur conférant un large spectre d’activités. Considérant en plus
leur plasticité phénotypique, il est aisé de les polariser ou de les repolariser vers un phénotype anti-
tumoral, voire d’induire spécifiquement une de leurs actions.

L’ADN bactérien posséde des effets immunostimulants régis par I'activation de la réponse des
lymphocytes T auxiliaires (CD4*) dépendant de la présence de CpG-oligodéoxynucleotides non
méthylées (Hemmi et al., 2000). Hemmi et al. ont démontré que le mécanisme moléculaire mis en jeu
dans I'action des CpG-oligodéoxynucleotides non méthylées présentes dans I’ADN bactérien incluait

I'induction de la production de cytokines par les macrophages (TNF-a, IL-6, IL-12) ainsi qu’une
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activation de la voie NF-kB dépendante de sa liaison aux récepteurs de type Toll (TLR), notamment
TLR9 (Hemmi et al., 2000).

La polarisation des TAMs en macrophages anti-tumoraux est également favorisée par
I'inhibition du facteur de transcription STAT-3 dans les macrophages. Lutilisation d’inhibiteurs de
tyrosine kinases tels que le sorafenib et le sunitinib ont démontré des résultats prometteurs in vitro
sur des cellules de carcinome rénal métastatique (Xin et al., 2009). Edwards et Emens ont démontré
gue l'action du sorafenib dépendait de I'activation du phénotype anti-tumoral des TAMs, caractérisé
par une augmentation notable de la production IL-12 et une inhibition de I'expression d’IL-10 in vitro
(Edwards et Emens, 2010).

Huang et al. ont étudié l'intérét thérapeutique de nanocomplexes conjuguant le
polysaccharide cationique de Bletilla striata pourvu de nombreuses fonctions mannose permettant un
ciblage des TAMs pro-tumoraux, et le microARN synthétique let-7b, connu pour se lier au TLR-7 et
inhiber la production d’IL-10 (Huang et al., 2016). Les auteurs ont décoré les nanocomplexes avec du
PHA (PEG-histamine-modified alginate), sensible au pH acide du microenvironnement tumoral. Les
nanocomplexes décorés ont démontré in vitro une stimulation de la production d’IL-12 et une
diminution de I'expression d’IL-10, témoignant du phénotype anti-tumoral des TAMs. De plus,
I’exposition des TAMs aux nanocomplexes décorés a provoqué une diminution des marqueurs des
macrophages pro-tumoraux (Arg-1 et récepteur au mannose) et une augmentation des marqueurs des
macrophages anti-tumoraux (iNOS), suggérant une repolarisation des TAMs M2 en M1. L’avantage de
tels mécanismes a été confirmé in vivo chez un modele murin de cancer du sein, avec une accumulation
du complexe au niveau tumoral, une inhibition du développement tumoral ainsi qu’un doublement du
temps de survie des souris apres injection IV du systéme (Huang et al., 2016).

Dans une étude clinique menée par Smith et al., la capacité de I'imiquimod a induire une
augmentation de la population des TAMs anti-tumoraux apres application cutanée de I'actif chez 10

patients atteints de carcinomes a cellules squameuses a été démontrée (Smith et al., 2004).

11.4.3.2.4. Transport et stockage d’actifs anti-cancéreux libres ou encapsulés dans des NPs

Plus récemment, des chercheurs se sont intéressés a I’utilisation des macrophages en tant que
vecteurs d’actifs. Choi et al. ont marqué des macrophages ex-vivo avec de |'oxyde de fer qu’ils ont
administré par voie intraveineuse a un modele murin de carcinome pulmonaire (Choi et al., 2012). lls
ont ainsi démontré par imagerie par résonance magnétique I'accumulation des macrophages marqués
au niveau tumoral 2 a 5 jours apres injection. Les auteurs ont ensuite chargé des macrophages avec
des liposomes d’environ 150 nm de diameétre et encapsulant la doxorubicine in vitro, qu’ils ont

administré aux souris par voie IV. Ils ont observé une accumulation plus importante de doxorubicine
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au niveau tumoral par rapport aux liposomes encapsulant la doxorubicine et ont démontré une
croissance tumorale moindre dans le groupe de souris ayant recu le systeme macrophages-liposomes-

doxorubicine par rapport aux autres traitements (Figure 20) (Choi et al., 2012).
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Figure 20. Intérét des macrophages vis-a-vis de I'impact de la doxorubicine sur la croissance

Days

tumorale chez un modeéle murin de xénogreffe de carcinome pulmonaire (Choi et al., 2012)

Soma et al. ont quant a eux encapsulé la doxorubicine dans des NPs de poly-
alkylcyanoacrylate (PACA) et ont démontré qu’elles maintenaient I'activité cytotoxique de I'actif in
vitro sur une lignée de cellules de sarcome ovarien (M5076) en mono- et co-cultures avec des
macrophages (Soma et al., 2000). Les auteurs ont démontré que les macrophages permettaient un
stockage des NPs et une libération de I'actif aux cellules cancéreuses.

Compte tenu du recrutement des macrophages et monocytes circulants au niveau tumoral,
ces résultats sont prometteurs et laissent envisager I’utilisation de ces cellules en tant que vecteurs de
NPs (Huang et al., 2015; Jiang et al., 2015; Pang et al., 2016). Le recrutement de ces cellules
immunitaires peut d’ailleurs étre induit par l'initiation d’une inflammation locale, possible par la

radiothérapie notamment (Jiang et al., 2015).

11.4.3.3. Ciblage des TAMs par les NPs

Diverses études ont démontré lintérét thérapeutique du ciblage des TAMs par les
nanoparticules. La capacité de ciblage, passif ou actif, d’'une large variété de nanovecteurs a ainsi été

évaluée. Les études majeures sont présentées dans le paragraphe suivant.

90



11.4.3.3.1. Ciblage passif

De par leur fonction, les macrophages sont capables de reconnaitre et d’internaliser les NPs
par des mécanismes décrits dans les paragraphes 11.3.1. et 11.3.2. Le ciblage passif des macrophages
repose sur deux approches, a savoir sur lutilisation de nanovecteurs de 1% génération, c’est-a-dire de

NPs ne présentant aucune modification de surface, ou sur I'utilisation de NPs 2™ génération.

[1.4.3.3.1.1. Nanovecteurs de premiére génération

Les nanoparticules de 1% génération ne permettent pas de ciblage tumoral (sauf foie/rate)
apres administration par voie IV, puisqu’elles sont rapidement éliminées de la circulation sanguine par
les macrophages du systeme réticulo-endothélial. De ce fait, cette voie d’administration peut étre
intéressante dans le cas du ciblage de cancers et de métastases au niveau du foie ou de la rate.
L’administration locale de ces NPs de premiere génération est donc nécessaire pour un ciblage des
TAMs (Chellat et al., 2005).

Tanei et al. ont évalué I'intérét de rediriger les nanoparticules d’albumine liées au paclitaxel
vers les macrophages en les vectorisant dans un nanovecteur multicouches a base de particules
poreuses de silicone (MSV-nAb-PTX, 1 um). Ces NPs ont été utilisées pour le traitement de métastases
hépatiques pour lesquelles aucun traitement efficace n’existe a ce jour du fait de leur faible
vascularisation limitant la délivrance locale d’actifs. In vivo, I’administration intraveineuse des MSV-
nAb-PTX a permis une accumulation 3 fois plus importante du paclitaxel au niveau du foie par rapport
aux nanoparticules d’albumine liée au paclitaxel 1 jour aprés administration, avec une co-localisation
des MSV-nAb-PTX avec les macrophages. La capacité des macrophages a internaliser, stocker, et libérer
le paclitaxel pour qu’il exerce son activité cytotoxique a été démontrée in vitro sur une lignée cellulaire
de cancer du sein (4T1). L'efficacité anti-tumorale des nanovecteurs a également été observée in vivo
sur des modeéles murins de cancers du sein et du poumon métastasés, avec un impact positif sur le
temps de survie des souris (Tanei et al., 2016).

Cullis et al. ont quant a eux démontré démontré que les nanoparticules d’albumine liées au
paclitaxel (Abraxane®), couramment utilisé en traitement de premiére ligne du cancer du pancréas en
association avec la gemcitabine, étaient plus efficacement internalisés par les macrophages RAW 264.7
in vitro apres 30 minutes d’exposition que le paclitaxel libre (Cullis et al., 2017). Les auteurs ont
également mis en évidence que le paclitaxel induisait I'expression génique et la production de
cytokines anti-tumorales (IL1-a, IL1-B, IL6, et TNF-a) 8 heures apres exposition par le biais du récepteur
TLR4, indiquant une polarisation des macrophages vers un phénotype anti-tumoral. lls ont d’ailleurs
démontré que la liaison du paclitaxel a I'albumine potentialisait son action. Cette immunomodulation
a été confirmée in vivo apreés injection intrapéritonéale de I'abraxane® chez un modéle murin de cancer

du pancréas (Cullis et al., 2017).
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Zhao et al. ont conjugué des nanotubes de carbone a des CpG-oligodéoxynucleotides (CNT-
CpG), qui exercent une action immunostimulante sur les TAMs afin d’évaluer leur potentiel anti-
tumoral chez des souris porteuses de gliomes (Zhao et al., 2011). L’administration intra-tumorale des
CNT-CpG au modeéle murin a démontré une amélioration de I'activité des CpG-oligodéoxynucleotides
vis-a-vis des TAMs. Les auteurs ont aussi observé la stimulation d’'une réponse immunitaire anti-
tumorale suite a I'administration des CNT-CpG aux souris, résultant de leur internalisation par les
cellules du systéme immunitaire associées au gliome, principalement les TAMs, comme démontré in
vitro (Zhao et al., 2011).

Bien que de nombreux vecteurs de premiere génération aient démontré une efficacité
thérapeutique résultant d’une action sur les TAMs dans différents modeéles tumoraux, ces vecteurs
sont également reconnus par les cellules du systeme réticulo-endothélial, y compris par les
macrophages de ce systéme, pouvant limiter la concentration en actif délivrée au niveau du site
d’intérét et provoquer des effets toxiques (Qie et al., 2016). Pour permettre un ciblage plus efficace

des TAMs, des modifications de surface des nanovecteurs ont été envisagées.

[1.4.3.3.1.2. Nanovecteurs de 2¢me génération

Les nanovecteurs de deuxieme génération se caractérisant par |'ajout de PEG a leur surface
par adsorption ou par co-polymérisation avec le polymere formant les NPs, permettant de prolonger
leur durée de vie dans la circulation et d’échapper au systeme réticulo-endothélial (Chen et al., 2016).
La furtivité de ces nanovecteurs de 28™¢ génération leur permet d’atteindre le tissu tumoral aprés
administration par voie IV puisqu’il se caractérise par une vascularisation importante, un endothélium
vasculaire plus perméable avec des espaces intercellulaires allant jusqu’a 4 um permettant la diffusion
des NPs dans la tumeur, et un drainage lymphatique moindre permettant la rétention des NPs : c’est

I’effet EPR (« enhanced permeability and retention ») (Figure 21) (Greish, 2010).

Vaisseaux sanguins

Drainage lymphatique inefficace

Figure 21. lllustration de |'effet EPR, permettant le ciblage tumoral passif par les nanoparticules

PEGylées aprés administration IV (d’aprés Chinen et al., 2015)
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Ainsi, Miller et al. ont étudié I'impact des TAMs sur I'activité d’un composé dérivé de platine,
actuellement utilisé en chimiothérapie, apres encapsulation dans des nanoparticules de PLGA-PEG
(Miller et al., 2015). Les auteurs ont démontré que la deplétion des TAMs in vivo chez un modele murin
de fibrosarcome induite par I'administration de liposomes encapsulant le clodronate, diminuait
I'accumulation intra-tumorale des NPs et leur efficacité thérapeutique suggérant I'implication
importante des TAMs dans |’activité des NPs (Figure 22) (Miller et al., 2015).

Shmeeda et al. ont développé des liposomes PEGylés (75-100 nm) encapsulant I'alendronate
et la doxorubicine (PLAD) (Shmeeda et al., 2016). L’administration IV des PLAD chez un modéle murin
de carcinome du poumon résistant a la doxorubicine (greffe sous cutanée de cellules M109R) a
démontré une efficacité anti-tumorale plus importante que les actifs libres, ces derniers n’ayant
montré aucune réponse tumorale. Les PLAD ont également démontré une activité anti-tumorale
supérieure a celle provoquée par le traitement des souris avec les liposomes n’encapsulant que I'un
ou l'autre des actifs, indiquant une synergie entre I'alendronate et la doxorubicine. L’effet de ces
liposomes a également été démontré sur des modeles de cancer ovarien et du col de I'utérus. L'effet
anti-tumoral des liposomes PLAD est attribué a la repolarisation des TAMs pro-tumoraux en
macrophages anti-tumoraux grace a l'action de Il'alendronate ainsi qu’a la cytotoxicité de la
doxorubicine sur les cellules tumorales (Shmeeda et al., 2016).

Dans une autre étude, l'efficacité anti-tumorale de liposomes PEGylés encapsulant la
simvastatine (LCL-SIM) a été évaluée chez un modele murin de mélanome (Alupei et al., 2015). La
simvastatine est couramment utilisée dans le traitement de I’hypercholestérolémie mais agit aussi en
tant qu’actif anti-cancéreux de par une action sur les TAMs, a savoir la réduction du stress oxydatif
induit par ces derniers. Chez le groupe de souris ayant recu les LCL-SIM, une inhibition de la croissance
tumorale importante (85%) a été observée, contrairement au groupe de souris ayant recu la

simvastatine libre pour lequel aucune activité anti-cancéreuse n’a été observée (Alupei et al., 2015).
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Figure 22. Activité et accumulation intra-tumorale des nanoparticules encapsulant un dérivé de
platine. (a) La croissance tumorale chez un modéle murin de fibrosarcome a été évaluée aprés
injection par voie IV de NPs blanches (PLGA-PEG) ou encapsulant le dérivé de platine (TNP). Les

mémes conditions ont été réalisées apres déplétion des TAMs chez les souris par injection
intrapéritonéale de liposomes encapsulant du clodronate (clod-lip). (b) Quantité intra-tumorale de
dérivés de platine encapsulée (TNP), mesurée par spectrométrie d’absorption atomique. La méme

expérience est réalisée aprés déplétion des TAMs chez les souris (Miller et al., 2015)

11.4.3.3.2. Ciblage actif

Des vecteurs de troisieme génération ont également été développés dans le but de
potentialiser I'efficacité du ciblage des TAMs. lls se caractérisent par le greffage de ligands d’intérét a
leur surface, capables de reconnaitre des récepteurs spécifiquement présents ou surexprimés au
niveau tumoral. Parmi les ligands de choix pour le ciblage actif des TAMs, le peptide Lyp-1 et les
polysaccharides tels que le mannose sont les deux stratégies les plus documentées.

En effet, les TAMs surexpriment la protéine p32 a leur surface, a laquelle le peptide Lyp-1 se
lie spécifiquement. Sharma et al. ont développé des NPs polymeres (PLGA) PEGylées fonctionnalisées
avec le peptide Lyp-1 (190-270 nm) pour la distribution de clodronate au sein des TAMs (Sharma et al.,
2013). Bien que la libération du clodronate soit trés rapide (80% dans les premiéres 24 heures), Sharma
et al. ont observé une accumulation des NPs-LyP1 au niveau tumoral aprés administration IV a un
modeéle murin de xénogreffe de cancer du sein, ainsi qu’une diminution du nombre de TAMs. Ces

travaux ont donné lieu a la publication d’un brevet pour les NPs polymeres ainsi que les liposomes
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(brevet US2011/0311616 A1) (Sharma et al., 2013). Le ciblage des TAMs apreés fonctionnalisation avec
ce ligand a également été démontré avec des liposomes PEGylés encapsulant la doxorubicine sur un
modeéle murin de tumeur lymphatique métastatique (Yan et al., 2012).

Les TAMs surexpriment aussi a leur surface le récepteur au mannose, appelé CD206 chez la
souris et MRC-1 chez ’'Homme. Des nanoparticules fonctionnalisées avec du mannose ont donc été
développées et leur capacité de ciblage a été évaluée. Locke et al. ont ainsi démontré par imagerie
I’accumulation de liposomes mannosylés au niveau tumoral 6 heures aprés administration IV chez un
modele murin d’adénocarcinome pulmonaire, alors que leurs analogues non mannosylés étaient
distribués plus largement dans le tissu pulmonaire (Locke et al., 2012).

Ortega et al. ont complexé des micelles polymeres tri-blocs (butyl méthacrylate (BMA),
poly(acide acrylique) (PAA), et acrylate de diméthylaminoéthyle (DMAEMA)) mannosylées avec des
petits ARN interférents (Ortega et al., 2015). Les micelles développées sont pH sensibles puisqu’a faible
pH, les résidus carboxylate du PAA sont protonés, permettant un échappement endosomal. Par
ailleurs, le DMAEMA possede des charges poly-cationiques capables de condenser les oligonucléotides
poly-anioniques de I’ARN et donc leur rétention dans les micelles a pH physiologique. A faible pH, les
micelles sont donc transportées dans le cytoplasme ou la libération des ARN interférents fonctionnels
a lieu. La capacité de ciblage des TAMs par les nanovecteurs a été confirmée in vivo chez des modeéles
murins de cancers du sein et ovarien (Ortega et al., 2015).

Dans une autre étude, la capacité de ciblage des TAMs par des micelles polymeres PEGylées et
mannosylées pour la libération locale de petits ARN interférents a été évaluée (Yu et al., 2013). Dans
cette étude, les auteurs ont associé deux stratégies, I'une étant la furtivité des NPs jusqu’a 'arrivée
des NPs dans le microenvironnement tumoral, par le biais d’'une PEGylation sensible au pH acide du
microenvironnement tumoral (6,8 vs 7,2 pour le pH sanguin) rendue possible grace a la présence d’un
bloc sensible au pH dans les copolymeres tri-blocs (Figure 23), et I'autre étant le ciblage des récepteurs
au mannose des TAMs. Yu et al. ont observé une augmentation de la libération des petits ARN
interférents a des macrophages murins par rapport aux micelles non mannosylées et aux ARN libres,
se traduisant par une fluorescence intracellulaire 40 et 4 fois plus importante qu’aprés exposition aux
ARN libres et aux micelles non mannosylées, respectivement (Yu et al., 2013).

Bien que cette étude ait montré des résultats prometteurs, elle est critiquable compte tenu de
la faible variation de pH et du manque d’étude de stabilité des ARN. Une autre étude a démontré la
capacité de ciblage des TAMs par des nanoparticules polymeres (PLGA) PEGylées et mannosylées (Zhu
et al., 2013). Dans cette étude, Zhu et al. se sont également intéressés a la PEGylation sensible au pH
acide grace a une liaison hydrazone entre les chaines PEG et le PLGA. lls ont observé une accumulation
plus importante des NPs PEGylées mannosylées dans les TAMs par rapports aux NPs PEGylées non

mannosylées 12h aprés administration IV a un modele murin de mélanome, ainsi qu’une accumulation

95



moindre dans les organes du systéme réticulo-endothélial 6 h aprés injection a des souris (foie et rate)

(Zhu et al., 2013).
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Figure 23. Structure des micelles polyméres développées par Yu et al. (2013).

L'intérét thérapeutique de NPs similaires a été évalué chez un modéle murin de cancer du sein
« triple négatif », hautement infiltré par les macrophages par Niu et al. (Niu et al., 2016). Niu et al. ont
ainsi développé des NPs polymeres (PLGA) d’environ 150 nm recouvertes d’un manteau de PEG
sensible au pH et mannosylé. L’équipe a démontré la diminution de la densité en TAMs de prés de 50%
dans les 2 jours suivant I'administration IV des NPs contre moins de 15% aprés administration de
doxorubicine libre. De plus, Niu et al. ont observé une inhibition de la croissance tumorale de maniere
plus importante chez les souris traitées aux NPs fonctionnalisées en comparaison aux souris traitées
avec des NPs non fonctionnalisées ou avec la doxorubicine libre (Niu et al., 2016).

D’autres ligands d’intérét pour le ciblage des TAMs et du microenvironnement tumoral ont été
identifiés, notamment avec le folate (Turk et al., 2004), la Iégumaine (Y. Lin et al., 2013), ou le CD 163

(Etzerodt et al., 2012).
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11.5. Conclusion

Les macrophages jouent un réle central dans la progression de diverses pathologies et
constituent de ce fait une cible thérapeutique intéressante. Du fait du réle phagocytaire des
macrophages, différents types de nanovecteurs ont ainsi été développés pour I'encapsulation d’actifs
et leur délivrance locale au niveau des sites pathologiques d’intérét riches en macrophages. Le ciblage
des TAMs est possible de maniéere passive par le biais de 'utilisation de nanoparticules de 1ére ou de
28me génération. Le ciblage des TAMs par les NPs de 1% génération est efficace aprés administration
locale des nanovecteurs, mais est restreint pour les autres voies d’administration du fait de leur
capture et leur dégradation par les cellules phagocytaires du systeme réticulo-endothélial. La
PEGylation (NPs de 2¢™¢ génération) améliore ce ciblage puisqu’elle rend les NPs furtives, ce qui permet
un ciblage tumoral aprés administration IV et I'échappement des macrophages du systéme réticulo-
endothélial, mais pas de maniére absolue. La quantité d’actifs délivrée au niveau tumoral, et par
conséquent I'efficacité thérapeutique du traitement, est donc limitée. La fonctionnalisation de surface
des nanoparticules a donc été développée pour permettre un ciblage actif des macrophages, efficace
méme apres administration parentérale. Des résultats prometteurs quant au ciblage des macrophages
ont ainsi été obtenus in vitro et in vivo dans le cadre de différentes approches thérapeutiques pour le
traitement de maladies infectieuses telles que la leishmaniose ou le VIH, ainsi que pour le traitement
du cancer notamment. Néanmoins, les mécanismes survenant aprés phagocytose des nanoparticules

ne sont pas toujours clairement établis et nécessitent des études complémentaires.
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Chapitre lll : Vectorisation
d’immunomodulateurs pour une application en
thérapie anti-cancéreuse

L'immunité se définit comme étant la capacité d’un organisme a se défendre contre les corps
étrangers et les agents pathogénes ainsi qu’a éliminer les débris cellulaires, s’opposant ainsi au
développement d’infections et de pathologies diverses. Cependant, dans certains cas, le systeme
immunitaire connait des dysfonctionnements pouvant étre a I’origine soit de sa stimulation incongrue,
comme dans le cas du diabéte, soit de son incapacité a étre activé comme dans le cas du cancer. Le
ciblage du systeme immunitaire est donc une stratégie intéressante et est a ce jour au cceur de
nombreuses études, notamment dans le cas du traitement du cancer. Bien que I'immunothérapie anti-
cancéreuse ne soit a ce jour pas proposée comme traitement de premiére ligne, elle a démontré un
intérét certain en association avec la chimiothérapie notamment. Par ailleurs, l'identification
d’inhibiteurs de points de contrdle du systéme immunitaire et les résultats prometteurs obtenus en
clinique avec de telles molécules, ainsi que I'identification du réle immunomodulateur de différentes
molécules et de leur intérét dans le cadre du traitement du cancer pourraient faire de
I'immunothérapie une stratégie de premier choix.

Ce chapitre décrira brievement I'implication du systéeme immunitaire dans diverses maladies,
en particulier le cancer. Puis, les stratégies principales au coeur de I'immunothérapie anti-cancéreuse
seront présentées, avec un focus sur les immunomodulateurs et leurs systémes d’encapsulation

favorisant le ciblage tumoral notamment.

lll.1. Les maladies impliquant le systeme immunitaire

Les phagocytes (cellules dendritiques, monocytes, macrophages), les lymphocytes (B, T,
« natural killer »), et les granulocytes sont autant de cellules impliquées dans le fonctionnement de la
premiére ligne de défense de l'organisme contre divers pathogénes: le systéme immunitaire.
Paradoxalement, le systeme immunitaire joue un role central dans le développement de diverses
maladies chroniques telles que le diabéete de type 1, I'athérosclérose, ou le cancer. Par ailleurs, le
dysfonctionnement de ce systéme peut étre a I'origine de maladies auto-immunes telles que la
sclérose en plaques, la polyarthrite rhumatoide, la maladie de Crohn ou encore le psoriasis. Cela
implique différents mécanismes. Par exemple, dans le cas du diabéte, I'activation anormale des

lymphocytes T et des cellules dendritiques stimule la présentation des antigenes des cellules béta aux
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lymphocytes T (Wallberg et Cooke, 2013). L’activation des lymphocytes T CD4* par les cellules
dendritiques induit la destruction des cellules béta des il6ts de Langerhans du pancréas par les
macrophages et la production d’anticorps dirigés contre ces cellules par les lymphocytes B. L'activité
cytotoxique des lymphocytes T CD8* est par ailleurs potentialisée par la production de cytokines pro-
inflammatoires. Les cellules béta ne sont alors plus en mesure de produire I'insuline, facteur clé de la
régulation de la glycémie, aboutissant a une hyperglycémie (Wallberg et Cooke, 2013). Par ailleurs,
c’est une inflammation chronique due a l'infiltration de la muqueuse intestinale par les lymphocytes T
auxiliaires de type Th1 qui est a I'origine de la maladie de Crohn (Plevy, 2002). Cet état d’inflammation
chronique est maintenu par la production de diverses cytokines pro-inflammatoires (IL-12, IL-17, TNF-
a, IFN-y) (Plevy, 2002). Enfin, dans le cas de I'athérosclérose, la paroi des vaisseaux est anormalement
infiltrée par des monocytes et des lymphocytes T du fait de I’extravasation des lipoprotéines de basse
densité (LDL) et leur oxydation dans I'espace sous-endothélial, induisant I’'expression de molécules
d’adhérence et de récepteurs aux chimiokines attractives a la surface des cellules endothéliales
(Galkina et Ley, 2009). Il y a alors un recrutement local permanent des monocytes et macrophages,
une internalisation des LDL oxydées et la transformation des macrophages en cellules spumeuses. Les
cellules spumeuses produisent alors diverses cytokines permettant le recrutement des lymphocytes T,
aboutissant a un état pathologique d’inflammation chronique. L’accumulation des cellules spumeuses
et des LDL dans la paroi artérielle constitue alors I'athérome, responsable d’un rétrécissement du
vaisseau sanguin (sténose) pouvant mener a son obturation compléte (thrombose) (Galkina et Ley,
2009). Dans le cas du cancer, le site tumoral est également caractérisé par une inflammation

chronique, qui joue cependant un réle complexe, détaillé dans le paragraphe suivant.

I11.2. Le double réle du systeme immunitaire dans le cancer

Le systeme immunitaire joue un réle double dans le développement du cancer puisqu’il peut
aussi bien agir en faveur de la maladie qu’en sa défaveur. C'est en 1909 que la théorie de
I'immunosurveillance des tumeurs fut établie. Paul Ehrlich a ainsi proposé une corrélation entre les
mécanismes de défense de l'organisme, ie. le systeme immunitaire, et la prévention du
développement tumoral (Ribatti, 2017). C'est seulement par la suite que la mise en jeu d’antigénes
tumoraux a la surface des cellules cancéreuses permettant leur reconnaissance et leur élimination par
le systéme immunitaire fut mis en évidence par Frank Mac Farlane Burnet (Burnet, 1970). Des études
épidémiologiques menées chez des patients atteints de divers cancers (c6lon, glioblastome, intestin,
mélanome, ovarien, prostate, rectal, sein, vessie) sont allées dans ce sens puisqu’elles ont permis de
mettre en évidence une survie plus longue des patients présentant un nombre important de

lymphocytes (B, T, et « natural killer ») (Epstein et Fatti, 1976; Nacopoulou et al., 1981; Deligdisch et
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al., 1982; Jass, 1986; Rilke et al., 1991; Lipponen et al., 1992; Clemente et al., 1996). A l'inverse, des
études ont observé une relation entre une infiltration importante des tumeurs par les lymphocytes T
et une plus faible survie des patients, notamment dans le cas du lymphome et de cancers du sein et
ovarien (Sato et al., 2005; Yan et al., 2011; Nakayama et al., 2017). De plus, comme présenté dans le
chapitre 2, l'infiltration des tumeurs par les macrophages semble avoir un effet délétére sur la survie
des patients, notamment dans le cas des cancers du sein, gastrique, oral, ovarien, ou de la vessie, ou
encore dans le cas de la leucémie (Cavnar et al., 2017; Lewis et Pollard, 2006; Sica et al., 2008).
La théorie des 3E a ainsi été émise, proposant 3 types d’implication du systéme immunitaire dans le
développement du cancer, résultant de I'interaction entre les cellules immunitaires et les cellules
cancéreuses (Figure 24) (Dunn et al., 2002) :
- « Elimination », correspondant a I'immunosurveillance
- « Equilibre », résultant de la mise en place de mécanismes aboutissant a la maitrise de la croissance
tumorale sans toutefois de cytotoxicité envers les cellules tumorales
- « Echappement », correspondant a la résistance des cellules tumorales au systéme immunitaire. Cet
état ne résulte pas seulement du recrutement de cellules immunosuppressives (lymphocytes T
régulateurs, macrophages immunosuppresseurs, cellules myéloides suppressives) puisqu’il est
également influencé par divers autres mécanismes décrits dans la Figure 24 (Ventola, 2017; Wang et
al., 2017).

Au vu de ce role central du systeme immunitaire dans le développement tumoral, de
nombreuses recherches visant a développer des stratégies thérapeutiques ciblant le systéme
immunitaire, notamment lors de I'étape d’échappement tumoral au cours de laquelle son réle est

particulierement délétere, ont été entreprises.
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Figure 24. La théorie des 3 E. Le cancer est associée a un mécanisme inflammatoire provoquant le
recrutement des cellules du systeme immunitaire inné (cellules dendritiques (DC), macrophages
(Md), la sous population de lymphocytes T cytotoxiques y& (LT cyt y6) et les cellules Natural Killer
(NK)) ainsi que celles du systeme immunitaire adaptatif (lymphocytes T cytotoxiques (LT cyt) et
auxiliaires (LT aux)), agissant en faveur de la suppression tumorale par le biais de mécanismes
cytotoxiques et de la sécrétion de cytokines anti-tumorales (IL-12, IFN, TNF-a, perforine, ...). Lors de
I’état d’équilibre tumoral, les cellules cancéreuses résistantes a I’attaque du systéme immunitaire
entrent alors en quiescence : c’est la dormance tumorale. Se met ensuite en place I’échappement
tumoral. Les cellules cancéreuses développent alors des mécanismes leur permettant de ne pas étre
reconnues en tant que cellules anormales vis-a-vis du systéme immunitaire, par le biais d’une perte
des antigénes tumoraux associée a une élimination des protéines du complexe majeur
d’histocompatibilité dont le role est de présenter les antigenes tumoraux aux lymphocytes T. De plus,
des mécanismes immunosuppresseurs sont mis en place avec I'expression de molécules
immunosuppressives, aussi appelées « points de contréle du systeme immunitaire » a la surface des
lymphocytes T ou des TAMs (PD-1, CTLA-4), I'inhibition des lymphocytes T cytotoxiques par les
cellules myéloides suppressives (MDSC) résultant en une inhibition de I'apoptose cellulaire induite
par ces lymphocytes, ainsi que la sécrétion de cytokines pro-tumorales (IL-10, TGF-B, ...). Adapté de

(Schreiber et al., 2011).
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I11.3. Immunothérapies anti-cancéreuses

Ces dernieres années, I'immunothérapie anti-cancéreuse a donc fait I'objet d’un intérét
croissant en tant que stratégie alternative durable en complément a la chimiothérapie anti-tumorale,
I’ablation chirurgicale de la tumeur, ou les radiations. A l'inverse des thérapies anti-cancéreuses de
premiere ligne, I'immunothérapie a pour avantage de prévenir la formation de métastases, et donc
I'invasion tumorale, ainsi que d’agir de maniére durable contre la maladie. Diverses approches ont
ainsi été évaluées dans le cadre du développement d'immunothérapies anti-cancéreuses. Une de ces
approches repose sur l'utilisation d’anticorps monoclonaux ciblant les cellules du systeme
immunitaire, les facteurs pro-tumoraux sécrétés au niveau du microenvironnement tumoral, et plus
récemment les points de contréle du systéme immunitaire ou « checkpoints immunitaires ». Des
vaccins anti-cancéreux ont également été développés pour stimuler le systéeme immunitaire contre le
cancer. Une autre approche concerne |'emploi de molécules immunomodulatrices pouvant
notamment moduler la fonction des macrophages associés aux tumeurs, majoritairement pro-
tumorale, vers une activité anti-tumorale (Velcheti et Schalper, 2016; Ventola, 2017; Zhang et Chen,
2018). La vectorisation de ces actifs immunomodulateurs a fait I'objet de plusieurs études visant a
potentialiser leur action par une amélioration de leur biodisponibilité au niveau tumoral ainsi que de
leur internalisation cellulaire notamment. Le traitement a base de cytokines anti-tumorales (GM-CSF,
interleukines telles que IL-2 et IFN-a) soit en monothérapie, soit par le biais de la vaccination, est une
autre approche envisageable qui a d’ailleurs donné lieu a I'approbation de la FDA pour deux d’entre
elles (IL-2 et IFN-a) mais ne sera pas développée dans cette thése (voir la revue compléte de

Waldmann, 2017).

111.3.1. Anticorps monoclonaux

Les anticorps (AC) monoclonaux, capables de reconnaitre spécifiquement un unique épitope
d’un antigene présenté par un type de cellules du systeme immunitaire ont démontré leur efficacité
dans de nombreux cancers. Ils peuvent étre dirigés contre des cellules du systéme immunitaire dont
la surproduction est a l'origine du cancer (lymphocytes B), ou contre des cytokines pro-tumorales,
résultant en une inhibition de I'angiogenéese par exemple.

Différents anticorps monoclonaux non conjugués sont actuellement approuvés par la « Food
and Drug Administration » (FDA), et utilisés en clinique seuls ou en combinaison avec des actifs de

chimiothérapie (Tableau 2).
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Tableau 2. Exemples d'anticorps monoclonaux approuvés pour une immunothérapie anti-

cancéreuse
Anticorps
monoclonal Antigéne cible Cancer Références
Ibritumomab CD20 des . .
. Lymphome (Grillo-Lépez, 2002)
tiuxetan lymphocytes B
CD20 des Leucémie chronique (Lemery etal.,
Ofatumumab lymphocytes B lymphocytaire 2010)
CD20 des lymphome folliculaire non (Leget et
Rituximab lymphocytes B hodgkinien Czuczman, 1998)

Alemtuzumab

Cetuximab

Panitumumab

Bevacizumab

Trastuzumab

CD52 des
lymphocytes Bet T

Récepteur EGF

Récepteur EGF

VEGF

HER2 (récepteur 2
du facteur de
croissance
épidermique
humain)

Leucémie chronique
lymphocytaire

Cancer colorectal

Cancer colorectal

Cancer du col de I'utérus

Cancer colorectal

Glioblastome

Cancer du poumon non a petites

cellules

Carcinome rénal

Cancer du sein

(Demko et al.,
2008)

(Jonker et al.,
2007)

(Giusti et al., 2007)

(Tewari et al.,
2014)

(Grothey et al.,
2008)

(Cohen et al., 2009)

(Cohen et al., 2007)

(Summers et al.,
2010)

(Amiri-Kordestani
etal., 2014)

L’efficacité anti-cancéreuse des anticorps monoclonaux reste cependant limitée et nécessaite
la combinaison avec des agents cytotoxiques. De ce fait, des anticorps conjugués a d’autres actifs,
notamment des agents cytotoxiques ou des particules radioactives, ont été développés permettant

une activité cytotoxique ciblée contre les cellules tumorales (Sapra et al., 2011).
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111.3.2. Immunothérapie ciblant les points de contrdle du systéme immunitaire

Le 21%™e siécle a été considérablement marqué par les avancées en immunothérapie anti-
tumorale avec le développement d’inhibiteurs des points de contréle du systeme immunitaire (Neves
et Kwok, 2015). Ces points de contrdle sont en effet a I'origine du blocage des réponses lymphocytaires
comme notamment démontré dans le cas du carcinome squameux de la téte et du cou (Lyford-Pike et
al., 2013). Les principales molécules mises en jeu dans ces points de contrdle, et donc ciblées par
I'immunothérapie, sont les marqueurs de surface CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen
4 en anglais) et PD-1 (programmed death 1 en anglais) notamment présents a la surface des
lymphocytes T, mais aussi identifiés plus récemment a la surface des TAMs pro-tumoraux, ainsi que le
marqueur de surface PDL-1 (programmed death-ligand 1 en anglais), présent a la surface des cellules
néoplasiques (Seidel et al., 2018). Les inhibiteurs de ces points de controle permettent de bloquer la
suppression immunitaire contre la croissance tumorale, permettant ainsi I’activation des lymphocytes
T, et donc leur activité cytotoxique envers les cellules néoplasiques. Les mécanismes mis en jeu dans
la suppression immunitaire et dans la levée de cette derniére par les inhibiteurs des points de controle
immunitaire sont schématisés en Figure 25 avec I'exemple des PD-L1 et PD-1.

En 2011, I'ipilumab a été le premier agent ciblant les points de contrdle immunitaires approuvé
par la FDA pour le traitement du mélanome métastatique (Lipson et Drake, 2011). L’ipilumab permet
de lever I'inhibition des lymphocytes T cytotoxiques par le biais d’un ciblage du récepteur CTLA-4
présent a leur surface. Ainsi, dans une étude clinique de phase 3 menée chez 676 patients atteints de
mélanome, I"administration de 3 mg/kg toutes les 3 semaines, jusqu’a 4 cycles d’ipilimumab seul ou
en combinaison avec un vaccin contenant un antigéne tumoral, a savoir le peptide gp100, a permis
d’augmenter la survie globale moyenne des patients de plus de 3 mois (10,1 mois pour la combinaison

thérapeutique contre 6,4 mois pour le vaccin seul) (Lipson et Drake, 2011)
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PD-L1 binds to PD-1 and inhibits Blocking PD-L1 or PD-1 allows

T cell killing of tumor cell T cell killing of tumor cell
Tumor cell
Tumor cell death

PD-L1

Anti-PD-L1

Figure 25. Mécanisme d’échappement au systéme immunitaire des points de contréle immunitaire

PD-1/PD-L1 et inhibition de ces derniers, d’apreés le site internet www.visualsonline.cancer.gov

Trois ans plus tard, deux autres inhibiteurs des points de contréle immunitaires ciblant cette
fois la protéine 1 de mort cellulaire programmeée (PD1) exprimée par les lymphocytes activés ont été
approuvés par la FDA pour le traitement du mélanome métastatique : le pembrolizumab et le
nivolumab. Dans I’étude clinique PN0OO6, 834 patients atteints de mélanome métastatique ont regu 10
mg/kg de pembrolizumab par voie intraveineuse toutes les 2 a 3 semaines ou de I'ipilimumab (3 mg/kg
toutes les 3 semaines, jusqu’a 4 cycles). Un taux de réponse objective, correspondant a la proportion
de patients pour lesquels une stabilisation ou une régression tumorale sont observées, a été noté chez
34% des patients ayant recu le pembrolizumab pendant 2 semaines et chez 33% des patients ayant été
traités pendant 3 semaines (Barone et al., 2017). Depuis, le pembrolizumab a été approuvé pour le
traitement du cancer du poumon non a petites cellules métastatique, des carcinomes épidermoides
(téte et cou), du col de I'utérus, et du lymphome. Quant au nivolumab, c’est a la suite d’'une étude
clinique de phase 3 menée chez 370 patients atteints de mélanome métastatique ou non résécable

qu’il a été approuvé par la FDA (Raedler, 2015). Un taux de réponse objective a été observé chez 32%
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des patients ayant recu 3 mg/kg de nivolumab toutes les 3 semaines, et 87% des patients ont répondu
au traitement durant 2,6 a plus de 10 mois (Raedler, 2015).

En 2016, I'atezolizumab a été approuvé par la FDA pour le traitement du cancer de la vessie
(Ning et al., 2017). L’atezolizumab est un inhibiteur du ligand de la protéine 1 de mort cellulaire
programmée (PD-L1), exprimé a la surface des cellules tumorales et permettant leur liaison aux
lymphocytes T cytotoxiques, a I'origine de leur inactivation (Figure 25). C'est a la suite d’une étude
clinique menée chez 310 patients atteints de carcinome urothélial métastatique que I'atezolizumab a
été approuvé a raison d’une dose de 1,2 g injectée par voie intraveineuse toutes les 3 semaines. Dans
cette étude, un taux de réponse objective de 14,8% a été observé chez tous les patients avec des
réponses durant jusqu’a pres de 14 mois. Depuis, |'atezolizumab a également été approuvé pour le
traitement du cancer du poumon métastatique.

Les inhibiteurs des points de controle immunitaires font ainsi I’'objet d’'un engouement certain
du fait des résultats prometteurs dont ils ont fait preuve dans le cas de divers cancers, avec a ce jour
plus d’une centaine d’études cliniques en cours. Cependant, bien qu’ils aient démontré une efficacité
anti-cancéreuse remarquable, les inhibiteurs des points de controle immunitaires sont associés a des
effets secondaires importants tels qu’une hyper-activation des lymphocytes T endommageant les
tissus sains de divers organes (peau, poumons, tractus gastro-intestinal, foie) de par leur action sur
toutes les cellules du systeme immunitaire, nécessitant I’administration de corticostéroides et I'arrét

du traitement (Ciccarese et al., 2016).

111.3.3. Vaccins anti-cancéreux

Les vaccins anti-cancéreux ont pour but d’induire une réponse immunitaire par le biais de la
sécrétion d’anticorps ciblant des antigénes tumoraux et des protéines oncogénes ou anormalement
exprimées au niveau tumoral. Les vaccins anti-cancéreux peuvent étre préventifs, dans le cas des
cancers induits par le virus du papillome humain (VIH) ou par I’hépatite B, ou curatifs. Il existe divers
types de vaccins curatifs : les vaccins peptidiques, les vaccins a base de cellules dendritiques et les
vaccins a base de cellules tumorales.

Les vaccins peptidiques permettent la reconnaissance des antigenes présents a la surface des
cellules tumorales et 'activation des lymphocytes T cytotoxiques (Parmiani et al., 2014). Cependant,
ils présentent de nombreuses limites incluant le fait que les antigenes présents a la surface des cellules
tumorales différent selon les individus, que les petits peptides présentent une faible demi-vie dans la
circulation sanguine et peuvent se lier a des cellules présentatrices d’antigenes non activatrices de la

réponse immunitaire (Slingluff, 2011).
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Les vaccins a base de monocytes du patient activés ex vivo avec un antigéne tumoral
représentent une autre approche intéressante pour la stimulation du systeme immunitaire contre les
cellules cancéreuses. Le principe de ces vaccins repose sur la réinjection de monocytes possédant un
antigéne tumoral au patient, permettant la différenciation des monocytes en cellules dendritiques qui
vont présenter les antigenes tumoraux aux lymphocytes T, entrainant leur multiplication et leur
activation pour une réponse cytotoxique dirigée contre cet antigene tumoral. La présentation
d’antigenes tumoraux par les cellules dendritiques permet par ailleurs I’activation des lymphocytes T
mémoire permettant une réponse anti-tumorale sur du long terme, diminuant ainsi le risque de
récidive (Banchereau et Palucka, 2005). Parmi ces vaccins, le sipuleucel-T, dirigé contre le cancer de la

prostate, a été le premier a avoir été approuvé par la FDA (Figure 26) (Garcia and Dreicer, 2011).

Ex-Vivo Sipuleucel-T Processing

Leukocytes Monocytes 0
Density-gradient o
centrifugation

Immune cells
_ harvested from
- —~‘ patient with

= GM-CSF

PAP

Fusion protein

prostate CA

Culture: 36-44 hours
- -

"
e Therapy
Infused
monocyte GM-C5F
W > —_—> —_—> Activated APC

osTeell| 7%
Cytokine CD4T cell

CCF
Qo0

Figure 26. Représentation schématique de la méthode de préparation du vaccin Sipuleucel-T et des

mécanismes mis en jeu apres vaccination du patient. Avec APC : cellules présentatrices d’antigenes,
GM-CSF : facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages, PAP : phosphatase

acide prostatique (Garcia et Dreicer, 2011)
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Lors de I’étude clinique de phase lll (IMPACT) réalisée chez 512 patients atteints de cancer de
la prostate résistants a la castration, le sipuleucel-T a permis de prolonger leur survie médiane de 4,1
mois en comparaison aux patients ayant recu un placebo (Cheever et Higano, 2011). Cependant, de
tels vaccins nécessitent le prélevement de cellules leucocytaires du patient, limitant le nombre de
vaccinations envisageables.

Les vaccins a base de cellules tumorales sont quant a eux obtenus a partir des cellules du
patient dans la mesure du possible, ou d’un autre patient dans le cas d’un cancer en phase précoce
lors duquel il est difficile d’obtenir un nombre suffisant de cellules tumorales pour établir le vaccin
(Copier et Dalgleish, 2006). La plupart des cellules tumorales étant peu immunogenes, elles sont
irradiées ex vivo puis mélangées a des adjuvants bactériens stimulant le systeme immunitaire, tel que
le bacille de Calmette et Guérin (BCG). Un exemple de cette stratégie est le vaccin commercialisé sous
le nom de M-VAX, a base de dinitrophényl et efficace contre le mélanome (Berd, 2004).

Cependant, quels qu’ils soient, I'efficacité des vaccins anti-cancéreux reste encore limitée,

notamment du fait du caractere immunosuppressif du microenvironnement tumoral.

l11.3.4. Immunomodulateurs et apport de leur vectorisation

Diverses molécules ont été décrites pour leur influence sur le phénotype des macrophages
ainsi que le recrutement et/ou I'activation des cellules du systéme immunitaire, faisant d’elles des
actifs d’intérét dans le cadre de I'immunothérapie anti-cancéreuse. L'utilisation de ces molécules est
une alternative thérapeutique intéressante aux autres immunothérapies décrites dans ce chapitre,
dont I'efficacité est limitée ou qui sont associées a des toxicités importantes (Guan et al., 2014 ; Hahn
et al., 2017 ; Varricchi, 2017). Les principales molécules et leur mode d’action sont présentés dans le
Tableau 3. L’état de I'art des systemes développés pour leur vectorisation, qu’ils aient été congus pour
I'immunothérapie anti-cancéreuse ou pour une autre application, sera ensuite établi afin de
démontrer la faisabilité de leur vectorisation. Un intérét particulier sera accordé a la famille des
bisphosphonates compte tenu des nombreuses études faisant état de leurs interactions avec les

macrophages.
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I11.3.4.1. Les bisphosphonates

111.3.4.1.1. Généralités

Les bisphosphonates sont des molécules hydrophiles (Log P négatif) usuellement prescrites
pour le traitement de maladies et complications osseuses (ostéoporoses, métastases osseuses,...) ainsi
que les hypercalcémies (De Rosa et al., 2013). En particulier, I'acide zolédronique est commercialisé
sous le nom de Zometa® a raison d’une administration intraveineuse (dose = 4 mg) toutes les 3 a 4
semaines. |l existe 3 générations de bisphosphonates, ceux de 1°¢ génération (clodronate, étidronate,
tiludronate) ne contenant pas d’azote, et ceux de 2™ et 3™¢ génération (alendronate, ibandronate
olpadronate, pamidronate, risédronate, acide zolédronique) (Drake et al., 2008). Les activités des
bisphosphonates sont dérivées de leur structure (Figure 27) (Rogers et al., 2000). Ainsi, leurs
groupements amine, hydroxyle ou phosphonate sur la chaine latérale R1 leur permet la liaison a I’os,

et la structure chimique et 3D de leurs chaines latérales intervient dans la résorption osseuse.

(0]
o 2 o 0 cl oy
/) /) /4
Mo o P—0
cn/fcn /ﬁOH s/fn
> P P
olI™o o IINo oI™o
O (0]
Clodronate Etidronate Tiludronate
o 0
O 0 \/Y
Oy / SV P—0
i - /\/ﬁ
HZNM \/\/\N/\/‘OH Y OH
! OH / 5 .ﬁ\o / 5 .ﬁ\o
o IINo o} 0
(0]
|
A ncanile Ibandronate Olpadronate
0
o L o 0 4
N/ / b
P—0 7 I \P/—O pP—0
Nau /\/ﬁ
HzN/\/‘OH o . | OH
-P\ ,P\ / 0 '"\O
oo oo 2 °
(0] 0 N
Pamidronate Risédronate Zolédronate

Figure 27. Structures chimiques de bisphosphonates de 1°7¢, 2™ et 3°™¢ génération
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111.3.4.1.2. Mécanismes d’action

Des travaux in vitro et in vivo ont permis d’identifier les mécanismes impliqués dans I'action
des bisphosphonates mais ils restent controversés. Ainsi, les bisphosphonates de 1% génération sont
cytotoxiques du fait d’une accumulation intracellulaire de ces derniers a I'origine de dommages
cellulaires irréversibles, et donc a I'apoptose (Rogers et al., 2000 ; Streitbuerger et al., 2011). En
revanche, le groupement amine des bisphosphonates de 2°™¢ et 3°™® génération interviendrait dans
I'inhibition de la farnésyl disphosphate (Farnésyl-PP) synthase de la voie mévalonate (Figure 28)

(Kunzmann et al., 1999).

HMG-CoA

l HMG-CoA réductase

Mévalonate

i Meévalonate kinase
Mévalonate-P

i Phosphomévalonate kinase

Mévalonate-PP
l Mévalonate-PP décarboxylase
Isopentényl-PP (IPP)

i Farnésyl-PP synthase | Bisphosphonates
Géranyl-PP
i Farnésyl-PP synthase j————— Bisphosphonates

Farnésyl-PP
l Farnésyl transférase
Géranyl-géranyl-PP
l, Géranly-géranyl-PP synthase

Géranyl-
géranylation des
protéines

Figure 28. Action des bisphosphonates sur la voie mévalonate

Ce mécanisme d’action semble donner lieu a plusieurs activités des bisphosphonate (Figure
29). Ainsi, I'IPP accumulé a la suite de I'inhibition de la farnésyl-PP synthase par les bisphosphonates
est converti en APPPI qui inhibe la translocase de nucléotides a adénine mitochondriale (Sousa et al.,

2015a). L'inhibition de cette derniére est responsable de I'accumulation intracellulaire d’analogues de
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I’adénosine triphosphate (ATP) toxiques et non hydrolysables, induisant alors I'apoptose des cellules
cibles (Kunzmann et al., 1999). Ce mécanisme semble avoir lieu dans divers types cellulaires incluant
les cellules présentatrices d’antigenes, y compris les macrophages, ainsi que les cellules néoplasiques,
ce qui est intéressant pour le traitement du cancer (Thurnher et al., 2012). Les cellules néoplasiques
présentant la mutation du genes p53 a l'origine d’une augmentation de I’activité de la voie mévalonate
seraient d’autant plus sensibles I'action des bisphosphonates. En effet, la protéine codée par ce gene
a pour roles d’induire I'arrét du cycle cellulaire entre la phase G1 et la phase S et I'apoptose, or la
mutation p53 inactive cette protéine. Par ailleurs, I'accumulation d’isopentényl-pyrophosphate (IPP)
active une sous-population de lymphocytes T cytotoxiques: les lymphocytes T y& (Figure 29)

(Vantourout et al., 2009).
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Figure 29. Inhibition de la voie mévalonate par les bisphosphonates de 2°™ et 3°™ génération et

mécanismes biologique et immunitaires associés (Thurnher et al., 2012)
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Une étude a ainsi démontré I'induction de la prolifération des lymphocytes T y& in vitro par
I'acide zolédronique et le risédronate dans des cellules mononucléées périphériques humaines
(Benzaid et al., 2012). Dans cette méme étude, une réduction du volume tumoral de 46% a été
observée chez un modéle murin de cancer du sein traité avec du risédronate (Benzaid et al., 2012). Par
ailleurs, Maniar et al. ont démontré que I’activation des lymphocytes T y6 par I'acide zolédronique
potentialisait I'activité cytotoxique induite par les Natural Killer (Maniar et al., 2010). Des études pré-
cliniques et cliniques ont également mis en évidence cette activité. Ainsi, des études pré-cliniques
menées sur différents modeéles tumoraux (sein, vessie) ont observé une sensibilisation des cellules
tumorales a I'activité cytotoxique des lymphocytes T y& apres administration d’acide zolédronique,
comme reviewé par Hamilton et al. (Hamilton et al., 2011). Par ailleurs, une étude clinique a démontré
I’activation des lymphocytes T y6 chez des patientes atteintes de cancer du sein aprés administration
d’acide zolédronique (4 mg) (Santini et al., 2009). L’activation de telles cellules témoigne du réle
immunomodulateur de ces derniers (Ang et al., 2016).

Cette action immunomodulatrice n’est pas uniquement induite par I’activation de cette sous-
population de lymphocytes. En effet, Liu et al. ont observé une activité antiproliférative de I'acide
zolédronique in vitro (10 uM) vis-a-vis des lymphocytes T régulateurs , avec une réduction de plus de
28% des cellules apres 12 jours par rapport aux cellules non exposées (Liu et al., 2016). De plus, les
auteurs ont mis en évidence que I'acide zolédronique inhibait la migration de cellules de cancer du
sein de par I'action immunosuppressive des lymphocytes T régulateurs (Liu et al., 2016).

Coscia et al. ont démontré I'activité immunomodulatrice de I'acide zolédronique vis-a-vis des
TAMs in vivo (Coscia et al., 2010). Ainsi, I’administration intraveineuse d’acide zolédronique aux doses
thérapeutiques recommandées pour le traitement des anomalies osseuses (100 ug/kg 1 fois par
semaine pendant 4 semaines, puis 3 semaines sans traitement suivies d’1 injection par semaine) chez
un modeéle murin de cancer mammaire a permis de limiter la croissance tumorale er d’augmenter la
survie médiane des souris par rapport aux souris non traitées. Coscia et al. ont défini in vitro et in vivo
les mécanismes impliqués dans I'activité anti-cancéreuse de I'acide zolédronique (1-100 uM), a savoir
I'inhibition du recrutement et la diminution du nombre de TAMs, la repolarisation des TAMs pro-
tumoraux en macrophages anti-tumoraux, I'inhibition de la voie mévalonate, et I'inhibition de la
prolifération des cellules cancéreuses ainsi que de I'angiogenese (Coscia et al., 2010). Cette étude a
permis de mettre en évidence le potentiel thérapeutique de l'acide zolédronique a renverser
I'immunosuppression du microenvironnement tumoral, responsable de la croissance tumorale, vers
un environnement anti-tumoral. Malgré les résultats prometteurs précédemment décrits, I'intérét
thérapeutique de I'acide zolédronique en tant que modulateur du phénotype des TAMs nécessite des
études supplémentaires, notamment dans le but d’identifier les mécanismes impliqués dans cette

action, encore mal connus.
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Enfin, des études ont mis en évidence l'activité anti-angiogéne des bisphosphonates

(Clézardin, 2013; Tamanoi et al., 2017).

111.3.4.1.3. Etudes cliniques de l'utilisation des bisphosphonates en thérapie anti-cancéreuse

L'intérét thérapeutique des bisphosphonates dans la thérapie anti-cancéreuse a été évaluée
dans de nombreuses études cliniques (150 études terminées ou en cours pour |'acide zolédronique),
principalement vis-a-vis de métastases osseuses. Ainsi, outre I'acide zolédronique (Zometa®), le
pamidronate (Aredia®) et le clodronate (Lytos®) sont notamment commercialisés pour la prévention
et le traitement de métastases osseuses. Cependant, leur utilisation clinique en tant qu’anti-cancéreux
n’est que peu reportée, dans des études peu concluantes.

L'utilisation des liposomes encapsulant le clodronate a fait I’objet de plusieurs études cliniques
mais une méta-analyse révele que son administration orale chez des patients atteints de cancer du
sein ne permet pas une augmentation significative de leur survie globale (Ha et Li, 2007). L’acide
zolédronique a également fait I'objet d’études cliniques. Ainsi, une étude clinique de phase Ill a été
réalisée chez 3360 patients atteints de cancer du sein (stade précoce) ayant recu 4 mg par perfusion
intraveineuse d’acide zolédronique a raison de 3 semaines toutes les 4 semaines durant 6 cycles puis
3 mois tous les 6 mois jusqu’a atteindre 5 ans de traitement (Coleman et al., 2011). Dans cette étude,
I’acide zolédronique n’a pas démontré d’effet anti-cancéreux convenable puisque la survie globale des
patients traités était identique a celle des patients n’ayant pas recu de traitement (Coleman et al.,
2011).

L’échec de ces études cliniques peut s’expliquer par le fait que les bisphosphonates présentent
une faible demi-vie dans la circulation sanguine (15 minutes pour |'acide zolédronique) et ciblent
naturellement le tissu osseux (Caraglia et al., 2010). En effet, cette capacité ciblante du tissu osseux
fait des bisphosphonates des molécules d’intérét pour le ciblage des métastases osseuses, notamment
en tant que ligand de surface de nanoparticules mais s’oppose a leur disponibilité au niveau tumoral
(He et al., 2017). Dans le cadre de la thérapie anti-cancéreuse, |’encapsulation de ces molécules
hydrophiles permettrait donc d’augmenter leur biodisponibilité au niveau tumoral et de favoriser leur

internalisation cellulaire.

111.3.4.1.3. Vectorisation des bisphosphonates

Comme discuté dans le paragraphe 111.3.4.1. de ce chapitre, les bisphosphonates sont des
molécules hydrophiles et ne peuvent de ce fait pas traverser la membrane cellulaire. De plus, leur
structure chimique est telle qu’ils ciblent le tissu osseux, s’opposant a leur biodisponibilité au niveau

tumoral. Afin de potentialiser leur activité et bien que I’encapsulation des molécules hydrophiles reste
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a ce jour un challenge, plusieurs travaux portent sur la vectorisation des bisphosphonates pour une

application a la thérapie anti-cancéreuse.

[11.3.4.1.3.1. Acide zolédronique

Marra et al. ont encapsulé |'acide zolédronique dans des liposomes a base de lécithine d’ceuf,
de cholestérol et de 1,2-diacyl-sn-glycéro-3-phosphoéthanolamine-N[méthoxy(polyéthylene glycol)-
2000] (DSPE-PEG 2000) dans le but de contrer le ciblage osseux de I'actif au profit d’un ciblage tumoral
(Marra et al., 2011). Les auteurs ont modulé les ratios de ces 3 lipides, obtenant ainsi des liposomes
de tailles variables, avec des diamétres moyens de 203 + 26 nm (331 + 97 nm apreés lyophilisation) pour
les liposomes contenant 10 fois moins de DSPE-PEG et de 241 + 36 nm (265 * 64 nm apres
lyophilisation) pour les liposomes contenant 10 fois plus de DSPE-PEG. Par ailleurs, I'efficacité
d’encapsulation de I'acide zolédronique dans ces systémes est limitée puisqu’elle n’excede pas 5,2 +
0,1%, toutes conditions confondues. L’'internalisation cellulaire des liposomes encapsulant I’acide
zolédronique a été confirmée in vitro sur des lignées de cancer de la prostate hormono- et non
hormono-dépendantes aprés co-encapsulation d’'une molécule fluorescente dans ces liposomes. Par
ailleurs, I'activité antiproliférative des liposomes encapsulant I’acide zolédronique a été évaluée sur
différentes lignées cellulaires (cancers de la prostate, du sein, des reins, du cou et de la téte, du
poumon ou du pancréas, mélanome, et myélome multiple humain) par un test MTT. Cette étude a
démontré une activité plus importante de I’acide zolédronique encapsulé par rapport a sa forme libre
sur la quasi-totalité des lignées testées avec une différence particulierement notable sur les lignées de
cancer des reins 769P et de mélanome M14 résistante a la doxorubicine pour les deux formules
développées (Marra et al., 2011). Finalement, I'avantage de I'encapsulation vis-a-vis de I'activité anti-
cancéreuse de l'acide zolédronique a été confirmé in vivo sur un modéle murin de xénogreffe de
myélome et sur un modéle murin de xénogreffe de cancer de la prostate (Figure 30) (Marra et al.,

2011).
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Figure 30. Activité anti-tumorale de I'acide zolédronique sur un modeéle murin de xénogreffe de
cancer de la prostate (PC3). Les souris ont recu du tampon phosphate (CTR), 10 ou 20 pg de
liposomes vides (Lipo-PEG20), 10 ou 20 pg de liposomes encapsulant I’acide zolédronique (LipoZOL-
PEG), ou 10 ou 20 pg d’acide zolédronique vide par voie IV 3 fois par semaine pendant 3 semaines

(moyenne + SD, n=6) (Marra et al., 2011).

La méme équipe a complexé I'acide zolédronique avec des nanoparticules de phosphate de
calcium (CaPZ NPs, 182 + 18 nm) qu’ils ont recouvert de liposomes cationiques PEGylés (pré-PLCaPZ
NPs, 148 + 7 nm) ou qu’ils ont mélangé avec des liposomes cationiques puis PEGylé (post-PLCaPZ NPs,
309 + 163 nm) (Salzano et al., 2011). Ces deux stratégies ont été testées par Salzano et al. afin d’évaluer
I'impact de la méthode de PEGylation sur la stabilité galénique des formules. L’activité antiproliférative
des nanovecteurs a ensuite été évaluée sur différentes lignées cellulaires (cancers de la prostate, du
sein, du cou et de la téte, du poumon ou du pancréas, et myélome multiple humain), toujours par le
biais d'un test MTT. Les auteurs ont ainsi observé une activité plus importante de I’acide zolédronique
encapsulé, quelle que soit la formule considérée, en comparaison a sa forme libre, indépendamment
de la lignée cellulaire, avec une participation variable des nanovecteurs de maniére intrinseéque (NPs
blanches). Les pré-PLCaPZ ont toutefois été sélectionnées pour une étude in vivo du fait de leurs
caractéristiques physicochimiques plus adaptées ainsi que la toxicité moindre des nanoparticules

blanches. L’administration intraveineuse du traitement (20 ug d’acide zolédronique /souris 3 fois par
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semaine durant 3 semaines) a un modele murin de xénogreffe de cancer de la prostate a démontré
une efficacité supérieure des pré-PLCaPZ NPs par rapport a l'acide zolédronique libre avec
respectivement 45% et 15% de réduction de la masse tumorale par rapport aux souris non traitées
(Salzano et al., 2011). Par ailleurs, I’efficacité de tels vecteurs de I'acide zolédronique sur des tumeurs
résistantes a la chimiothérapie, dites « MDR », a également été proposée (Kopecka, 2015).

Dans une autre étude, la méme équipe a comparé |'efficacité de deux formules encapsulant
I’acide zolédronique, a savoir des liposomes a base de phosphatidylcholine, de cholestérol, et de 1,2-
diacyl-sn-glycéro-3-phosphoéthanolamine-N[méthoxy(polyéthylene glycol)] (DSPE-PEG) avec celle de
NPs de phosphate de calcium recouvertes par des liposomes cationiques de composition similaire
hormis la phosphatidylcholine, remplacée par du (N-[1-(2,3-dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-
trimethylammonium) (DOTAP) sur 2 lignées de cancer de la prostate PC-3 et DU-145 (Schiraldi et al.,
2014). Les auteurs ont observé une augmentation de I’activité antiproliférative de I’acide zolédronique
sur la lignée cellulaire PC-3 aprés encapsulation, d’autant plus pour les liposomes. Bien que I'activité
antiproliférative de I'acide zolédronique ait été peu (liposomes) ou pas (NPs) améliorée par son
encapsulation sur l'autre lignée cellulaire (DU-145), une augmentation de son activité cytotoxique
apres encapsulation dans les liposomes a été observée (Schiraldi et al., 2014).

L'acide zolédronique a aussi été encapsulé dans des liposomes PEGylés (PEG 3350) mesurant
environ 157 nm de diametre a base de cholestérol et de phosphatidylcholine obtenus par la technique
d’évaporation en phase inverse (Naseri et al., 2015). Naseri et al. ont observé une activité des
liposomes encapsulant I'acide zolédronique supérieure a celle de I'acide zolédronique libre sur la
lignée cellulaire de cancer du sein 4T1, en particulier a de faibles concentrations. Cependant, bien que
les auteurs aient caractérisé cette activité comme une cytotoxicité, des études complémentaires sont
nécessaires pour confirmer la nature de cette action compte tenu du test utilisé (MTT), qui permet
aussi I'observation d’une action antiproliférative (Naseri et al., 2015).

Dans une autre étude, Sousa et al. ont développé des liposomes encapsulant soit le clodronate,
soit I'acide zolédronique et mesurant moins de 300 nm de diamétre afin de contrer leur affinité a I'os
et ainsi permettre le ciblage tumoral (Sousa et al., 2015a). Les auteurs ont démontré in vitro sur des
macrophages murins (J774) exposés au milieu de culture de cellules de cancer du sein (4T1) que les
liposomes chargés d’acide zolédronique augmentaient la sécrétion de TNF-a par les macrophages
(J774) en comparaison aux macrophages non exposés. Les auteurs ont donc émis I'hypothése que
I’acide zolédronique permettait une polarisation des TAMs en macrophages immunostimulants et
donc anti-tumoraux. Cependant, I'expression d’autres cytokines ne vont pas dans le sens de cette
hypothése et mériteraient des études supplémentaires (Sousa et al., 2015a). Cette étude est donc la

seule ayant a ce jour abordé I'activité immunomodulatrice de I’acide zolédronique encapsulé.
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[11.3.4.1.3.2. Clodronate

Le clodronate étant hydrosoluble (LogP = -2,4), comme tous les bisphosphonates, il lui est
impossible de passer la membrane cellulaire, donc d’exercer une quelconque activité. C'est pour ces
raisons que Van Rooijen et al. ont développé des liposomes encapsulant pour I’encapsuler (Clodrolip®),
permettant d’améliorer sa perméabilité membranaire et de ce fait son utilisation thérapeutique (van
Rooijen et al., 1996). Désormais, de nombreux travaux traitent de I’encapsulation du clodronate dans
des liposomes (Fritz et al., 2014; Gazzaniga et al., 2007).

Par exemple, Monkkdnen et al. ont préparé des liposomes encapsulant le clodronate et a base
de 1,2-distéaroyl-sn-glycéro-3-phosphoglycérol et de cholestérol par évaporation en phase inverse
(Monkkonen et Heath, 1993; Monkkonen et al., 1994). Les auteurs ont démontré une internalisation
50 fois plus importante de la forme encapsulée du clodronate par rapport a sa forme libre par la lignée
de macrophages murins RAW.264 (Monkkonen et Heath, 1993). lls ont aussi démontré que les
liposomes encapsulant le clodronate étaient responsables d’'une modulation du phénotype de ces
mémes macrophages in vitro au profit d’'un phénotype immunosuppresseur avec une inhibition de la
production des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF, ce qui est intéressant dans le cas des
maladies inflammatoires mais n’est pas souhaité dans le cas du traitement du cancer. Cependant, cette
action semble s’atténuer avec le temps d’exposition aux macrophages et requiert des analyses
complémentaires (Monkkodnen et al., 1994).

Sousa et al. ont exposé in vitro sur des macrophages murins (J774) exposés au milieu de culture
de cellules de cancer du sein (4T1) a du clodronate libre ou a des liposomes unilamellaires anioniques
encapsulant du clodronate (Sousa et al., 2015a). De maniére inattendue, les auteurs ont observé une
diminution de différents marqueurs des macrophages pro-inflammatoires aprés exposition des
macrophages au clodronate, notamment des ARNm codant pour le monoxyde d’azote, IL-6, and IL-12
et M-CSF ainsi que de leur expression protéique. De plus, I'activité cytotoxique du clodronate envers
les macrophages a été observée 48 heures apres exposition. Une potentialisation de cette activité
apres encapsulation a été mise en évidence avec des concentrations efficaces médianes (ECso) de
respectivement 73-143 uM et de 2-4 uM pour les formes libre et encapsulée du clodronate (Sousa et
al., 2015a).

Ces liposomes ont par ailleurs été employés pour le développement de modeles in vivo
déficients en TAMs afin de démontrer I'implication de ces derniers dans le développement tumoral,
ou dans l'activité des actifs anti-cancéreux (Zeisberger et al., 2006; Miller et al., 2015; Bader et al.,
2018; Wu et al., 2014). Afin de diminuer le nombre de TAMs chez un modele murin de
rhabdomyosarcome, 24 heures aprés inoculation des cellules néoplasiques, chaque souris a recu par
voie intrapéritonéale une dose initiale de 2 mg de clodronate puis 1 mg de clodronate tous les 4 jours,

soit sous forme de solution dans du tampon phosphate pour sa forme libre, soit encapsulé dans des
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liposomes par voie intrapéritonéale (Zeisberger et al., 2006). Les souris ont été sacrifiées au bout de
22 jours puis des analyses immunohistochimiques issues des coupes de tissu cancéreux prélevées chez
ces derniéres ont été réalisées. Elles ont démontré une déplétion efficace des TAMs par les liposomes
encapsulant le clodronate avec une réduction des TAMs activés (F4/80) de 93% et de 90% pour les

TAMs de la rate (MOMAZ1) (Figure 31).

150+
) CD31

o 1251 1 MOMAT
& | B F4/80
S 1004 _E Em CD11b
B W CDiic
(== .
£ 754
i )
-
% 50 .
o

25 { ., 3 H

= Aadll: fa

fid] (o)) =3
& = a2 s N
N 3 >
Qo +
o o
S
8
O

Figure 31. Analyse immunohistochimique de la déplétion des TAMs chez un modéle murin de
rhabdomyosarcome. 5 groupes de souris ont été établis : 1 groupe contréle traité avec du tampon
phosphate (PB), 2 groupes traités avec des anticorps anti-VEGF (Al et SZH9), 1 groupe traité avec des
liposomes encapsulant du clodronate (Clodrolip) et 1 groupe ayant recu des liposomes encapsulant
du clodronate et I'anticorps anti-VEGF SZH9 (Clodrolip + SZH9). Différentes cellules ont été
quantifiées (% du contrdle PB) : CD 31 : cellules endothéliales, MOMAL : TAMs, F4/80 : TAMs activés,
CD11b : TAMs, CD11c : cellules dendritiques. Les résultats (moyenne + SEM, n=7) sont

significativement différents avec p<0,05 (*), p<0,01 (**) et p<0,001 (***).

Au-dela des liposomes, d’autres systémes ont été développés pour I’encapsulation du
clodronate. Ainsi, Sharma et al. ont évalué I'activité anti-cancéreuse de nanoparticules polymeres
(PLGA) encapsulant le clodronate et fonctionnalisées ou non avec le peptide LyP-1 connu pour cibler
la protéine p32 présente a la surface des TAMs (Sharma et al., 2013). Les nanoparticules obtenues par
I’équipe mesurant entre 190 et 270 nm de diametre et encapsulant moins de 6% (m/m) de clodronate
présentent un profil de libération biphasique avec 50% d’actif libéré aprés 4 heures et 80% apres 24

heures. Dans cette étude, les auteurs ont observé une réduction notable de la viabilité de macrophages
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murins (RAW 264.7) apres 24 heures d’exposition aux nanoparticules encapsulant le clodronate de
maniére concentration dépendante avec 80% de mort cellulaire contre seulement 20% pour les
cellules exposées au clodronate libre (175 uM). Sharma et al. ont également observé un ciblage
efficace des TAMs par les nanoparticules fonctionnalisées avec LyP-1 in vivo chez un modeéle murin de
cancer du sein, permettant une réduction du nombre de TAMs de 50% apres injection intraveineuse
de 150 mg de clodronate/kg de poids corporel et par jour pendant 16 jours. Cependant, bien que ces
résultats soient prometteurs, le traitement des souris avec le clodronate n’a pas permis une réduction
de la croissance tumorale, ceci pouvant s’expliquer par le modele particulierement agressif choisi

(Sharma et al., 2013).

[11.3.4.1.3.3. Acide alendronique

Dans une étude menée par Zhan et al., I'alendronate a été conjugué a un glucomannane issu
de Bletilla striata afin de cibler spécifiquement les TAMs, qui surexpriment le récepteur au mannose a
leur surface (Zhan et al., 2014). Les auteurs ont démontré un ciblage et une déplétion des TAMs aussi
bien in vitro qu’in vivo sur un modeéle murin de sarcome apreés injection intratumorale de 10 mg d’acide
alendronique conjugué/kg de poids corporels tous les 3 jours sur 3 cycles. En revanche, dans les mémes
conditions, I'acide alendronique n’a pas démontré d’activité anti-cancéreuse, avec une croissance
tumorale (diametre, masse) et une survie similaire a celles des souris non traitées (Zhan et al., 2014).

Shmeeda et al. ont co-encapsulé I'alendronate et la doxorubicine, couramment utilisée en
chimiothérapie anti-cancéreuse, dans des liposomes PEGylés afin d’associer immuno- et chimio-
thérapies pour une application au traitement du cancer (Shmeeda et al., 2016). Les liposomes, a base
de phosphatidylcholine, de méthyl PEG-1,2-distéaroyl-sn-glycéro-3-phosphoéthanolamine et de
cholestérol, présentent des tailles de 75 a 100 nm et des efficacités d’encapsulation de seulement 3%
pour I'alendronate et de plus de 80% pour la doxorubicine (Shmeeda et al., 2016). Les liposomes co-
encapsulant I'alendronate et la doxorubicine ont démontré une activité cytotoxique significativement
plus importante par rapport a celle des liposomes n’encapsulant que la doxorubicine in vitro sur une
lignée cellulaire de cancer ovarien, indiquant une synergie entre les actifs (Shmeeda et al., 2016).
Cependant, I'activité cytotoxiques des liposomes nécessite une incubation plus longue avec les cellules
par rapport a la doxorubicine libre, probablement en lien avec la cinétique de libération des actifs. La
potentialisation de I’activité de la doxorubicine par I'alendronate a également été observée in vivo sur
des modeéles murins de cancers du poumon et du sein. Cependant, I'avantage de |’encapsulation de
I’alendronate par rapport a sa forme libre n’a pas été démontré dans cette étude (Shmeeda et al.,

2016).
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Dans une autre étude, |'efficacité anti-cancéreuse de liposomes encapsulant I'alendronate a
été évaluée et a démontré une activation des lymphocytes T cytotoxiques pouvant s’expliquer par une
interaction des liposomes avec les TAMs ou les monocytes circulants (Gutman et al., 2012). Par ailleurs,
une inhibition de la croissance tumorale a été observée chez un modéle murin de cancer du sein traité

avec les liposomes encapsulant I'alendronate (Gutman et al., 2012).

D’autres bisphosphonates ont également été encapsulés (Vaculikova et al., 2014; Ylitalo et al.,
1998). En conclusion, bien que les bisphosphonates soient faiblement encapsulés dans les différents
vecteurs formulés, leur vectorisation ou leur conjugaison a des ligands ciblant les récepteurs des TAMs
permettent d’outrepasser le ciblage du tissu osseux qui s’oppose a leur disponibilité au niveau du
microenvironnement tumoral et donc a leur activité anti-cancéreuse (hors métastases osseuses), et
d’augmenter leur délivrance intracellulaire puisque leur hydrophilie ne leur permet pas de traverser
les membranes cellulaires, de nature lipidique. Les études sont pour la plupart focalisées sur I'activité
anti-cancéreuse des bisphosphonates et non sur leur activité immunomodulatrice. Des études
complémentaires mettant en évidence I'avantage de |’encapsulation des bisphosphonates vis-a-vis de

leur activité immunomodulatrice notamment sont nécessaires.

I11.3.4.2. Acide polyinosinique-polycytidilique

L’acide polyinosinique-polycytidilique (Poly(l:C)) est un ARN double brin synthétique connu
pour ses activités immunomodulatrices et cytotoxiques mais dont I'application clinique est limitée par
sa perte d’activité apres administration systémique de par sa dégradation rapide par les ribonucléases,
méme a de fortes concentrations. Colapicchioni et al. ont encapsulé l'acide polyinosinique-
polycytidilique (Poly(l:C)) dans des nanoparticules hybrides formées d’un noyau de silice entouré d'une
bicouche lipidique cationique mesurant 92 + 9 nm de diameétre qu’ils ont PEGylé (109 + 6 nm) pour des
études in vivo (Colapicchioni et al., 2015). In vitro, I'encapsulation du poly(l :C) dans les nanoparticules
a permis de potentialiser son activité cytotoxique vis-a-vis des lignées cellulaires de cancer du sein
(MCF-7) et de la prostate (PC3) par rapport a sa forme libre (Colapicchioni et al., 2015).

Speth et al. ont quant a eux développé des nanoparticules de chitosan mesurant 384 + 46 nm
et encapsulant le poly(l :C) (88,7 + 2,6% d’encapsulation) pour une application au traitement de la
tuberculose (Speth et al., 2017). Les auteurs ont mis en évidence que les nanoparticules encapsulant
le poly(l:C) étaient plus efficacement internalisées par des macrophages murins issus de moelle
osseuse in vitro que la forme libre du poly(l:C). De plus, Speth et al. ont démontré que les
nanoparticules encapsulant le poly(l :C) permettaient la sécrétion d’IFN-a et d’IFN-B, et agissaient de

maniere synergique avec la Bacille Calmette-Guérin, actuellement employée sous forme de vaccin
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pour traiter la tuberculose. Ainsi, une activation de I'activité pro-inflammatoire des macrophages
exposés (production de monoxyde d’azote et des facteurs pro-inflammatoires TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-12
et de GM-CSF) a été observée, et dans une moindre mesure pour le poly(l :C) libre (Speth et al., 2017).

Les travaux visant a vectoriser le poly(l :C) sont donc trés peu nombreux, et aucun ne s’est
focalisé sur I'intérét de cette derniére vis-a-vis de son action immunomodulatrice dans le cadre de

I'immunothérapie anti-tumorale.

I11.3.4.3. Acide rétinoique

L'acide rétinoique est un des métabolites actifs de la vitamine A et est connu pour son role
dans la modulation de la fonction des macrophages, mais également sur I’activation des lymphocytes
T et la différenciation et la migration des cellules dendritiques au niveau tumoral. L’acide rétinoique a
par ailleurs démontré son efficacité anti-cancéreuse au cours d’études cliniques sur différents cancers
(cancers du sein, de la prostate, du poumon, du rein ou mélanome) par divers mécanismes incluant
des effets anti-prolifératifs et pro-apoptotiques, et une inhibition de I'angiogenese et de la formation
de métastases (Chen et al., 2014). Il a par ailleurs regu I"approbation de la FDA pour le traitement des
lymphomes et des leucémies promyélocytaires aigiies (Chen et al., 2014). Cependant, son utilisation
clinique reste limitée par sa faible stabilité résultant en une faible demi-vie dans la circulation sanguine
(Achkar et al., 1994). Pour passer outre ces inconvénients, I'acide rétinoique a été encapsulé dans
divers types de vecteurs, en particulier des systemes polymeres, des liposomes et des nanoparticules
solides lipidiques.

Dans une étude menée par Jeong et al., I'acide rétinoique a été encapsulé dans des
microsphéeres polyméres de PLGA afin d’évaluer son activité cytotoxique sur la lignée cellulaire de
gliome U87MG (Jeong, 2003). Dans cette étude, les auteurs ont étudié I'influence de plusieurs
paramétres de formulation telles que la concentration en alcool poly-vinylique (PVA) dans la solution
aqueuse ou encore la masse moléculaire du PVA ou du PLGA sur les caractéristiques physico-chimiques
des nanoparticules et sur leur profil de libération (Jeong, 2003). lls ont observé une libération lente
de I'acide rétinoique sur plus de 50 jours avec seulement 30% de libération pour la formule présentant
la libération la plus lente (concentration maximale en acide rétinoique testée de 0,8% m/v de la phase
organique). Finalement, les auteurs ont démontré in vitro que les nanoparticules maintenaient
I’activité cytotoxique de I'acide rétinoique (Jeong, 2003).

La méme équipe a encapsulé l'acide rétinoique dans des nanosphéres composées de
copolymeéres di-blocs, a savoir de la poly(e-caprolactone) (PCL) et du poly(éthyléne glycol) (PEG) (Jeong
et al., 2004). Apres optimisation de divers parameétres de formulation incluant la masse moléculaire du

copolymere di-blocs et la nature du solvant, les auteurs ont mis au point une formule optimale
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mesurant 390 + 175 nm de diamétre, encapsulant 97,3% (m/m) d’acide rétinoique et présentant une
libération prolongée de ce dernier avec environ 30% d’actif libéré aprés 16 jours (Jeong et al., 2004).
Jeong et al. ont démontré par le biais d’un test MTT une activité antiproliférative de I'acide rétinoique
supérieure a celle de sa forme libre sur deux lignées cellulaires de glioblastome (U251MG et U343MG-
A) a des concentrations faibles (5-10 pg/mL), et une activité maintenue sur la lignée cellulaire de
glioblastome U87MG aprés 2 jours d’exposition (Jeong et al., 2004). Ces résultats sont donc
prometteurs quant a I'avantage de I’'encapsulation de I'acide rétinoique vis-a-vis de son utilisation
thérapeutique dans le cadre du glioblastome.

Nastruzzi et al. ont évalué I'activité antiproliférative de liposomes d’acide rétinoique a base de

lécithine d’ceuf sur des lignées cellulaires de leucémie et de mélanome (Nastruzzi et al., 1990). Les
auteurs ont observé une activité antiproliférative de I'acide rétinoique 350 fois plus importante pour
sa forme encapsulée que pour sa forme libre sur la lignée cellulaire de leucémie K562 avec des
concentrations inhibitrices de la prolifération (ICso) de respectivement 0,2 uM et 70 uM (Nastruzzi et
al., 1990).
Compte tenu de la rémission rapide observée chez les patients atteints de leucémie aiglie a
promyélocytes aprés traitement a I'acide rétinoique par voie orale, Drach et al. ont développé une
formule contenant des liposomes encapsulant I'acide rétinoique adaptée a la voie intraveineuse
(Drach et al., 1993). Les auteurs ont démontré I'activité pro-différenciative des liposomes in vitro sur
les lignées de leucémie myéloides humaines HL-60, KG-1 et THP-1. Par la suite, la formule Atragen® a
base de liposomes encapsulant I'acide rétinoique a été développée et a démontré une
pharmacocinétique favorable aprés administration intraveineuse (Ozpolat et al., 2003). L’activité anti-
cancéreuse de cette formule a notamment été évaluée chez 69 patients atteints de leucémie aigiie a
promyélocytes et a démontré des résultats prometteurs. En effet, I'administration de 90 mg/m?/jour
de la formulation par voie intraveineuse aux patients a permis d’obtenir 62% de rémission compléete
chez les patients nouvellement diagnostiqués, 70% chez les patients en rechute n’ayant jamais regu
d’acide rétinoique ou I'ayant regu par voie orale pendant au moins 1 an, et 20% chez les patients en
rechute et résistants au traitement par voie orale a I’acide rétinoique (Douer, 2001).

L'activité anti-cancéreuse de |'acide rétinoique encapsulé dans des nanoparticules lipidiques
solides a notamment été évaluée par Akanda et al. (Akanda et al., 2015). Les nanoparticules (232 + 3
nm), présentant une bonne efficacité d’encapsulation de I'acide rétinoique (>90%) ont été
efficacement internalisées in vitro par la lignée cellulaire de cancer de la prostate LNCaP sur laquelle
elles ont exercé une activité cytotoxique (Akanda et al., 2015). Dans une autre étude, menée par Lim
et al., 'encapsulation de I'acide rétinoique dans des nanoparticules lipidiques solides lyophilisées (246
+ 38 nm) a permis d’améliorer la stabilité de I'acide rétinoique et de maintenir son activité

antiproliférative de I'acide rétinoique sur les lignées cellulaires humaines HL-60 (leucémie
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promyélocytaire), KB (carcinome oral), et MCF-7 (cancer du sein) (Lim et al., 2004). Ces études ne
permettent toutefois pas de conclure sur I'avantage de I’encapsulation de I'acide rétinoique en
comparaison a sa forme libre en terme d’activité anti-cancéreuse et nécessitent donc d’étre
complétées.

Almouazen et al. ont encapsulé I'acide rétinoique dans des nanocapsules de PLA mesurant 193
+ 7 nm de diameétre et présentant un profil de libération biphasique avec 55 * 2% de libération durant
les premiéres 24 h suivies d’une libération prolongée menant a 80% de libération apres 4 jours
(Almouazen et al., 2012). Les auteurs ont mis en évidence l'internalisation des nanocapsules par les
macrophages in vitro sur des macrophages dérivés de moelle osseuse avec une persistance des
nanocapsules au niveau intracellulaire pendant 7 jours. Ces observations ont été confirmées in vivo
chez un modele murin de xénogreffe de gliome. Almouazen et al. ont également mis en évidence la
modulation du profil de sécrétion des macrophages exposés aux nanocapsules encapsulant I'acide
rétinoique in vitro (Almouazen et al., 2012).

L'apport de la vectorisation vis-a-vis de I'activité immunomodulatrice de I'acide rétinoique n’a

donc été abordé que dans une étude et requiert de ce fait plus d’investigations.

111.3.4.4. Hydrazinocurcumine

La capacité de I’hydrazinocurcumine a repolariser les TAMs pro-tumoraux vers un phénotype
anti-tumoral a été démontrée au cours d’études in vitro (Wang et al., 2012; Zhang et al., 2013). Au-
dela de cette activité immunomodulatrice, son activité antiproliférative a été démontrée sur des
lignées cellulaires de cancer du sein MCF-7 et MDA-MB-231 (IC50 < 4 uM aprés 72 heures d’exposition)
(Wang et al., 2012) ainsi que son action inhibitrice de I'angiogenése et de la formation de métastases
ont été suggérées a l'issues d’études in vitro (Shim et al., 2002; Zhang et al., 2013). Bien que cet
analogue de la curcumine, synthétisé pour améliorer sa stabilité, son internalisation cellulaire, et sa
biodisponibilité (Rathore et al., 2008) n’ait a ce jour pas fait I'objet d’études cliniques, sa vectorisation
est intéressante pour le ciblage tumoral.

Ainsi, Liao et al. ont développé des nanoparticules liposomales non fonctionnalisées (110 nm)
ou fonctionnalisées avec un inhibiteur de la légumaine (RR-11a, 150 nm) encapsulant de
I’hydrazinocurcumine afin d’évaluer la capacité de ciblage tumoral de ces nanoparticules (Liao et al.,
2011). En effet, la légumaine est exprimée a la surface des cellules tumorales dans les tumeurs solides
suite au stress hypoxique induit par le microenvironnement tumoral. Les auteurs ont démontré in vitro
par microscopie a fluorescence que les nanoparticules fonctionnalisées permettaient un ciblage
tumoral par rapport aux nanoparticules non fonctionnalisées sur des lignées cellulaires de carcinomes

du colon et du sein sur 6 heures et une réduction de leur accumulation dans les organes du systéeme
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réticulo-endothélial (foie, rate, reins) chez les modéles murins correspondants apres 24 heures (Liao
et al., 2011). Dans une autre étude, I'équipe de chercheurs a démontré I’activité immunomodulatrice
de I’hydrazinocurcumine encapsulée vis-a-vis des macrophages murins (RAW264.7) préalablement
polarisés en macrophages pro-tumoraux par le biais d’une co-culture avec la lignée cellulaire de cancer
du sein 4T1. Zhang et al. ont ainsi mis en évidence la repolarisation des macrophages pro-tumoraux en
macrophages anti-tumoraux in vitro apres exposition aux NPs encapsulant I’hydrazinocurcumine (180
UM, 12 heures) (Zhang et al., 2013). Enfin, 'avantage thérapeutique des nanoparticules a été démontré
in vivo chez un modeéle murin de cancer du sein, avec une inhibition de la croissance tumorale et une
survie plus importante des souris traitées avec les nanoparticules encapsulant I’hydrazinocurcumine
(80% de souris vivantes aprés 2 mois) par rapport a sa forme libre (40% de souris vivantes apres 2
mois). Ces résultats peuvent s’expliquer par la biodisponibilité de I’actif, améliorée par I’encapsulation

(Zhanget al., 2013).

111.3.4.5. Méthylglyoxal

Le méthylglyoxal est un agent anti-cancéreux capable d’induire spécifiquement la mort
cellulaire des cellules cancéreuses mais est rapidement dégradé par voie enzymatique in vivo. C'est
pour cette raison que Chakrabarti et al. ont conjugué le méthylglyoxal avec des nanoparticules de
chitosan (40-100 nm) (Chakrabarti et al., 2014). In vitro, les auteurs ont observé une cytotoxicité des
nanoparticules de méthylglyoxal envers la lignée cellulaire de sarcome plus importante (20-60% de
viabilité) par rapport au méthylglyoxal libre (60-80% de viabilité). Apres injection intraveineuse des
nanoparticules a un modéle murin de sarcome, les auteurs ont observé un recrutement des
macrophages au niveau du site tumoral ainsi qu’une activation de leur activité de phagocytose, une
augmentation de I'expression d’IFN-a et de TNF-a, et la production d’IL-1B, d’IL-6, de dérivés réactifs
de I'oxygéne et de M-CSF, indiquant une polarisation des macrophages en macrophages anti-tumoraux
(Chakrabarti et al., 2014). Une diminution du volume tumoral a été observé chez le groupe de souris
traitées avec les nanoparticules de méthylglyoxal ainsi que chez le groupe traité avec le méthylglyoxal
libre avec une diminution respective des volumes tumoraux de 8 et 2,7 fois. La méme équipe a
également encapsulé avec succés le méthyglyoxal dans des nanoparticules a base de dendrimeres
PAMAM, ces nanoparticules présentant un avantage thérapeutique similaire a celui des nanoparticules

de chitosane (Chakrabarti et al., 2014).
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I11.3.4.6. Oligodésoxynucléotides a motifs CPG non méthylés

Les oligonucléotides a motifs CpG non méthylés (CpG-ODN), caractéristiques de I’ADN
bactérien ou viral, sont décrites pour leur réle immunomodulateur notamment (Taghavi Pourianazar
et Gunduz, 2016). Cependant, elles sont rapidement dégradées par les nucléases sériques et sont
difficilement internalisées par les cellules, limitant leur activité au niveau des cellules tumorales. C'est
pour cette raison que Taghavi Pourianazar et al. ont conjugué les CpG-ODN a des nanoparticules
magnétiques composées d’un noyau magnétique (FesO4) recouvert d’une crolite intermédiaire en
amino-silane (APTS) puis d’une deuxieme crolte constituée de dendriméres de poly(amidoamine)
cationiques (PAMAM) mesurant 40 + 10 nm de diametre (Taghavi Pourianazar et Gunduz, 2016). Les
auteurs ont observé une internalisation des nanoparticules par les lignées cellulaires de cancer du sein
MDA-MB-231 et SKBR3 ainsi qu’une augmentation considérable de I'activité antiproliférative des CpG-
ODN aprés encapsulation en comparaison a leur forme libre (Taghavi Pourianazar et Gunduz, 2016).
Lin et al. ont conjugué les CpG-ODN a des nanoparticules d’or afin de garantir un ciblage des TAMs (A.
Y. Lin et al., 2013). Les nanoparticules d’or sont en effet connues pour s’accumuler préférentiellement
dans les cellules du systéme immunitaire. Trois types de nanoparticules mesurant 15, 30, ou 80 nm de
diametre ont ainsi été développées en fonction de la liaison des CpG-ODN a la surface des
nanoparticules (Figure 32) : liaison directe (CpG-SH), liaison a une queue nucléotidique poly-T (CpG-
T11-SH) ou liaison a un triéthyléne glycol et a une queue nucléotidique poly-T (CpG-TEG-T11-SH) (A. Y.
Lin et al., 2013).
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Figure 32. Représentation schématique des différents conjugués de CpG-ODN a des nanoparticules

(a)

d’or. (a) Le design 1 correspond a la liaison directe des CpG-ODN (lignes noires) a la surface des
nanoparticules, (b) Le design 2 correspond a la liaison des CpG-ODN (lignes noires) aux
nanoparticules par le biais d’'une queue nucléotidique poly-T (CpG-T11-SH) (lignes gris clair), (c) Le
design 3 correspond a la liaison des CpG-ODN (lignes noires) aux nanoparticules par le biais d’un
triéthylene glycol (pointillés) lié a une queue nucléotidique poly-T (CpG-TEG-T11-SH) (lignes gris clair)
(A.Y.Linetal., 2013).
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Les auteurs ont exposé des macrophages murins J774.A1 in vitro aux différents types de
nanoparticules et ont observé une production importante de TNF-a, d’IL-6 et de G-CSF par les
macrophages, particulier a un phénotype anti-tumoral, en particulier pour les nanoparticules CpG-
TEG-T11-SH de 15 nm, ce qui n’était pas le cas pour les macrophages exposés aux CpG-ODN libres.
L’avantage des nanoparticules encapsulant les CpG-ODN par rapport a leur forme libre a également
été démontrée in vivo chez des souris apreés injection intratumorale, avec une inhibition importante
de la croissance tumorale et un prolongement de la survie résultant notamment d’une infiltration de
la tumeur par les cellules immunitaires (macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes T).
Cependant, I'injection intratumorale ne permet pas d‘évaluer le ciblage tumoral, ce qui nécessiterait
une étude complémentaire (A. Y. Lin et al., 2013).

Bourquin et al. ont encapsulé les CpG-ODN dans des nanoparticules de gélatine cationiques
(272 £ 33 nm) (Bourquin et al., 2008). Les auteurs ont démontré que les nanoparticules chargées en
CpG-ODN stimulaient I'activation de lymphocytes T cytotoxiques et induisaient une réponse anti-
tumorale protective chez un modéle murin de mélanome. De plus, Bourquin et al. ont démontré que
I’encapsulation des CpG-ODN permettait un ciblage des cellules présentatrices d’antigénes au niveau
des nceuds lymphatiques, macrophages et cellules dendritiques par exemple, évitant ainsi la

stimulation généralisée néfaste du systeme immunitaire (Bourquin et al., 2008).

I11.3.4.7. Rifampicine

La rifampicine, usuellement prescrite en tant qu’antibiotique pour le traitement de diverses
infections bactériennes incluant la tuberculose, a également été décrite pour son activité inhibitrice
de I'angiogenese au niveau du tissu hépatique, la rendant intéressante pour le traitement des
métastases hépatiques (Shichiri et al., 2009) et son activité immunomodulatrice (Dube et al., 2014). La
rifampicine n’a cependant pas fait I'objet d’études cliniques pour son activité anti-cancéreuse.

Plusieurs systemes d’encapsulation de la rifampicine ont été développés, exclusivement pour
une application au traitement de la tuberculose. Ainsi, la rifampicine a été encapsulée dans des
nanoparticules polyméres de PLGA (228 nm) (Kalluru et al., 2013), des nanoparticules lipidiques solides
(100 nm) (Aboutaleb et al., 2012), des nanoparticules de polybutyl cyanoacrylate (Skidan et al., 2003),
ou encore des nanoparticules lipidiques mannosylées d’environ 315 nm (Vieira et al., 2017). De plus,
Dube et al. ont encapsulé la rifampicine dans des nanoparticules hybrides de 280 nm constituées d’un
cceur polymére composé de PLGA et d’une crolte composée de chitosan et fonctionnalisée avec du
1,3-B-glucane pour le ciblage des macrophages dans le cadre du traitement de la tuberculose (Dube et
al., 2014). Les auteurs ont démontré in vitro que les nanoparticules permettaient de délivrer 4 fois plus

de rifampicine aux macrophages alvéolaire que la rifampicine libre. De plus, apres exposition des
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macrophages aux nanoparticules encapsulant la rifampicine, une augmentation des concentrations en
IL-12, TNF-a et IFN-y a été observée, avec des concentrations respectivement 3, 16 et 23 fois plus
importantes que pour les macrophages non exposés apres 24 heures, témoignant d’une polarisation

des macrophages vers un phénotype pro-inflammatoire (Dube et al., 2014).

Bien que quelques travaux aient abordé la vectorisation de molécules immunomodulatrice et
aient démontré des résultats prometteurs vis-a-vis de leur stabilité, du ciblage des macrophages, ou
encore de l'activité biologique de ces dernieres, trés peu d’études ont abordé l'intérét de la
vectorisation vis-a-vis de leur activité immunomodulatrice. Quoiqu’il en soit, les études décrites dans
ce chapitre démontrent la faisabilité de la vectorisation de ces derniéres, ce qui est une stratégie
intéressante pour potentialiser I'activité de ces actifs par une amélioration de leur biodisponibilité au
niveau tumoral ainsi que de leur délivrance cellulaire. Par ailleurs, des travaux ont démontré la capacité
immunomodulatrice intrinseque des nanoparticules, variable selon leur nature, comme reviewé par
Jiao et al. (Jiao et al., 2014). A titre d’exemple, Fallarini et al. ont démontré une activation des
macrophages RAW 264.7 apres exposition a des nanoparticules d’or de 5 nm fonctionnalisées avec des
disaccharides in vitro (production de TNF-qa, prolifération des lymphocytes T et augmentation de la
production d’IL-2) (Fallarini et al., 2013). Par ailleurs, Huang et al. ont démontré que la poly-
éthylénéimine et le dextran, deux polymeres cationiques, repolarisaient les TAMs vers un phénotype
anti-tumoral in vitro et in vivo par le biais d’une action sur les Toll-like receptor (TLR) (Huang et al.,

2013).

I11.4. Conclusion

Le role central du systéme immunitaire dans le développement de diverses maladies en fait
une cible thérapeutique d’intérét dans le cadre du traitement du cancer notamment. En effet, le cancer
est associé a un dysfonctionnement du systéme immunitaire soutenant le développement de la
maladie. Ainsi, I'immunothérapie anti-tumorale, visant a stimuler le systéeme immunitaire afin
d’éliminer les cellules cancéreuses, a connu des avancées majeures ces dernieres années.
Contrairement aux thérapies usuelles, a savoir la chimiothérapie, la chirurgie ou la radiothérapie,
I'immunothérapie anti-tumorale permet une action anti-cancéreuse sur du long terme. De
nombreuses molécules, déja connues pour leurs effets anti-cancéreux, voire méme utilisées en
clinique pour certaines, sont également dotées d’une activité immunomodulatrice, permettant une
reprogrammation des TAMs pro-tumoraux en macrophages anti-tumoraux par exemple. D’autres

immunomodulateurs agissent de maniere générale sur les cellules immunitaires du

139



microenvironnement tumoral et s’opposent ainsi a la croissance et la progression tumorale. Bon
nombre de ces molécules ont démontré une activité intéressante et ont été encapsulées dans
différents micro- ou nano-systemes, mais I’application des vecteurs en immunothérapie anti-tumorale
est peu documentée. Des études complémentaires sont donc nécessaires pour évaluer I'intérét de
cette vectorisation vis-a-vis de l'activité immunomodulatrice de ces actifs dans le cadre de

I'immunothérapie anti-tumorale.

111.5. Références

Aboutaleb, E., Noori, M., Gandomi, N., Atyabi, F., Fazeli, M.R., Jamalifar, H., Dinarvand, R., 2012.
Improved antimycobacterial activity of rifampin using solid lipid nanoparticles. Int. Nano Lett. 2, 33-
40.

Achkar, C.C., Bentel, J.M., Boylan, J.F., Scher, H.l., Gudas, L.J., Miller, W.H., 1994. Differences in the
pharmacokinetic properties of orally administered all-trans-retinoic acid and 9-cis-retinoic acid in the
plasma of nude mice. Drug Metab. Dispos. Biol. Fate Chem. 22, 451-458.

Akanda, M.H., Rai, R., Slipper, I.J., Chowdhry, B.Z., Lamprou, D., Getti, G., Douroumis, D., 2015. Delivery
of retinoic acid to LNCap human prostate cancer cells using solid lipid nanoparticles. Int. J. Pharm. 493,
161-171.

Almouazen, E., Bourgeois, S., Boussaid, A., Valot, P., Malleval, C., Fessi, H., Nataf, S., Briancon, S., 2012.
Development of a nanoparticle-based system for the delivery of retinoic acid into macrophages. Int. J.
Pharm. 430, 207-215.

Amiri-Kordestani, L., Blumenthal, G.M., Xu, Q.C., Zhang, L., Tang, S.W., Ha, L., Weinberg, W.C., Chi, B.,
Candau-Chacon, R., Hughes, P., Russell, A.M., Miksinski, S.P., Chen, X.H., McGuinn, W.D., Palmby, T.,
Schrieber, S.J., Liu, Q., Wang, J., Song, P., Mehrotra, N., Skarupa, L., Clouse, K., Al-Hakim, A., Sridhara,
R., Ibrahim, A., Justice, R., Pazdur, R., Cortazar, P., 2014. FDA Approval: Ado-Trastuzumab Emtansine
for the Treatment of Patients with HER2-Positive Metastatic Breast Cancer. Clin. Cancer Res. 20, 4436—
4441.

Ang, C., Doyle, E., Branch, A., 2016. Bisphosphonates as potential adjuvants for patients with cancers
of the digestive system. World J. Gastroenterol. 22, 906-916.

Bader, J.E., Enos, R.T., Veldzquez, K.T., Carson, M.S., Nagarkatti, M., Nagarkatti, P.S., Chatzistamou, .,
Davis, J.M., Carson, J.A., Robinson, C.M., Murphy, E.A., 2018. Macrophage depletion using clodronate
liposomes decreases tumorigenesis and alters gut microbiota in the AOM/DSS mouse model of colon
cancer. Am. J. Physiol.-Gastrointest. Liver Physiol. 314, G22—-G31.

Baeke, F., Takiishi, T., Korf, H., Gysemans, C., Mathieu, C., 2010. Vitamin D: modulator of the immune
system. Curr. Opin. Pharmacol. 10, 482-496.

Banchereau, J., Palucka, A.K., 2005. Dendritic cells as therapeutic vaccines against cancer. Nat. Rev.
Immunol. 5, 296-306.

Barone, A., Hazarika, M., Theoret, M.R., Mishra-Kalyani, P., Chen, H., He, K., Sridhara, R., Subramaniam,
S., Pfuma, E., Wang, VY., Li, H., Zhao, H., Zirkelbach, J.F., Keegan, P., Pazdur, R., 2017. FDA Approval
Summary: Pembrolizumab for the Treatment of Patients with Unresectable or Metastatic Melanoma.
Clin. Cancer Res. 23, 5661-5665.

140



Bener, G., J. Félix, A., Sanchez de Diego, C., Pascual Fabregat, I., Ciudad, C.J., Noé, V., 2016. Silencing of
CD47 and SIRPa by Polypurine reverse Hoogsteen hairpins to promote MCF-7 breast cancer cells death
by PMA-differentiated THP-1 cells. BMC Immunol. 17, 32—-43.

Benzaid, I., Monkkonen, H., Bonnelye, E., Monkkonen, J., Clezardin, P., 2012. In vivo Phosphoantigen
Levels in Bisphosphonate-Treated Human Breast Tumors Trigger V 9V 2 T-cell Antitumor Cytotoxicity
through ICAM-1 Engagement. Clin. Cancer Res. 18, 6249-6259.

Berd, D., 2004. M-Vax: an autologous, hapten-modified vaccine for human cancer. Expert Rev. Vaccines
3,521-527.

Bhattacharyya, N., Pal, A, Patra, S., Haldar, A.K., Roy, S., Ray, M., 2008. Activation of macrophages and
lymphocytes by methylglyoxal against tumor cells in the host. Int. Immunopharmacol. 8, 1503-1512.

Binnemars-Postma, K., Storm, G., Prakash, J., 2017. Nanomedicine Strategies to Target Tumor-
Associated Macrophages. Int. J. Mol. Sci. 18, 979-1005.

Bourquin, C., Anz, D., Zwiorek, K., Lanz, A.-L., Fuchs, S., Weigel, S., Wurzenberger, C., von der Borch, P.,
Golic, M., Moder, S., Winter, G., Coester, C., Endres, S., 2008. Targeting CpG Oligonucleotides to the
Lymph Node by Nanoparticles Elicits Efficient Antitumoral Immunity. J. Immunol. 181, 2990-2998.

Bruns, H., Buttner, M., Fabri, M., Mougiakakos, D., Bittenbring, J.T., Hoffmann, M.H., Beier, F.,
Pasemann, S., Jitschin, R., Hofmann, A.D., Neumann, F., Daniel, C., Maurberger, A., Kempkes, B.,
Amann, K., Mackensen, A., Gerbitz, A., 2015. Vitamin D-dependent induction of cathelicidin in human
macrophages results in cytotoxicity against high-grade B cell lymphoma. Sci. Transl. Med. 7, 282ra47-
282ra47.

Burnet, F.M., 1970. The Concept of Immunological Surveillance, in: Schwartz, R.S. (Ed.), Progress in
Tumor Research. S. Karger AG 13, 1-27.

Cao, D., Liang, L., Xu, Y., Sun, J., Lei, M., Wang, M., Wei, Y., Sun, Z., 2018. Tumor associated
macrophages and angiogenesis dual-recognizable nanoparticles for enhanced cancer chemotherapy.
Nanomedicine Nanotechnol. Biol. Med. 14, 651-659.

Caraglia, M., Marra, M., Naviglio, S., Botti, G., Addeo, R., Abbruzzese, A., 2010. Zoledronic acid: an
unending tale for an antiresorptive agent. Expert Opin. Pharmacother. 11, 141-154.

Cavnar, M.J., Turcotte, S., Katz, S.C., Kuk, D., Gonen, M., Shia, J., Allen, P.J., Balachandran, V.P.,
D’Angelica, M.I., Kingham, T.P., Jarnagin, W.R., DeMatteo, R.P., 2017. Tumor-Associated Macrophage
Infiltration in Colorectal Cancer Liver Metastases is Associated With Better Outcome. Ann. Surg. Oncol.
24,1835-1842.

Chakrabarti, A., Talukdar, D., Pal, A.,, Ray, M., 2014. Immunomodulation of macrophages by
methylglyoxal conjugated with chitosan nanoparticles against Sarcoma-180 tumor in mice. Cell.
Immunol. 287, 27-35.

Chatterjee, S., Mookerjee, A., Mookerjee Basu, J., Chakraborty, P., Ganguly, A., Adhikary, A,
Mukhopadhyay, D., Ganguli, S., Banerjee, R., Ashraf, M., Biswas, J., Das, P.K., Sa, G., Chatterjee, M.,
Das, T., Choudhuri, S.K., 2009. A Novel Copper Chelate Modulates Tumor Associated Macrophages to
Promote Anti-Tumor Response of T Cells. PLoS ONE 4, e7048.

Chawla, J.S., Amiji, M.M., 2003. Cellular uptake and concentrations of tamoxifen upon administration
in poly(e-caprolactone) nanoparticles. AAPS PharmSci 5, 28—-34.

Cheever, M.A., Higano, C.S., 2011. PROVENGE (Sipuleucel-T) in Prostate Cancer: The First FDA-
Approved Therapeutic Cancer Vaccine. Clin. Cancer Res. 17, 3520-3526.

Chen, M.-C,, Hsu, S.-L., Lin, H., Yang, T.-Y., 2014. Retinoic acid and cancer treatment. BioMedicine 4, 1-
6.

141



Ciccarese, C., Alfieri, S., Santoni, M., Santini, D., Brunelli, M., Bergamini, C., Licitra, L., Montironi, R.,
Tortora, G., Massari, F., 2016. New toxicity profile for novel immunotherapy agents: focus on immune-
checkpoint inhibitors. Expert Opin. Drug Metab. Toxicol. 12, 57-75.

Clemente, C.G., Mihm, M.C., Bufalino, R., Zurrida, S., Collini, P., Cascinelli, N., 1996. Prognostic value of
tumor infiltrating lymphocytes in the vertical growth phase of primary cutaneous melanoma. Cancer
77,1303-1310.

Clézardin, P., 2013. Mechanisms of action of bisphosphonates in oncology: a scientific concept evolving
from antiresorptive to anticancer activities. BoneKEy Rep. 2, 1-7.

Cohen-Lahav, M., Shany, S., Tobvin, D., Chaimovitz, C., Douvdevani, A., 2006. Vitamin D decreases NFkB
activity by increasing IkBa levels. Nephrol. Dial. Transplant. 21, 889-897.

Cohen, M.H., Gootenberg, J., Keegan, P., Pazdur, R., 2007. FDA Drug Approval Summary: Bevacizumab
(Avastin(R)) Plus Carboplatin and Paclitaxel as First-Line Treatment of Advanced/Metastatic Recurrent
Nonsquamous Non-Small Cell Lung Cancer. The Oncologist 12, 713-718.

Cohen, M.H., Shen, Y.L., Keegan, P., Pazdur, R., 2009. FDA Drug Approval Summary: Bevacizumab
(Avastin(R)) as Treatment of Recurrent Glioblastoma Multiforme. The Oncologist 14, 1131-1138.

Colapicchioni, V., Palchetti, S., Pozzi, D., Marini, E.S., Riccioli, A., Ziparo, E., Papi, M., Amenitsch, H.,
Caracciolo, G., 2015. Killing cancer cells using nanotechnology: novel poly(l:C) loaded liposome—silica
hybrid nanoparticles. J. Mater. Chem. B 3, 7408-7416.

Coleman, R.E., Marshall, H., Cameron, D., Dodwell, D., Burkinshaw, R., Keane, M., Gil, M., Houston, S.J.,
Grieve, R.J., Barrett-Lee, P.J., Ritchie, D., Pugh, J., Gaunt, C., Rea, U., Peterson, J., Davies, C., Hiley, V.,
Gregory, W., Bell, R., 2011. Breast-Cancer Adjuvant Therapy with Zoledronic Acid. N. Engl. J. Med. 365,
1396-1405.

Copier, J., Dalgleish, A., 2006. Overview of Tumor Cell-Based Vaccines. Int. Rev. Immunol. 25, 297—-
319.

Coscia, M., Quaglino, E., lezzi, M., Curcio, C., Pantaleoni, F., Riganti, C., Holen, I., Monkkénen, H.,
Boccadoro, M., Forni, G., Musiani, P., Bosia, A., Cavallo, F., Massaia, M., 2010. Zoledronic acid
repolarizes tumour-associated macrophages and inhibits mammary carcinogenesis by targeting the
mevalonate pathway. J. Cell. Mol. Med. 14, 2803-2815.

Cullis, J., Siolas, D., Avanzi, A., Barui, S., Maitra, A., Bar-Sagi, D., 2017. Macropinocytosis of Nab-
paclitaxel Drives Macrophage Activation in Pancreatic Cancer. Cancer Immunol. Res. 5, 182-190.

Deeb, K.K., Trump, D.L., Johnson, C.S., 2007. Vitamin D signalling pathways in cancer: potential for
anticancer therapeutics. Nat. Rev. Cancer 7, 684—700.

De Rosa, G., Misso, G., Salzano, G., Caraglia, M., 2013. Bisphosphonates and Cancer: What
Opportunities from Nanotechnology? J. Drug Deliv. 2013, 1-17.

Deligdisch, L., Jacobs, A.., Cohen, C.J., 1982. Histologic correlates of virulence in ovarian
adenocarcinoma. Il. Morphologic correlates of host response. Am. J. Obstet. Gynecol. 144, 885-889.

Demko, S., Summers, J., Keegan, P., Pazdur, R., 2008. FDA Drug Approval Summary: Alemtuzumab as
Single-Agent Treatment for B-Cell Chronic Lymphocytic Leukemia. The Oncologist 13, 167-174.

Douer, D., 2001. Treatment of newly diagnosed and relapsed acute promyelocytic leukemia with
intravenous liposomal all-trans retinoic acid. Blood 97, 73—80.

Drach, J., Lopez-Berestein, G., McQueen, T., Andreeff, M., Mehta, K., 1993. Induction of differentiation
in myeloid leukemia cell lines and acute promyelocytic leukemia cells by liposomal all-trans-retinoic
acid. Cancer Res. 53, 2100-2104.

142



Drake, M.T., Clarke, B.L., Khosla, S., 2008. Bisphosphonates: Mechanism of Action and Role in Clinical
Practice. Mayo Clin. Proc. 83, 1032—-1045.

Dube, A., Reynolds, J.L., Law, W.-C., Maponga, C.C., Prasad, P.N., Morse, G.D., 2014. Multimodal
nanoparticles that provide immunomodulation and intracellular drug delivery for infectious diseases.
Nanomedicine Nanotechnol. Biol. Med. 10, 831-838.

Dunn, G.P., Bruce, A.T., lkeda, H., Old, LJ., Schreiber, R.D., 2002. Cancer immunoediting: from
immunosurveillance to tumor escape. Nat. Immunol. 3, 991-998.

Edagwa, B.J., Guo, D., Puligujja, P., Chen, H., McMillan, J., Liu, X., Gendelman, H.E., Narayanasamy, P.,
2014. Long-acting antituberculous therapeutic nanoparticles target macrophage endosomes. FASEB J.
28,5071-5082.

Epstein, N.A., Fatti, L.P., 1976. Prostatic carcinoma: some morphological features affecting prognosis.
Cancer 37, 2455-2465.

Essandoh, K., Li, Y., Huo, J., Fan, G.-C., 2016. MiRNA-Mediated Macrophage Polarization and its
Potential Role in the Regulation of Inflammatory Response: SHOCK 46, 122-131.

Ezzati Nazhad Dolatabadi, J., Hamishehkar, H., Eskandani, M., Valizadeh, H., 2014. Formulation,
characterization and cytotoxicity studies of alendronate sodium-loaded solid lipid nanoparticles.
Colloids Surf. B Biointerfaces 117, 21-28.

Fallarini, S., Paoletti, T., Battaglini, C.0., Ronchi, P., Lay, L., Bonomi, R., Jha, S., Mancin, F., Scrimin, P.,
Lombardi, G., 2013. Factors affecting T cell responses induced by fully synthetic glyco-gold-
nanoparticles. Nanoscale 5, 390-400.

Forghani, P., Waller, E.K., 2015. Poly (I: C) modulates the immunosuppressive activity of myeloid-
derived suppressor cells in a murine model of breast cancer. Breast Cancer Res. Treat. 153, 21-30.

Fridlender, Z.G., Jassar, A., Mishalian, |., Wang, L.-C., Kapoor, V., Cheng, G., Sun, J., Singhal, S., Levy, L.,
Albelda, S.M., 2013. Using macrophage activation to augment immunotherapy of established tumours.
Br. J. Cancer 108, 1288-1297.

Fritz, J.M., Tennis, M.A., Orlicky, D.J., Lin, H., Ju, C., Redente, E.F., Choo, K.S., Staab, T.A., Bouchard,
R.., Merrick, D.T., Malkinson, A.M., Dwyer-Nield, L.D., 2014. Depletion of Tumor-Associated
Macrophages Slows the Growth of Chemically Induced Mouse Lung Adenocarcinomas. Front.
Immunol. 5, 587-598.

Fujiwara, Y., Komohara, Y., lkeda, T., Takeya, M., 2011. Corosolic acid inhibits glioblastoma cell
proliferation by suppressing the activation of signal transducer and activator of transcription-3 and
nuclear factor-kappa B in tumor cells and tumor-associated macrophages. Cancer Sci. 102, 206-211.

Galkina, E., Ley, K., 2009. Immune and Inflammatory Mechanisms of Atherosclerosis. Annu. Rev.
Immunol. 27, 165-197.

Garcia, J.A., Dreicer, R., 2011. Immunotherapy in castration-resistant prostate cancer: integrating
sipuleucel-T into our current treatment paradigm. Oncol. Williston Park N 25, 242-249,

Garcia-Quiroz, J., Garcia-Becerra, R., Santos-Martinez, N., Avila, E., Larrea, F., Diaz, L., 2016. Calcitriol
stimulates gene expression of cathelicidin antimicrobial peptide in breast cancer cells with different
phenotype. J. Biomed. Sci. 23, 78-84.

Gazzaniga, S., Bravo, A.l, Guglielmotti, A., van Rooijen, N., Maschi, F., Vecchi, A., Mantovani, A,,
Mordoh, J., Wainstok, R., 2007. Targeting Tumor-Associated Macrophages and Inhibition of MCP-1
Reduce Angiogenesis and Tumor Growth in a Human Melanoma Xenograft. J. Invest. Dermatol. 127,
2031-2041.

143



Giusti, R.M., Shastri, K.A., Cohen, M.H., Keegan, P., Pazdur, R., 2007. FDA Drug Approval Summary:
Panitumumab (VectibixTM). The Oncologist 12, 577-583.

Gombart, A.F., 2009. The vitamin D—antimicrobial peptide pathway and its role in protection against
infection. Future Microbiol. 4, 1151-1165.

Grace, V.M.B., Siddikuzzaman, null, Rimashree, B., 2015. Liposome encapsulated all trans retinoic acid
(ATRA) has enhanced immunomodulatory and inflammation reducing activities in mice model.
Anticancer Agents Med. Chem. 15, 196—-205.

Grillo-Lépez, A.J., 2002. Zevalin: the first radioimmunotherapy approved for the treatment of
lymphoma. Expert Rev. Anticancer Ther. 2, 485-493.

Grothey, A., Sugrue, M.M., Purdie, D.M., Dong, W., Sargent, D., Hedrick, E., Kozloff, M., 2008.
Bevacizumab Beyond First Progression Is Associated With Prolonged Overall Survival in Metastatic
Colorectal Cancer: Results From a Large Observational Cohort Study (BRITE). J. Clin. Oncol. 26, 5326—
5334.

Gutman, D., Epstein-Barash, H., Tsuriel, M., Golomb, G., 2012. Alendronate Liposomes for Antitumor
Therapy: Activation of y& T Cells and Inhibition of Tumor Growth, in: Zahavy, E., Ordentlich, A, Yitzhaki,
S., Shafferman, A. (Eds.), Nano-Biotechnology for Biomedical and Diagnostic Research. Springer
Netherlands, Dordrecht, 733, 165-179.

Ha, T.C., Li, H., 2007. Meta-analysis of clodronate and breast cancer survival. Br. J. Cancer 96, 1796—
1801.

Hamilton, E., Clay, T.M., Blackwell, K.L., 2011. New Perspectives on Zoledronic Acid in Breast Cancer:
Potential Augmentation of Anticancer Immune Response. Cancer Invest. 29, 533-541.

He, Y., Huang, Y., Huang, Z., Jiang, Y., Sun, X., Shen, Y., Chu, W., Zhao, C., 2017. Bisphosphonate-
functionalized coordination polymer nanoparticles for the treatment of bone metastatic breast cancer.
J. Controlled Release 264, 76—88.

Heckelsmiller, K., Rall, K., Beck, S., Schlamp, A., Seiderer, J., Jahrsdorfer, B., Krug, A., Rothenfusser, S.,
Endres, S., Hartmann, G., 2002. Peritumoral CpG DNA Elicits a Coordinated Response of CD8 T Cells
and Innate Effectors to Cure Established Tumors in a Murine Colon Carcinoma Model. J. Immunol. 169,
3892-3899.

Horlad, H., Fujiwara, Y., Takemura, K., Ohnishi, K., Ikeda, T., Tsukamoto, H., Mizuta, H., Nishimura, Y.,
Takeya, M., Komohara, Y., 2013. Corosolic acid impairs tumor development and lung metastasis by
inhibiting the immunosuppressive activity of myeloid-derived suppressor cells. Mol. Nutr. Food Res.
57,1046-1054.

Huang, Z., Yang, Y., Jiang, Y., Shao, J., Sun, X., Chen, J.,, Dong, L., Zhang, J., 2013. Anti-tumor immune
responses of tumor-associated macrophages via toll-like receptor 4 triggered by cationic polymers.
Biomaterials 34, 746—755.

Jass, J.R., 1986. Lymphocytic infiltration and survival in rectal cancer. J. Clin. Pathol. 39, 585-589.

Jassar, A.S., Suzuki, E., Kapoor, V., Sun, J., Silverberg, M.B., Cheung, L., Burdick, M.D., Strieter, R.M.,
Ching, L.-M., Kaiser, L.R., Albelda, S.M., 2005. Activation of Tumor-Associated Macrophages by the
Vascular Disrupting Agent 5,6-Dimethylxanthenone-4-Acetic Acid Induces an Effective CD8 * T-Cell—
Mediated Antitumor Immune Response in Murine Models of Lung Cancer and Mesothelioma. Cancer
Res. 65,11752-11761.

Jeong, Y., 2003. Preparation of poly(?-lactide-co-glycolide) microspheres encapsulating all-trans
retinoic acid. Int. J. Pharm. 259, 79-91.

144



Jeong, Y.-l., Kang, M.-K., Sun, H.-S., Kang, S.-S., Kim, H.-W., Moon, K.-S., Lee, K.-J., Kim, S.-H., Jung, S.,
2004. All-trans-retinoic acid release from core-shell type nanoparticles of poly(e-
caprolactone)/poly(ethylene glycol) diblock copolymer. Int. J. Pharm. 273, 95-107.

Jiao, Q., Li, L, Mu, Q., Zhang, Q., 2014. Immunomodulation of Nanoparticles in Nanomedicine
Applications. BioMed Res. Int. 2014, 1-19.

Jonker, D.J., O’Callaghan, C.J., Karapetis, C.S., Zalcberg, J.R., Tu, D., Au, H.-J., Berry, S.R., Krahn, M.,
Price, T., Simes, R.J., Tebbutt, N.C., van Hazel, G., Wierzbicki, R., Langer, C., Moore, M.J., 2007.
Cetuximab for the Treatment of Colorectal Cancer. N. Engl. J. Med. 357, 2040-2048.

Kalluru, R., Fenaroli, F., Westmoreland, D., Ulanova, L., Maleki, A., Roos, N., Paulsen Madsen, M.,
Koster, G., Egge-Jacobsen, W., Wilson, S., Roberg-Larsen, H., Khuller, G.K., Singh, A., Nystrom, B.,
Griffiths, G., 2013. Poly(lactide-co-glycolide)-rifampicin nanoparticles efficiently clear Mycobacterium
bovis BCG infection in macrophages and remain membrane-bound in phago-lysosomes. J. Cell Sci. 126,
3043-3054.

Kawarada, Y., Ganss, R., Garbi, N., Sacher, T., Arnold, B., Hammerling, G.J., 2001. NK- and CD8+ T Cell-
Mediated Eradication of Established Tumors by Peritumoral Injection of CpG-Containing
Oligodeoxynucleotides. J. Immunol. 167, 5247-5253.

Kopecka, J., 2015. Self-assembling nanoparticles encapsulating zoledronic acid revert multidrug
resistance in cancer cells. Oncotarget 6, 31461-31478.

Krishnan, A.V., Swami, S., Feldman, D., 2012. The potential therapeutic benefits of vitamin D in the
treatment of estrogen receptor positive breast cancer. Steroids 77, 1107-1112.

Kunzmann, V., Bauer, E., Wilhelm, M., 1999. y/6 T-Cell Stimulation by Pamidronate. N. Engl. J. Med.
340, 737-738.

Leget, G.A., Czuczman, M.S., 1998. Use of rituximab, the new FDA-approved antibody. Curr. Opin.
Oncol. 10, 548-551.

Lemery, S.J., Zhang, J., Rothmann, M.D., Yang, J., Earp, J., Zhao, H., McDougal, A., Pilaro, A., Chiang, R.,
Gootenberg, J.E., Keegan, P., Pazdur, R.,, 2010. U.S. Food and Drug Administration Approval:
Ofatumumab for the Treatment of Patients with Chronic Lymphocytic Leukemia Refractory to
Fludarabine and Alemtuzumab. Clin. Cancer Res. 16, 4331-4338.

Lewis, C.E., Pollard, J.W., 2006. Distinct Role of Macrophages in Different Tumor Microenvironments.
Cancer Res. 66, 605-612.

Liao, D., Liu, Z., Wrasidlo, W., Chen, T., Luo, Y., Xiang, R., Reisfeld, R.A., 2011. Synthetic enzyme
inhibitor: a novel targeting ligand for nanotherapeutic drug delivery inhibiting tumor growth without
systemic toxicity. Nanomedicine Nanotechnol. Biol. Med. 7, 665-673.

Lim, S.-J., Lee, M.-K., Kim, C.-K., 2004. Altered chemical and biological activities of all-trans retinoic acid
incorporated in solid lipid nanoparticle powders. J. Controlled Release 100, 53-61.

Lin, A.Y.,, Mattos Almeida, J.P., Bear, A., Liu, N., Luo, L., Foster, A.E., Drezek, R.A., 2013. Gold
Nanoparticle Delivery of Modified CpG Stimulates Macrophages and Inhibits Tumor Growth for
Enhanced Immunotherapy. PLoS ONE 8, e63550.

Lipponen, P.K., Eskelinen, M.J., Jauhiainen, K., Harju, E., Terho, R., 1992. Tumour infiltrating
lymphocytes as an independent prognostic factor in transitional cell bladder cancer. Eur. J. Cancer Oxf.
Engl. 1990 29A, 69-75.

Lipson, E.J., Drake, C.G., 2011. Ipilimumab: An Anti-CTLA-4 Antibody for Metastatic Melanoma. Clin.
Cancer Res. 17, 6958-6962.

145



Liss, C., Fekete, M.J., Hasina, R., Lingen, M.W., 2002. Retinoic acid modulates the ability of
macrophages to participate in the induction of the angiogenic phenotype in head and neck squamous
cell carcinoma. Int. J. Cancer 100, 283-289.

Liu, H., Wang, S.-H., Chen, S.-C., Chen, C.-Y., Lo, J.-L., Lin, T.-M., 2016. Immune modulation of
CD4+CD25+ regulatory T cells by zoledronic acid. BMC Immunol. 17, 45-54.

Lizotte, P.H., Baird, J.R., Stevens, C.A., Lauer, P., Green, W.R., Brockstedt, D.G., Fiering, S.N., 2014.
Attenuated Listeria monocytogenes reprograms M2-polarized tumor-associated macrophages in
ovarian cancer leading to iINOS-mediated tumor cell lysis. Oncolmmunology 3, e28926.

Lucas, A.T., White, T.F., Deal, A.M., Herity, L.B., Song, G., Santos, C.M., Zamboni, W.C., 2017. Profiling
the relationship between tumor-associated macrophages and pharmacokinetics of liposomal agents in
preclinical murine models. Nanomedicine Nanotechnol. Biol. Med. 13, 471-482.

Lyford-Pike, S., Peng, S., Young, G.D., Taube, J.M., Westra, W.H., Akpeng, B., Bruno, T.C., Richmon, J.D.,
Wang, H., Bishop, J.A., Chen, L., Drake, C.G., Topalian, S.L., Pardoll, D.M., Pai, S.I., 2013. Evidence for a
Role of the PD-1:PD-L1 Pathway in Immune Resistance of HPV-Associated Head and Neck Squamous
Cell Carcinoma. Cancer Res. 73, 1733-1741.

Maniar, A., Zhang, X., Lin, W., Gastman, B.R., Pauza, C.D., Strome, S.E., Chapoval, A.l., 2010. Human
gammadelta T lymphocytes induce robust NK cell-mediated antitumor cytotoxicity through CD137
engagement. Blood 116, 1726-1733.

Mantovani, A., Locati, M., 2013. Tumor-Associated Macrophages as a Paradigm of Macrophage
Plasticity, Diversity, and Polarization: Lessons and Open Questions. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.
33,1478-1483.

Mantovani, A., Sozzani, S., Locati, M., Allavena, P., Sica, A., 2002. Macrophage polarization: tumor-
associated macrophages as a paradigm for polarized M2 mononuclear phagocytes. Trends Immunol.
23, 549-555.

Marra, M., Salzano, G., Leonetti, C., Tassone, P., Scarsella, M., Zappavigna, S., Calimeri, T., Franco, R.,
Liguori, G., Cigliana, G., Ascani, R., La Rotonda, M.I., Abbruzzese, A., Tagliaferri, P., Caraglia, M., De
Rosa, G., 2011. Nanotechnologies to use bisphosphonates as potent anticancer agents: the effects of
zoledronic acid encapsulated into liposomes. Nanomedicine Nanotechnol. Biol. Med. 7, 955-964.

Miller, M.A., Zheng, Y.-R., Gadde, S., Pfirschke, C., Zope, H., Engblom, C., Kohler, R.H., Iwamoto, Y.,
Yang, K.S., Askevold, B., Kolishetti, N., Pittet, M., Lippard, S.J., Farokhzad, O.C., Weissleder, R., 2015.
Tumour-associated macrophages act as a slow-release reservoir of nano-therapeutic Pt(IV) pro-drug.
Nat. Commun. 6, 8692-9004.

Monkkonen, J., Heath, T.D., 1993. The effects of liposome-encapsulated and free clodronate on the
growth of macrophage-like cells in vitro: the role of calcium and iron. Calcif. Tissue Int. 53, 139-146.

Monkkonen, J., Pennanen, N., Lapinjoki, S., Urtti, A., 1994. Clodronate (dichloromethylene
bisphosphonate) inhibits LPS-stimulated IL-6 and TNF production by RAW 264 cells. Life Sci. 54, 229-
234,

Mookerjee, A., 2006. Overcoming Drug-Resistant Cancer by a Newly Developed Copper Chelate
through Host-Protective Cytokine-Mediated Apoptosis. Clin. Cancer Res. 12, 4339-4349.

Nacopoulou, L., Azaris, P., Papacharalampous, N., Davaris, P., 1981. Prognostic significance of
histologic host response in cancer of the large bowel. Cancer 47, 930-936.

Nakayama, S., Yokote, T., Akioka, T., Hiraoka, N., Nishiwaki, U., Miyoshi, T., Iwaki, K., Takayama, A.,
Masuda, Y., Hatooka, J., Fujimoto, M., Nishimura, Y., Tsuji, M., 2017. Infiltration of effector regulatory
T cells predicts poor prognosis of diffuse large B-cell ymphoma, not otherwise specified. Blood Adv. 1,
486—-493.

146



Naseri, M., Akbarzadeh, A., Saffari, Z., Ebrahimi Shahmabadi, H., 2015. The efficiency of Zoledronic acid
loaded liposomal nanoparticles on breast cancer: an in vitro study. J. Curr. Pharma Res. 1586—1590.

Nastruzzi, C., Walde, P., Menegatti, E., Gambari, R., 1990. Liposome-associated retinoic acid. Increased
in vitro antiproliferative effects on neoplastic cells. FEBS Lett. 259, 293-296.

Neves, H., Kwok, H.F., 2015. Recent advances in the field of anti-cancer immunotherapy. BBA Clin. 3,
280-288.

Ngambenjawong, C., Gustafson, H.H., Pun, S.H., 2017b. Progress in tumor-associated macrophage
(TAM)-targeted therapeutics. Adv. Drug Deliv. Rev. 114, 206-221.

Nicolete, R., Santos, D.F. dos, Faccioli, L.H., 2011. The uptake of PLGA micro or nanoparticles by
macrophages provokes distinct in vitro inflammatory response. Int. Immunopharmacol. 11, 1557—
1563.

Ning, Y., Suzman, D., Maher, V.E., Zhang, L., Tang, S., Ricks, T., Palmby, T., Fu, W., Liu, Q., Goldberg,
K.B., Kim, G., Pazdur, R., 2017. FDA Approval Summary: Atezolizumab for the Treatment of Patients
with Progressive Advanced Urothelial Carcinoma after Platinum-Containing Chemotherapy. The
Oncologist 22, 743-749.

Ozpolat, B., Lopez-Berestein, G., Adamson, P., Fu, C.J., Williams, A.H., 2003. Pharmacokinetics of
intravenously administered liposomal all-trans-retinoic acid (ATRA) and orally administered ATRA in
healthy volunteers. J. Pharm. Pharm. Sci. Publ. Can. Soc. Pharm. Sci. Soc. Can. Sci. Pharm. 6, 292—-301.

Pang, L., Qin, J., Han, L., Zhao, W., Liang, J., Xie, Z., Yang, P., Wang, J., 2016. Exploiting macrophages as
targeted carrier to guide nanoparticles into glioma. Oncotarget 7, 37081-37091.

Parmiani, G., Russo, V., Maccalli, C., Parolini, D., Rizzo, N., Maio, M., 2014. Peptide-based vaccines for
cancer therapy. Hum. Vaccines Immunother. 10, 3175-3178.

Penn, C.A,, Yang, K., Zong, H., Lim, J.-Y., Cole, A,, Yang, D., Baker, J., Goonewardena, S.N., Buckanovich,
R.J., 2018. Therapeutic Impact of Nanoparticle Therapy Targeting Tumor-Associated Macrophages.
Mol. Cancer Ther. 17, 96—-106.

Perugini, P., Genta, I., Conti, B., Modena, T., Pavanetto, F., 2001. Long-term release of clodronate from
biodegradable microspheres. AAPS PharmSciTech 2, 6-14.

Plevy, S., 2002. The immunology of inflammatory bowel disease. Gastroenterol. Clin. North Am. 31,
77-92.

Raedler, L.A.,, 2015. Opdivo (Nivolumab): Second PD-1 Inhibitor Receives FDA Approval for
Unresectable or Metastatic Melanoma. Am. Health Drug Benefits 8, 180—183.

Rathore, R., Jain, J.P., Srivastava, A., Jachak, S.M., Kumar, N., 2008. Simultaneous determination of
hydrazinocurcumin and phenol red in samples from rat intestinal permeability studies: HPLC method
development and validation. J. Pharm. Biomed. Anal. 46, 374—-380.

Ribatti, D., 2017. The concept of immune surveillance against tumors: The first theories. Oncotarget 8,
7175-7180.

Rigby, W.F., Shen, L., Ball, E.D., Guyre, P.M., Fanger, M.W., 1984. Differentiation of a human monocytic
cell line by 1,25-dihydroxyvitamin D3 (calcitriol): a morphologic, phenotypic, and functional analysis.
Blood 64, 1110-1115.

Rilke, F., Colnaghi, M.I., Cascinelli, N., Andreola, S., Baldini, M.T., Bufalino, R., Della Porta, G., Ménard,
S., Pierotti, M.A., Testori, A., 1991. Prognostic significance of HER-2/neu expression in breast cancer
and its relationship to other prognostic factors. Int. J. Cancer 49, 44—-49.

Rogers, M.J., Gordon, S., Benford, H.L., Coxon, F.P., Luckman, S.P., Monkkonen, J., Frith, J.C., 2000.
Cellular and molecular mechanisms of action of bisphosphonates. Cancer 88, 2961-2978.

147



Rolny, C., Mazzone, M., Tugues, S., Laoui, D., Johansson, I., Coulon, C., Squadrito, M.L., Segura, I., Li, X.,
Knevels, E., Costa, S., Vinckier, S., Dresselaer, T., Akerud, P., De Mol, M., Saloméki, H., Phillipson, M.,
Wyns, S., Larsson, E., Buysschaert, I., Botling, J., Himmelreich, U., Van Ginderachter, J.A., De Palma, M.,
Dewerchin, M., Claesson-Welsh, L., Carmeliet, P., 2011. HRG Inhibits Tumor Growth and Metastasis by
Inducing Macrophage Polarization and Vessel Normalization through Downregulation of PIGF. Cancer
Cell 19, 31-44.

Salzano, G., Marra, M., Porru, M., Zappavigna, S., Abbruzzese, A., La Rotonda, M.l., Leonetti, C.,
Caraglia, M., De Rosa, G., 2011. Self-assembly nanoparticles for the delivery of bisphosphonates into
tumors. Int. J. Pharm. 403, 292-297.

Santini, D., Martini, F., Fratto, M.E., Galluzzo, S., Vincenzi, B., Agrati, C., Turchi, F., Piacentini, P., Rocci,
L., Manavalan, J.S., Tonini, G., Poccia, F., 2009. In vivo effects of zoledronic acid on peripheral y6 T
lymphocytes in early breast cancer patients. Cancer Immunol. Immunother. 58, 31-38.

Sapra, P., Hooper, A.T., O’'Donnell, C.J., Gerber, H.-P., 2011. Investigational antibody drug conjugates
for solid tumors. Expert Opin. Investig. Drugs 20, 1131-1149.

Sato, E., Olson, S.H., Ahn, J., Bundy, B., Nishikawa, H., Qian, F., Jungbluth, A.A., Frosina, D., Gnjatic, S.,
Ambrosone, C., Kepner, J., Odunsi, T., Ritter, G, Lele, S., Chen, Y.-T., Ohtani, H., Old, L.J., Odunsi, K.,
2005. Intraepithelial CD8+ tumor-infiltrating lymphocytes and a high CD8+/regulatory T cell ratio are
associated with favorable prognosis in ovarian cancer. Proc. Natl. Acad. Sci. 102, 18538-18543.

Schiraldi, C., Zappavigna, S., D’ Agostino, A., Porto, S., Gaito, O., Lusa, S., Lamberti, M., De Rosa, M., De
Rosa, G., Caraglia, M., 2014. Nanoparticles for the delivery of zoledronic acid to prostate cancer cells:
A comparative analysis through time lapse video-microscopy technique. Cancer Biol. Ther. 15, 1524—
1532.

Schreiber, R.D., Old, L.J., Smyth, M.J,, 2011. Cancer Immunoediting: Integrating Immunity’s Roles in
Cancer Suppression and Promotion. Science 331, 1565—-1570.

Seidel, J.A., Otsuka, A., Kabashima, K., 2018. Anti-PD-1 and Anti-CTLA-4 Therapies in Cancer:
Mechanisms of Action, Efficacy, and Limitations. Front. Oncol. 8, 86-99.

Sharma, G., Karmali, P.P., Sugahara, K.N., Xie, H., Kotamraju, V.R., Ruoslahti, E., Smith, J.W., 2013.
Depletion of tumor-associated macrophages with clodronate-loaded plga nanoparticles. Nano LIFE 3,
1343005-1343015.

Shichiri, M., Fukai, N., Kono, Y., Tanaka, Y., 2009. Rifampicin as an oral angiogenesis inhibitor targeting
hepatic cancers. Cancer Res. 69, 4760—4768.

Shim, J.S., Kim, D.H., Jung, H.J., Kim, J.H., Lim, D., Lee, S.-K., Kim, K.-W., Ahn, J.W., Yoo, J.-S., Rho, J.-R,,
Shin, J., Kwon, H.J., 2002. Hydrazinocurcumin, a novel synthetic curcumin derivative, is a potent
inhibitor of endothelial cell proliferation. Bioorg. Med. Chem. 10, 2439-2444,

Shime, H., Matsumoto, M., Oshiumi, H., Tanaka, S., Nakane, A., Iwakura, Y., Tahara, H., Inoue, N., Seya,
T.,2012. Toll-like receptor 3 signaling converts tumor-supporting myeloid cells to tumoricidal effectors.
Proc. Natl. Acad. Sci. 109, 2066—2071.

Shmeeda, H., Amitay, Y., Gorin, J., Tzemach, D., Mak, L., Stern, S.T., Barenholz, Y., Gabizon, A., 2016.
Coencapsulation of alendronate and doxorubicin in pegylated liposomes: a novel formulation for
chemoimmunotherapy of cancer. J. Drug Target. 24, 878-889.

Sica, A., Allavena, P., Mantovani, A., 2008. Cancer related inflammation: The macrophage connection.
Cancer Lett. 267, 204-215.

Skidan, I.N., Gel’perina, S.E., Severin, S.E., Guliaev, A.E., 2003. [Enhanced activity of rifampicin loaded
with polybutyl cyanoacrylate nanoparticles in relation to intracellularly localized bacteria]. Antibiot.
Khimioterapiia Antibiot. Chemoterapy Sic 48, 23-26.

148



Slingluff, C.L., 2011. The Present and Future of Peptide Vaccines for Cancer: Single or Multiple, Long or
Short, Alone or in Combination? Cancer J. 17, 343-350.

Soma, C.E., Dubernet, C., Barratt, G., Benita, S., Couvreur, P., 2000. Investigation of the role of
macrophages on the cytotoxicity of doxorubicin and doxorubicin-loaded nanoparticles on M5076 cells
in vitro. J. Control. Release Off. J. Control. Release Soc. 68, 283—-289.

Sousa, S., Auriola, S., Ménkkdnen, J., Maatta, J., 2015. Liposome encapsulated zoledronate favours M1-
like behaviour in murine macrophages cultured with soluble factors from breast cancer cells. BMC
Cancer 15, 4-14.

Speth, M.T., Repnik, U., Miiller, E., Spanier, J., Kalinke, U., Corthay, A., Griffiths, G., 2017. Poly(l:C)-
Encapsulating Nanoparticles Enhance Innate Immune Responses to the Tuberculosis Vaccine Bacille
Calmette—Guérin (BCG) via Synergistic Activation of Innate Immune Receptors. Mol. Pharm. 14, 4098—
4112.

Streitbuerger, A., Henrichs, M., Ahrens, H., Lanvers-Kaminzky, C., Gouin, F., Gosheger, G., Hardes, J.,
2011. Cytotoxic effect of clodronate and zoledronate on the chondrosarcoma cell lines HTB-94 and
CAL-78. Int Orthop 35, 1369-1373.

Summers, J., Cohen, M.H., Keegan, P., Pazdur, R., 2010. FDA Drug Approval Summary: Bevacizumab
plus Interferon for Advanced Renal Cell Carcinoma. The Oncologist 15, 104-111.

Szymczak, 1., Pawliczak, R., 2016. The Active Metabolite of Vitamin D 3 as a Potential
Immunomodulator. Scand. J. Immunol. 83, 83-91.

Taghavi Pourianazar, N., Gunduz, U., 2016. CpG oligodeoxynucleotide-loaded PAMAM dendrimer-
coated magnetic nanoparticles promote apoptosis in breast cancer cells. Biomed. Pharmacother. 78,
81-91.

Tamanoi, F., Azizian, M., Ashrafi, M., Bathaie, S., 2017. Mevalonate Pathway and Human Cancers. Curr.
Mol. Pharmacol. 10, 77-85.

Tewari, K.S., Sill, M.W,, Long, H.J., Penson, R.T., Huang, H., Ramondetta, L.M., Landrum, L.M., Oaknin,
A., Reid, T.J., Leitao, M.M., Michael, H.E., Monk, B.J., 2014. Improved Survival with Bevacizumab in
Advanced Cervical Cancer. N. Engl. J. Med. 370, 734-743.

Thurnher, M., Nussbaumer, O., Gruenbacher, G., 2012. Novel Aspects of Mevalonate Pathway
Inhibitors as Antitumor Agents. Clin. Cancer Res. 18, 3524—-3531.

Townsend, K., Evans, K.N., Campbell, M.J., Colston, K.W., Adams, J.S., Hewison, M., 2005. Biological
actions of extra-renal 25-hydroxyvitamin D-1a-hydroxylase and implications for chemoprevention and
treatment. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 97, 103-109.

Vaculikova, E., Placha, D., Pisarcik, M., Peikertova, P., Dedkova, K., Devinsky, F., Jampilek, J., 2014.
Preparation of Risedronate Nanoparticles by Solvent Evaporation Technique. Molecules 19, 17848—
17861.

van Rooijen, N., Sanders, A., van den Berg, T.K., 1996. Apoptosis of macrophages induced by liposome-
mediated intracellular delivery of clodronate and propamidine. J. Immunol. Methods 193, 93-99.

Vantourout, P., Mookerjee-Basu, J., Rolland, C., Pont, F., Martin, H., Davrinche, C., Martinez, L.O.,
Perret, B., Collet, X., Perigaud, C., Peyrottes, S., Champagne, E., 2009. Specific Requirements for V 9V
2 T Cell Stimulation by a Natural Adenylated Phosphoantigen. J. Immunol. 183, 3848-3857.

Velcheti, V., Schalper, K., 2016. Basic Overview of Current Immunotherapy Approaches in Cancer. Am.
Soc. Clin. Oncol. Educ. Book 36, 298-308.

Ventola, C.L., 2017. Cancer Immunotherapy, Part 1: Current Strategies and Agents. P T Peer-Rev. J.
Formul. Manag. 42, 375-383.

149



Vieira, A.C., Magalh3des, J., Rocha, S., Cardoso, M.S., Santos, S.G., Borges, M., Pinheiro, M., Reis, S.,
2017. Targeted macrophages delivery of rifampicin-loaded lipid nanoparticles to improve tuberculosis
treatment. Nanomed. 12, 2721-2736.

Vinogradov, S., Warren, G., Wei, X., 2014. Macrophages associated with tumors as potential targets
and therapeutic intermediates. Nanomed. 9, 695—-707.

Waldmann, T.A., 2017. Cytokines in Cancer Immunotherapy. Cold Spring Harb. Perspect. Biol.10, 1-23.
Wallberg, M., Cooke, A., 2013. Immune mechanisms in type 1 diabetes. Trends Immunol. 34, 583-591.

Wang, C., Hu, Z., Zhu, Z., Zhang, X., Wei, Z., Zhang, Y., Hu, D., Cai, Q., 2016. The MSHA strain of
Pseudomonas aeruginosa (PA-MSHA) inhibits gastric carcinoma progression by inducing M1
macrophage polarization. Tumor Biol. 37, 6913-6921.

Wang, M., Zhang, C., Song, Y., Wang, Z.,, Wang, Y., Luo, F., Xu, Y., Zhao, Y., Wu, Z.,, Xu, Y., 2017.
Mechanism of immune evasion in breast cancer. OncoTargets Ther. Volume 10, 1561-1573.

Wang, X., Zhang, Y., Zhang, X., Tian, W., Feng, W., Chen, T., 2012. The curcumin analogue
hydrazinocurcumin exhibits potent suppressive activity on carcinogenicity of breast cancer cells via
STAT3 inhibition. Int. J. Oncol. 40, 1189-1195.

Ward, R., Sims, A.H,, Lee, A, Lo, C., Wynne, L., Yusuf, H., Gregson, H., Lisanti, M.P., Sotgia, F., Landberg,
G., Lamb, R., 2015. Monocytes and macrophages, implications for breast cancer migration and stem
cell-like activity and treatment. Oncotarget 6, 14687—-14699.

Weigert, A., Tzieply, N., von Knethen, A., Johann, A.M., Schmidt, H., Geisslinger, G., Brune, B., 2007.
Tumor Cell Apoptosis Polarizes Macrophages Role of Sphingosine-1-Phosphate. Mol. Biol. Cell 18,
3810-3819.

Wu, X., Schulte, B.C., Zhou, Y., Haribhai, D., Mackinnon, A.C., Plaza, J.A., Williams, C.B., Hwang, S.T.,
2014. Depletion of M2-Like Tumor-Associated Macrophages Delays Cutaneous T-Cell Lymphoma
Development In vivo. J. Invest. Dermatol. 134, 2814-2822.

Yan, M., Jene, N., Byrne, D., Millar, E.K., O’'Toole, S.A., McNeil, C.M., Bates, G.J., Harris, A.L., Banham,
A.H., Sutherland, R.L., Fox, S.B., 2011. Recruitment of regulatory T cells is correlated with hypoxia-
induced CXCR4 expression, and is associated with poor prognosis in basal-like breast cancers. Breast
Cancer Res. 13, 47-56.

Yang, J., Zhang, Z., Chen, C,, Liu, Y., Si, Q., Chuang, T.-H., Li, N., Gomez-Cabrero, A., Reisfeld, R.A., Xiang,
R., Luo, Y., 2014. MicroRNA-19a-3p inhibits breast cancer progression and metastasis by inducing
macrophage polarization through downregulated expression of Fra-1 proto-oncogene. Oncogene 33,
3014-3023.

Ylitalo, R., Mdnkkonen, J., Yla-Herttuala, S., 1998. Effects of liposome-encapsulated bisphosphonates
on acetylated LDL metabolism, lipid accumulation and viability of phagocyting cells. Life Sci. 62, 413—
422.

Yuan, R,, Li, S., Geng, H., Wang, X., Guan, Q., Li, X., Ren, C., Yuan, X., 2017. Reversing the polarization
of tumor-associated macrophages inhibits tumor metastasis. Int. Inmunopharmacol. 49, 30-37.

Zanganeh, S., Hutter, G., Spitler, R., Lenkov, O., Mahmoudi, M., Shaw, A., Pajarinen, J.S., Nejadnik, H.,
Goodman, S., Moseley, M., Coussens, L.M., Daldrup-Link, H.E., 2016. Iron oxide nanoparticles inhibit
tumour growth by inducing pro-inflammatory macrophage polarization in tumour tissues. Nat.
Nanotechnol. 11, 986-994.

Zeisberger, S.M., Odermatt, B., Marty, C., Zehnder-Fjallman, A.H.M., Ballmer-Hofer, K., Schwendener,
R.A., 2006. Clodronate-liposome-mediated depletion of tumour-associated macrophages: a new and
highly effective antiangiogenic therapy approach. Br. J. Cancer 95, 272—-281.

150



Zhan, X., Jia, L., Niu, Y., Qi, H., Chen, X., Zhang, Q., Zhang, J., Wang, Y., Dong, L., Wang, C., 2014. Targeted
depletion of tumour-associated macrophages by an alendronate—glucomannan conjugate for cancer
immunotherapy. Biomaterials 35, 10046—10057.

Zhang, H., Chen, J., 2018. Current status and future directions of cancer immunotherapy. J. Cancer 9,
1773-1781.

Zhang, X., Tian, W., Cai, X.,, Wang, X., Dang, W., Tang, H., Cao, H., Wang, L., Chen, T., 2013.
Hydrazinocurcumin Encapsuled Nanoparticles “Re-Educate” Tumor-Associated Macrophages and
Exhibit Anti-Tumor Effects on Breast Cancer Following STAT3 Suppression. PLoS ONE 8, 65896-65905.

Zheng, X., Turkowski, K., Mora, J., Briine, B., Seeger, W., Weigert, A., Savai, R., 2017. Redirecting tumor-
associated macrophages to become tumoricidal effectors as a novel strategy for cancer therapy.
Oncotarget 8, 48436-48452.

Zhou, Q., Xian, M., Xiang, S., Xiang, D., Shao, X., Wang, J., Cao, J., Yang, X., Yang, B, Ying, M., He, Q.,
2017. All-Trans Retinoic Acid Prevents Osteosarcoma Metastasis by Inhibiting M2 Polarization of
Tumor-Associated Macrophages. Cancer Immunol. Res. 5, 547-559.

151



PARTIE EXPERIMENTALE

152



Chapitre IV : Développement de nanoparticules
encapsulant le calcitriol et prolongeant son
activité anti-cancéreuse

IV.1. Introduction

Les travaux visant a encapsuler le calcitriol en tant qu’actif anti-cancéreux dans des
nanoparticules et a évaluer ses activités antiproliférative et cytotoxique vis-a-vis d’une lignée
d’adénocarcinome mammaire humain (MCF-7) feront I'objet de ce chapitre. L’objectif de cette étude
est d’obtenir des nanoparticules d’une taille proche de 200 nm, présentant un rendement

d’encapsulation du calcitriol élevé ainsi qu’une activité anti-cancéreuse prolongée de ce dernier.

Le calcitriol, métabolite actif de la vitamine D, posséde une activité anti-cancéreuse modulée
par des effets anti-prolifératifs, pro-apoptotiques, pro-différenciatifs, et immunomoduleurs (Deeb et
al., 2007). Cependant, son utilisation clinique en chimiothérapie anti-cancéreuse est limitée par les
doses supraphysiologiques requises pour qu’il soit efficace en tant que tel, a I'origine d’effets
secondaires (Woloszynska-Readetal.,2011). Les nanoparticules représentent donc une approche
thérapeutique intéressante pour potentialiser son activité par un ciblage tumoral, pour assurer son

internalisation cellulaire, et son activité prolongée tout en limitant ses effets secondaires.

Sur la base d’une précédente étude (Almouazen et al., 2013) et du caractére hydrophobe du
calcitriol, nous avons choisi de I’encapsuler dans des nanocapsules polymeéres. Afin de garantir une
libération prolongée du calcitriol, pouvant étre a I'origine d’une activité biologique prolongée, nous
avons porté un intérét particulier a la polarité de I'huile utilisée pour former le cceur des nanocapsules
ainsi qu’au ratio-polymere:huile, définis dans la littérature comme étant des parameétres d’intérét pour

varier le profil de libération des molécules hydrophobes (Mora-Huertas, 2010).

Afin de vérifier la possibilité d’une action prolongée du calcitriol, nous avons étudié ses
activités antiproliférative et cytotoxiques in vitro sur la lignée d’adénocarcinome mammaire humain
MCF-7 pour laquelle la sensibilité au calcitriol est reconnue (Chouvet et al., 1986; Simboli-Campbell et
al.,, 1997 ; Welsh, 2011 ; Almouazen et al., 2013 ; Saracligil et al., 2017). Bien que l'intérét de
I’encapsulation du calcitriol dans des nanosystémes ait fait I’objet de plusieurs travaux (Almouazen et
al., 2013; Ramalho et al., 2015; Sabzichi et al., 2017), aucun n’a démontré un quelconque intérét d’une

libération prolongée de ce dernier vis-a-vis de son activité anti-cancéreuse. Conjointement au fait que
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ces études considérent un temps d’exposition long des cellules cancéreuses au calcitriol (> 72 heures)
et aux travaux ayant démontré I'impact négatif d’'une réduction de ce temps d’exposition sur I’activité
des molécules, nous avons choisi d’évaluer I'activité antiproliférative du calcitriol aprés 2 temps
d’exposition : 24 heures (temps court) et 96 heures (temps long) (Chouvet et al., 1986 ; Rajh et al.,
2016). Par ailleurs, sur la base des travaux de Chouvet et al. (1986), nous avons défini une durée

d’expérimentation de 10 jours.

Nous avons finalement évalué I'activité cytotoxique du calcitriol libre et encapsulé afin de
vérifier I'impact du protocole et I'intérét de I’encapsulation vis-a-vis de cette deuxieme activité du

calcitriol.

La premiére partie de ce chapitre sera consacrée a la présentation des résultats obtenus a
I'issue de ces différentes études et sera présentée sous forme d’article. La deuxiéme partie abordera
quant a elle les résultats complémentaires a notre étude, avec notamment la poursuite des essais in

vitro avec un essai in vivo de suivi de la calcémie post-injection du calcitriol chez des souris.

Faits marquants de I'étude

v’ la présence simultanée d’huile et de polymére permet d’augmenter [Iefficacité
d’encapsulation du calcitriol et de réduire son burst release, faisant des nanocapsules
polyméres une forme galénique d’intérét pour cet actif.

v" ’augmentation de la concentration en polymére des nanoparticules limite le « burst release »
du calcitriol encapsulé.

v" La nature du cceur huileux des nanocapsules, en particularité sa polarité, influence largement
la solubilisation et la rétention du calcitriol, et donc son efficacité d’encapsulation ainsi que
son profil de libération.

v’ la rétention du calcitriol dans le coeur huileux est favorisée par la présence d’une coque dans
laquelle il est faiblement soluble.

v' Le calcitriol posséde des activités antiproliférative et cytotoxique vis-a-vis de la lignée cellulaire
d’adénocarcinome mammaire humain MCF-7.

v’ Le profil de libération du calcitriol est corrélé a son activité. Une libération lente de ce dernier
est associée a une potentialisation de son activité antiproliférative pendant au moins 10 jours.
Une libération immédiate importante du calcitriol est au contraire associée a une réponse

rapide et non durable de ce dernier.
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IV.2. Publication

Polymeric nanocapsules as drug carriers for
sustained anticancer activity of calcitriol in breast
cancer cells

Article publié dans International Journal of Pharmaceutics, doi : 10.1016/j.ijpharm.2018.08.022
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IV.2.1. Abstract

Clinical use of calcitriol (1,25-dihydroxyvitamin D3) as an anticancer agent is currently limited
by the requirement of supraphysiological doses and associated hypercalcemia. Nanoencapsulation of
calcitriol is a strategy to overcome thesedrawbacks, allowing reduced administrated doses and/or
frequency, while retaining the therapeutic activity towards cancer cells. For this purpose, we
investigated the impact of calcitriol encapsulation on its antiproliferative activity and optimized

formulation parameters with that respect.

Calcitriol-loaded polymeric nanoparticles with different polymer:oil ratios were prepared by
the nanoprecipitation method. Nanoparticles had similar mean size (200nm) and EE (85%) whereas
their release profile strongly depended on formulation parameters. Antiproliferative and cytotoxic

activities of formulated calcitriol were evaluated in vitro using human breast adenocarcinoma cells
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(MCF-7) and showed that calcitriol-induced cell growth inhibition was closely related to its release
kinetics. For the most suitable formulation, a sustained cell growth inhibition was observed over

10days compared to free form.

Advantages of calcitriol encapsulation and the role of formulation parameters on its biological
activity in vitro were demonstrated. Selected nanoparticle formulation is a promising calcitriol delivery

system ensuring a prolonged anticancer activity that could improve its therapeutic efficiency.

Graphical abstract
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1V.2.2. Introduction

Calcitriol (1,25-dihydroxyvitamin D3), the active form of vitamin D, has several biological
activities involving its binding to the vitamin D receptor (VDR), a ligand-activated transcription factor
of several genes (Deeb et al., 2007). Calcitriol is currently used in clinic for its activity on calcium and
phosphorus metabolism. It is marketed for oral administration as capsules (0.25 or 0.50 pg) and
solution (1 pg-mL-1). In addition, calcitriol is known for its anti-inflammatory properties, but this has

not been translated into clinical practice (Di Rosa et al., 2011). Several studies concluded that low blood
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levels of calcitriol were associated with high cancer incidence and low survival, especially for breast
cancer (Duffy et al., 2017, Feldman et al., 2014). The anticancer activity of calcitriol has been
demonstrated in vitro on cancer-derived cell cultures, and in vivo upon either calcitriol administration
or a vitamin D supplementation of the diet using various animal models (Feldman et al., 2014).
Calcitriol exerts its anticancer effects through several mechanisms depending on experimental
conditions and tumor types. They include growth inhibition, induction of apoptosis, and stimulation of
differentiation (Deeb et al., 2007). The consistency of these findings across cell cultures and animal
experiments suggests that calcitriol could be used for cancer treatment, notably in the case of

hormone-dependent breast and prostate cancers (Ben-Eltriki et al., 2016, Krishnan et al., 2012).

The anticancer activity of calcitriol has been evaluated in clinical studies in combination with
other anticancer agents, including docetaxel, paclitaxel and imatinib, showing additive to synergistic
effects (Maj et al., 2015, Woloszynska-Read et al., 2011). However, efficient anticancer activity of
calcitriol requires supraphysiological doses (1-1000 nM in vitro and >1 nM in vivo) that preclude
clinical use because of the high risk of hypercalcemia-related side effects (Woloszynska-Read et al.,
2011). Even with intermittent dose schedules proposed to limit hypercalcemia, the maximal tolerated
dose of calcitriol was as low as 60 ug per os per week. In addition, no actual efficacy was observed in
the last large clinical trial (ASCENT-2) conducted on 953 patients with metastatic castration-resistant
prostate cancer receiving 45 ug of calcitriol per os per week in combination with docetaxel and
dexamethasone (Scher et al., 2011). Calcitriol has a short half-life in bloodstream (10 h for the
marketed oral dosage forms and around 5 h for intravenous forms) and a high protein binding ratio,
which makes available dosage forms inconvenient for cancer treatment (Ben-Eltriki et al., 2016,
Wagner et al., 2013). It is worth considering that actual efficiency relies on the concentration and
lifetime of calcitriol inside cancer cells. Thus, the importance of intracellular calcitriol level was
demonstrated in experiments on human prostate cancer cell line DU-145 that overexpresses 24-
hydroxylase (Ly et al., 1999). Ly et al. (1999) showed that liarozole fumarate (CYP24A1 catabolism
enzyme inhibitor) prolonged the intracellular half-life of calcitriol from 11 to 31 h and increased its

antiproliferative activity.

For these reasons, it is considered that calcitriol encapsulation using NPs is expected suitable
for cancer therapy regarding four physiological aspects: i) it may protect calcitriol against degradation
or elimination in the bloodstream, ii) it may inhibit calcitriol systemic side effects, notably
hypercalcemia, iii) NPs may increase tumor targeting, and iv) NPs may enhance calcitriol cellular
delivery and prolong its intracellular residence time by limiting its catabolism and its exocytosis. Data

supporting these starting hypotheses come from our previous work showing that encapsulated
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calcitriol into polymeric NCs had a rapid release profile and a similar antiproliferative activity over
10 days in vitro on MCF-7 cells as compared to free calcitriol (Almouazen et al., 2013). The efficacy of
encapsulated calcitriol systems has also been reported in few studies and confirmed the interest of
calcitriol nanoencapsulation regarding its anticancer activities (Ramalho et al., 2015, Sabzichi et al.,
2017). Ramalho et al. demonstrated that encapsulation of calcitriol into PLGA-based nanospheres
enhanced its antiproliferative activity on lung carcinoma cells as after 72 h of incubation with free and
encapsulated calcitriol (3.2 pM), 20% and 45% of growth inhibition were observed, respectively

(Ramalho et al., 2015).

Similarly, Sabzichi et al. found that calcitriol-loaded nanostructured lipid careers showed
significant higher antiproliferative and cytotoxic activities on the human breast cancer cell line MCF-7
than free calcitriol after 24 h of exposure to the compounds (Sabzichi et al., 2017). However, sustained
activity of encapsulated calcitriol could not be investigated in these early works, and remains an open
qguestion (Almouazen et al., 2013, Ramalho et al., 2015, Sabzichi et al., 2017). It is accepted that
nanocapsules are a better choice than nanospheres for encapsulating hydrophobic drugs as reviewed
in Mora-Huertas et al. (2010). However, the choice of the oil to form NCs core has not been extensively
studied. It appears as a crucial parameter as encapsulation efficiency into NCs is correlated to drug
solubility in the oily core. Indeed, slow release is correlated with a high affinity of the drug for the oily

core (Larsen et al., 2002, Mora-Huertas et al., 2010). These issues are addressed in the present work.

We also evaluated the antiproliferative and cytotoxic activities of calcitriol-loaded NPs on the
human breast adenocarcinoma cell line MCF-7. Breast cancers, in particular with positive estrogen
receptors, have been well studied for calcitriol anticancer activity and were the subject of several
clinical trials (Krishnan et al., 2012). MCF-7 is an estrogen-dependent well-differentiated cell line
known to express VDR, which makes it interesting to evaluate nanodelivery systems (Welsh, 2011).
Previous studies on MCF-7 highlighted the impact of experimental conditions on growth inhibitory
effects of calcitriol in particular cell exposure time to the molecule (Chouvet et al., 1986, Simboli-
Campbell et al., 1996). Chouvet et al. (1986) reported that a reduction of cell number was not detected
before at least 3 days of exposure, and 7 days were needed to achieve statistical significance. They also
found that cells grew rapidly after calcitriol removal from the culture medium. As long exposure times
are required for a definite antiproliferative activity, long-lasting calcitriol delivery seems necessary for
therapeutic uses. Sustained delivery can be achieved by encapsulation of calcitriol. Moreover, long
exposure times in vitro do not allow an evaluation of the influence of sustained release from

encapsulated dosage forms, and experimental protocols have to be adapted using shorter exposure
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times closer to in vivo conditions, where tumor cells receive punctual massive doses of drug at each

administration.

In the present study, these two crucial points were investigated. The composition of the NP
oily core and the polymer:oil ratio were modified in order to determine suitable NP formulation
parameters allowing the development of a more efficient delivery system of calcitriol. The
experimental protocol was optimized in terms of cell exposure time to allow the evaluation of a
sustained antiproliferative activity of calcitriol-loaded NPs in vitro on MCF-7 cell line. Finally, the

cytotoxic activity of the selected NP formulation was evaluated in vitro.

IV.2.3. Materials and methods

1V.2.3.1. Chemicals

Calcitriol was purchased from Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA) (purity = 97%).
Poly(d,|-lactic acid), a biodegradable polymer was used for NP formulations (PLA, Mw 20,000 g-mol-1,
Evonik, Germany). Caprylic/capric triglycerides (Labrafac Lipophile® WL1349), caprylic/capric
triglyceride PEG-4 esters (Labrafac Hydro® WL1219), apricot kernel oil PEG-6 esters (Labrafil®
M1944CS) and PEG-8 caprylic/capric glycerides (Labrasol®) were kindly gifted by Gattefossé (Saint-
Priest, France). Caprylic/capric/succinic triglycerides (Miglyol® 829) was obtained from Cremer.
Polysorbate 80 (Montanox® 80 VG Premium) and sodium lauryl sulfate were respectively supplied from
Seppic (France) and Sigma-Aldrich. Acetonitrile (Fisher Scientific), acetone (Acros Organics) and
ultrapure water (resistivity > 18 MQ-cm at 25 °C) used throughout the experiments and all other

reagents were of analytical or pharmaceutical grades.

IV.2.3.2. Preparation of the calcitriol-loaded polymeric NPs

Calcitriol-loaded NPs were prepared using the nanoprecipitation technique (Fessi et al., 1989).
Briefly, polymer (0-0.3%, w/w of the organic phase) and calcitriol (0.01%, w/w of the organic phase)
were dissolved in 7 mL of acetone. This organic phase was added dropwise into 14 mL of an aqueous
phase containing 0.05% (w/w of the aqueous phase) of Montanox® VG80, a nonionic surfactant used
to stabilize NP formulation. The NP suspension was stirred moderately for 20 min at room
temperature. Finally, acetone and a part of the water were removed from the suspension under
vacuum (200 mbar) using a rotary evaporator (Rotavapor® R-205, Biichi, Switzerland). Nanocapsules
(NCs) were prepared by the same procedure by addition of either Labrasol®, Labrafil® M 1944 CS,
Labrafac Lipophile® WL1349, Labrafac Hydro® WL1219, Miglyol® 829, or the mix of these latter two
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compounds (0.3% w/w of the organic phase) to the initial organic solution. These compounds form the
inner oily core of NCs. Five polymer:oil ratios varying from 0:1 to 1:0 were tested. Similar calcitriol-free
formulas were prepared as controls (blank-NP). The NP suspensions were stored at 4 °C in hermetically

closed vials.

1V.2.3.3. NP physicochemical characterizations

1V.2.3.3.1. Particle size and zeta potential measurements

The average size, polydispersity index (Pdl), and zeta potential of NPs dispersed in deionized
water containing 1 mM of NaCl were measured by dynamic light scattering using a NanoZS instrument
(Malvern, UK). The z-average diameter of NPs was calculated using the methods of the cumulants,
taking 0.887 mPa-s for the viscosity of water at 25 °C. Formulations with Pdl less than 0.1 were

considered as monodisperse.

1V.2.3.3.2. Quantification of calcitriol by HPLC-UV

The collected samples were analyzed in terms of calcitriol content using liquid chromatography
with a reverse phase column. The HPLC set up from Waters (St Quentin en Yvelines, France) was
composed of a Waters 717 injector, a Waters 600 pump and a Waters 2996 photodiode array UV
detector (A =266 nm). A Xselect HSS C18 column (3.5 um, 4.6 x 150 mm, Waters, Ireland) was used.
An isocratic mobile phase consisting of 10% of acetonitrile, 80% of methanol and 10% of 0.5% acetic
acid solution was used with a flow rate of 1 mL-min-1 and a temperature of 30 °C. Sample injection
volume was 20 L. The calibration curve for the quantification of calcitriol was linear over the range of
concentrations used from 0.125 ug:-mL™? to 10 ug:-mL™? (r?=0.9999). The method was validated
according to the ICH guidelines; LOD and LOQ values were 0.06 pg'mL-1 and 0.125 pg-mL-1

respectively.

1V.2.3.3.3. Determination of the calcitriol encapsulation efficiency

The encapsulation efficiency was defined as the ratio of the encapsulated calcitriol to the total
calcitriol concentrations in NP suspensions. For this purpose, NP suspensions were separated in
supernatants (non-encapsulated) and pellets (encapsulated) fractions using centrifugation at 62,000g
for 30 min. The centrifugation method was optimized and validated to ensure a complete separation
of these two fractions. The concentration of encapsulated calcitriol was calculated as the difference of
the total concentration and the concentration of free calcitriol (non-encapsulated) present in the

supernatants determined by HPLC analysis.

Total drug concentration—free drug concentration

%100

Encapsulation efficiency (%) = ,
Total drug concentration
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All measurements were performed in triplicate.

1V.2.3.4. In vitro calcitriol-NPs release studies

The release profile of calcitriol-loaded NPs was determined over 10 days by measurements of
the released concentration in the aqueous phase using a centrifugation method as previously
described (Almouazen et al., 2013). Calcitriol-loaded NPs were dispersed under moderate magnetic
stirring (300 rpm) at 37 °C into a phosphate buffer solution (PBS, pH = 7.4) containing 0.01% of SDS in
order to satisfy sink conditions (final concentration of calcitriol = 1 pg-mL-1). Aliquots of 1 mL were
collected at predetermined times and centrifuged at 62,000g for 10 min. The drug released from NP

was quantified by analysis of the supernatant by HPLC.

IV.2.3.5. Evaluation of the stability of the encapsulated calcitriol

During the storage of the NP suspensions at 4 °C, the stability of calcitriol was assessed for at
least one month. The stability of encapsulated calcitriol was also evaluated at 37 °C for 10 days. At
predetermined intervals of time, samples of 0.8 mL were collected and analyzed by HPLC to determine

the remaining amount of calcitriol.

1V.2.3.6. Solubilizing properties of NC components — theoretical background

The interactions between NCs compounds are governed by their affinity, which can be predicted by
their Hansen’s solubility parameters that consider the contribution of dispersion (84), polar (8,) and
hydrogen-bonding (&) interactions (Hansen, 2007). The affinity between the different components
of NCs is given by:

62 = 64% + 6,2 + Onp’
The contributions of each compound were calculated from tables of increments according to Hoftyzer
and van Krevelen (Van Krevelen and Te Nijenhuis, 2009). The distance A§ between two compounds A

and B is calculated using the following equation:

88(A-B) = [(6,8) — 6,B))" + (5,(0) — 5,(B))” + (5,(A) — 6, (B)] 2

The solubility region can approximately be delineated by a circle of radius of about 5 Ad-units:

solubility is high if the distance is less than 5 MPa%? (J*/2 cm™/?).
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IV.2.3.7. Partition of calcitriol between polymer and oil

To estimate calcitriol partition between PLA and oil in the different prepared formulations, the
organic phases of NCs were prepared as previously described for NPs preparation. After agitation, the
acetone part of the solutions was removed using a centrifugal evaporator (miVac, Genevac, UK). Then,
the oil was collected and analyzed by HPLC in order to quantify the amount of calcitriol recovered in

both oil and polymer. Several polymer:oil ratios (1:8—1:2) were compared using Miglyol® 829 as oil.

1V.2.3.8. In vitro biological evaluations of calcitriol activity

1V.2.3.8.1. Cell lines

Human breast adenocarcinoma cells (MCF-7) obtained from American Type Culture Collection
(USA) were grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco®, Thermo Fisher Scientific, Inc)
supplemented with fetal bovine serum (10%), penicillin (100 units/mL) and streptomycin

‘mL-1) at in the presence o (o} .
(100 pug-mL-1) at 37 °Cin the p f 5% CO2

1V.2.3.8.2. Growth inhibitory activity assay

To evaluate the antiproliferative activity of calcitriol in vitro, MCF-7 cells were seeded at a
density of 1000 cells per well in 96-well plate. After 24 h delay for cell adhesion (Day 0), cells were
exposed to various concentrations of free (ethanolic solution) or encapsulated calcitriol (ranging from
10 to 1000 nM). In order to vary exposure periods from 24 h to 96 h, calcitriol was removed at Day 1
or Day 4, respectively, by replacement with a calcitriol-free medium. At days 4, 7 and 10, cell survival
was estimated by a 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. In
similar dilution conditions, ethanol and blank NPs were used as negative controls. The protocol is

illustrated in Figure 33.
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Figure 33. Method for the evaluation of calcitriol antiproliferative activity in vitro. At Day -1, MCF-7
cells were seeded at a density of 1000 cells per well in 96-well plate. After 24 h (Day 0), cells were
exposed to free or encapsulated calcitriol for (a) 24 h or (b) 96 h and cell medium was changed. Cell
exposure period to calcitriol is represented by the red part of the scale. Cell viability of MCF-7 was

assessed at Day 4, Day 7 and Day 10 by MTT assays.

Briefly, the MTT solution (5 mg-mL-1, 20 uL) was added to each well and the plates were incubated in
darkness for 2h at 37°C. Then, the medium was removed and 100 uL of a solution of
HCl/isopropanol/H,0 (1/90/9, v/v/v) was added to extract formazan. The optical density values were
measured at 540 nm for dark purple intensity and at 690 nm for subtraction of background using a
multiwell-scanning spectrophotometer (Multiskan Ascent, Labsystems SA, Cergy-pontoise, France).

Results were expressed as percentage of the control (unexposed cells).

1V.2.3.8.3. Cytotoxic activity assay

Cells were stained with AnnexinV/propidium iodide (PI) (Roche) according to the
manufacturer's instructions and analyzed by flow activated cell sorting (FACS) on a Becton Dickinson
FacsCalibur® (San Jose, CA, USA). Based on the analysis, cells were counted as viable (AnnexinV~/PI7),
early apoptotic (AnnexinV*/PI7), late apoptotic (AnnexinV*/PI*) or necrotic (AnnexinV~/PI*), expressed
as percentage of the total amount of studied cells. MCF-7 cells were seeded at a density of 100,000
cells per well in 6-well plate. After 24 h delay for cells adhesion, cells were exposed to 1000 nM of free
or encapsulated calcitriol (NC LM, polymer:oil ratio of 1:2) over a period of 24 h. Then, cell culture

medium was removed and cells were washed with PBS in order to eliminate calcitriol, and cell culture
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medium was replaced by a calcitriol-free medium. The assay was performed at days 4 and 7.

Unexposed cells were used as control.

IV.2.3.9. Statistical analysis

Results were evaluated using analysis of variance with subsequent comparisons by Student’s
test for paired or non-paired data, as appropriate. Statistical significance was defined as p <0.05 (*)

and p < 0.01 (**). Values are reported as means + standard deviation (SD).

1V.2.4. Results

IV.2.4.1. Impact of formulation parameters on calcitriol encapsulation

Five calcitriol-loaded NP formulations were prepared by changing the polymer:oil ratio:
nanoemulsions (NE, polymer:oil ratio of 0:1), nanospheres (NS, polymer:oil ratio of 1:0), and
nanocapsules (NC, polymer:oil ratios 1:8, 1:4 and 1:2) were obtained (Table 4). As nanoprecipitation is
not a conventional method to obtain stable nanoemulsions, the size distribution and surface charge of
NE were evaluated for the entire experimental period and confirmed their stability over 10 days (data

not shown).

Table 4. Physicochemical properties and encapsulation efficiency of calcitriol-loaded NPs with
various polymer:oil ratios. All the formulations contain PLA except from the formulation with a
polymer:oil ratio of 0:1. Oily cores of NCs are formed with Miglyol® 829. Data are represented as the

mean + SD (n = 3).

Particle mean size Polydispersity Zeta potential Encapsulation
Polymer:oil ratio

(nm) Index (mV) efficiency (%)

1:0 195+ 15 0.107 £ 0.030 -24.2+1.6 69+3

1:8 1836 0.068 £0.017 -20.8+2.1 821+4

1:4 183+8 0.083 +£0.028 -21.3+2.4 862

1:2 1792 0.064 £0.031 -22.7+0.8 8514

0:1 173+3 0.059 + 0.008 -23.2+3.6 702
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NPs were negatively charged and presented similar size distributions with a mean size of
approximately 200 nm and a low polydispersity index (< 0.1, Table 4). Blank NPs presented similar
properties (data not shown). Calcitriol was successfully encapsulated in all formulations with
encapsulation efficiencies up to 87 +2% (Table 4). As expected, NE and NS encapsulated lower
amounts of calcitriol with 70% of encapsulation efficiency. The three NC formulations allowed higher
encapsulation efficiency around 85% with no significant differences between them. All NPs exhibited
an initial burst release (40% to 60% released after 6 h) depending on the formulation, followed by a
plateau over 10 days due to the appearance of an equilibrium between released and entrapped
calcitriol (Figure 34). Calcitriol release profiles indicate an influence of the polymer:oil ratio on calcitriol
initial release: (i) Calcitriol release after 6 h was around 60% for NE (ii) NS, NC1:8 and NC1:4 released
53 +2%, 59 + 1% and 50 + 7% of calcitriol after 6 h while 41 + 5% were found for NC1:2 which exhibited
the lowest release (Figure 34). These results indicate the advantage of nanocapsule formulations and

that increasing polymer amount (from ratio 1:8 to 1:2) reduced the initial release of calcitriol.
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Figure 34. Influence of the polymer:oil ratio on calcitriol release profile from NPs. The amount of
drug released from PLA-based NPs were quantified on NPs with various polymer:oil (Miglyol®829)
ratios. The percentage of released drug in PBS supplemented with 0.01% of SDS at 37 °C was

measured over 10 days. The data is presented as the mean + SD (n = 3).
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The polymer:oil ratio 1:2 was therefore selected and the influence of the oily core was studied
using six different oily phases. Five modified medium chain glycerides, with decreasing polarities, were
used: Labrasol® (NC-OL), Labrafil® M 1944 CS (NC-IL), Labrafac Hydro® WL1219 (NC-L), Miglyol® 829
(NC-M), Labrafac Lipophile® WL1349 (NC-L-lip), and the mix of Labrafac Hydro® WL1219 and Miglyol®
829 in equal proportions (NC-LM). All NCs presented adequate size distributions (Pdl<0.1) and
negative zeta potentials (Table 5). NC-OL presented a higher mean size (222 + 1 nm) compared to the
others (< 200 nm). When PEGylated medium chain triglycerides were used (NC-OL, NC-IL and NC-L),
zeta potential was lower. Formulations containing Labrafac Hydro® WL1219 and/or Miglyol® 829
presented the same calcitriol encapsulation efficiency (around 85%) and a drug release of 40% after
6 h (Figure 35). Conversely, NC-OL, NC-IL and NC-L-lip allowed lower calcitriol encapsulation, with 76%,
49% and 74% of encapsulated drug, respectively. These three formulations also presented a
significantly faster calcitriol release, with around 80% of release after 6 h for NC-OL and NC-IL, which

was twice higher than for the other NCs, and 55% for NC-L-lip.

Table 5. Physicochemical properties of NCs with various oil contents. Developed NCs (polymer:oil
ratio of 1:2) contain 0.15% of PLA, 0.3% of oil, and 0.01% of calcitriol (w/w of the organic phase).

Data are represented as the mean + SD (n = 3).

) Particle mean size ) ) Zeta potential
Sample Qil Polydispersity Index
(nm) (mV)
NC-OL Labrasol 222+1 0.034 + 0.007 -15.0+0.5
NC-IL Labrafil’ M 1944 CS 182 +1 0.064 +0.025 -13.1+0.3
NC-L Labrafac Hydro 197 +4 0.070 + 0.020 -10.5+1.5
WL1219
Labrafac Hydro®
NC-LM WL1219 + Miglyol” 198+ 8 0.072 + 0.007 -19.2+3.8
829
NC-M Miglyol 829 17942 0.064 + 0.031 -22.7+0.8
NC-L-lip Labrafac lipophile 185 +2 0.034 +0.024 19.3+0.2
WL1349
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Figure 35. Influence of the oil content of PLA-based NCs on calcitriol encapsulation and release. NCs
formulated with polymer:oil ratios of 1:2 were characterized in terms of (a) calcitriol encapsulation
efficiency and (b) amount of drug released from NCs. The oily core of NCs “Mix LM” is composed with
Labrafac Hydro® WL1219 and Miglyol® 829 in equal proportions. The percentage of released drug in
PBS supplemented with 0.01% of SDS at 37 °C was measured after 6 h. The data is presented as the

mean  SD (n = 3). All differences are statistically significant with p <0.05 (*) and p < 0.01 (**).

Stability assessment of calcitriol showed that free and encapsulated drug remained stable over
at least 10 days at 37 °C (>60% of the initial amount of calcitriol). However, NC-LM stability was better
than that of NC-L and NC-M with respectively 84 + 6%, 61 + 36% and 82 + 16% of calcitriol recovery
after 7 days. These NC formulations were also stored at 4 °C until use and were found to be stable over

at least 1 month in these conditions as the total amount of calcitriol was recovered during this period.

1V.2.4.2. Solubilizing properties of NC components

Encapsulated drug interacts with the polymer and the oil, which respectively form the shell
and the core of NCs. Similarly, the polymer and the oil can interact together. Table 6 summarizes
contributions to the solubility parameters (&4, 65, Onb) of each compound and the resulting distance
AS between them. The lowest distance was found for the pair calcitriol/Miglyol® 829 (AS = 3.52),
indicating a good solubility of calcitriol in this oil. The distance between calcitriol and Labrafac
Lipophile” WL1349 was higher than with Miglyol® 829 and also larger than 5 MPa*?, indicating a weaker

solubility of the drug in this oil. Similarly, according to solubility parameter calculations, the distance
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of calcitriol with PLA predicts a low solubility of the drug in the polymer. Finally, PLA and either Miglyol”
829 or Labrafac Lipophile® WL1349 are not miscible. The solubility parameters of the other used oils
were not calculated due to the heterogeneity of their chemical structure, i.e. a mix of modified and

non-modified triglyceride medium chains.

Table 6. Solubility parameters § (MPa*/?) of PLA, Miglyol® 829, Labrafac lipophile® WL1349 and
calcitriol and their contributions &4, 85, 6. The distance between two compounds was calculated

according to Hansen (2007).

Solubility parameters (MPal/Z)

o, S, Onp Total §
PLA 15.45 8.51 11.02 20.80
Miglyol 829 16.28 2.04 8.45 18.45
Labrafac lipophile” WL1349 16.28 1.45 5.99 17.41
Calcitriol 13.91 1.76 11.04 17.84
Distance A8 (MPa"?)
PLA/Miglyol 829 7.01
PLA/Labrafac lipophile WL1349 8.71
PLA/Calcitriol 6.92
Calcitriol/Miglyol 829 3.52
Calcitriol/Labrafac lipophile  WL1349 5.59

Miglyol® 829 was selected to evaluate calcitriol partition between PLA and oil in the case of
different polymer:oil ratios. As shown in Table 7, approximately 70% of calcitriol was found in Miglyol®
829 for all tested ratios. These results confirm the affinity between calcitriol and Miglyol® 829. Adding
more polymer from ratio 1:8 to 1:2 did not alter calcitriol partition but the concentration of calcitriol

found into the polymer gradually decreased, confirming the interest of the polymer:oil ratio 1:2.

Table 7. Partition of calcitriol between PLA and Miglyol® 829. Calcitriol concentrations and

percentages in the oil and polymer were evaluated (n = 2).

. . Concentration Percentage Concentration Percentage
Polymer:oil ratio o o . )
in oil (ug/mg) in oil (%) in polymer (ug/mg)  in polymer (%)
1:8 9.2+0.3 73.7+£2.5 26.6+2.5 26.3+2.5
1:4 8.7+0.7 72.2+54 12.1+0.4 27.8+5.4
1:2 89+0.1 70.7+£0.1 7.2+£0.1 29.3+0.1

168



1V.2.4.3. In vitro evaluation of growth inhibitory activities of calcitriol-loaded NP

No significant changes in cell survival were observed for cells exposed to blank NCs (polymer:oil
ratio of 1:2) or ethanol during the experiment indicating that they had no impact on cell growth (Figure
S1). Calcitriol growth inhibitory activity was observed when cells were exposed to free or encapsulated
calcitriol up to 96 h. It was time and concentration dependent (Figure 36a—c). Indeed, cell viability was
49% at Day 4 and ~20% at Day 7 and Day 10 at the highest concentration of calcitriol of 1000 nM.
Increasing calcitriol concentration decreased cell viability dramatically. For example, viability gradually
decreased at Day 10 from 100% to 16% for calcitriol concentrations ranging from 10 nM to 1000 nM.
No significant difference was noticed between free and encapsulated calcitriol when exposure time to
drug was 96 h (Figure 36a—c). Cell exposure to 1000 nM of calcitriol for 4 days drastically decreased
cell viability to 40% and 49% for encapsulated and free calcitriol, respectively. In the same conditions,

15% and 22% of cell viability were found at Day 7 and a similar activity was observed at Day 10.

Calcitriol encapsulation maintains its antiproliferative activity over 10 days. In order to
demonstrate the impact of the sustained release of calcitriol on its antiproliferative activity and to
mimic in vivo conditions, the exposure time was reduced to 24 h. Cell culture medium containing
calcitriol was replaced by calcitriol-free medium after 24 h, and it was renewed regularly over 10 days.
Cell exposure to free calcitriol for 24 h had a slight effect on cell proliferation on Day 4 at 100 nM and
this effect was totally lost on Day 10 even at the highest concentration (1000 nM) (Figure 36d-f).
Conversely, encapsulated calcitriol showed a long-lasting effect on cell proliferation over 10 days for
calcitriol concentrations above 100 nM as more than 65% of growth inhibition was reached after this
period. In conclusion, encapsulated calcitriol maintained a high antiproliferative activity when cell
exposure time was reduced, as a significant difference was observed between free and encapsulated
calcitriol. These results confirm that nanocapsules could maintain and sustain the antiproliferative

activity of calcitriol when exposure times are reduced in order to mimic conditions of in vivo use.
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Figure S1. Antiproliferative activity of ethanol (red) and blank NCs (black). At Day 0, MCF-7 cells
were exposed to ethanol or blank NCs for 4 days (a, b, c) or 24h (d, e, f) in similar dilution conditions
than free and encapsulated calcitriol, respectively. Cell proliferation of MCF-7 was assessed at Day 4,
Day 7 and Day 10. Blank NCs contain 0.3% of a mix of Labrafac Hydro® WL1219 and Miglyol® 829 (w/w
of the organic phase), and a polymer (PLA):oil ratio of 1:2. Unexposed cells were used as control. The
data is presented as the mean + SD (n = 3). All differences are statistically significant with p<0.05 (*)

and p<0.01 (**).
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Figure 36. Antiproliferative activity of free (red) and encapsulated (black) calcitriol. At Day 0, MCF-7

cells were exposed to free or encapsulated calcitriol (NC-LM, polymer oil:ratio of 1:2) for 4 days (a, b,

c)or24 h(d, e, f). Cell proliferation of MCF-7 was assessed at Day 4, Day 7 and Day 10. The data is

presented as the mean £ SD (n = 3). All differences are statistically significant with p < 0.05 (*) and

p<0.01 (**).

1V.2.4.4. In vitro evaluation of the cytotoxic activities of calcitriol-loaded NP

To further evaluate the cytotoxic activity of calcitriol, we analyzed the induction of apoptosis

at days 4 and 7. Figure 37 shows that a 24 h exposure to both forms of calcitriol had similar cytotoxic

effect at Day 4 with approximately 70% of cell death compared to unexposed cells. Moreover, there

was no difference in terms of cell state between free and encapsulated calcitriol as the percentages of

apoptotic and necrotic cells were similar. Similar results were obtained at Day 7 (data not shown).

These results indicate that NCs maintain calcitriol cytotoxicity in vitro even for short exposure time.
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Figure 37. Cytotoxic activity of calcitriol. At Day 0, MCF-7 cells were exposed for 24 h to 1000 nM of
free or encapsulated (NC-LM, polymer oil:ratio of 1:2) calcitriol. Cell apoptosis was analyzed at Day 4.
Unexposed cells were used as control. The data is presented as the mean + SD (n = 3). All differences

are statistically significant with p<0.01 (**).

1V.2.4.5. Evaluation of calcitriol release profile impact on its growth inhibitory activity

in vitro

The impact of the polymer:oil ratio (0:1-1:0) on calcitriol growth inhibitory activity was
investigated using MTT assays in experiments where MCF-7 cells were exposed for 24 h to different
formulations with 1000 nM calcitriol (Figure 38). Free calcitriol progressively lost its antiproliferative
activity as 65%, 75% and 100% cell viability were detected at days 4, 7 and 10 respectively. As expected,
the duration of biological activity of encapsulated calcitriol forms was clearly dependent on their
release profiles. For NS, NC1:8 and NE, characterized by a high initial release of calcitriol (Figure 34), a
significant decrease of the antiproliferative activity was observed over the whole experiment duration
until reaching a complete loss of activity at Day 10. NPs having mid-range polymer:oil ratios (1:4 and
1:2), characterized by a low initial release of calcitriol, maintained a higher activity for at least seven
days. NC1:2 was the only formulation which maintained an antiproliferative activity over 10 days as
57%, 31%, and 36% of cell viability were found at days 4, 7 and 10 respectively. From all above, it is
clear that calcitriol-loaded NP antiproliferative efficacy on MCF-7 cells in vitro is dependent on several

formulation parameters governing the drug release profile.
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Figure 38. Influence of the NP polymer:oil ratio on calcitriol antiproliferative activity. At Day O,
MCEF-7 cells were incubated 24 h with 1000 nM of calcitriol and cell viability was assessed at days 4, 7
and 10. Unexposed cells were used as control. The data is presented as the mean + SD (n = 3). All

differences are statistically significant with p<0.05 (*) and p<0.01 (**).

IV.2.5. Discussion

Calcitriol nanoencapsulation offers an interesting dosage form in cancer therapy to improve
its efficacy while avoiding side effects, which compromises its current clinical use. NPs undergo
endocytosis, leading to cellular internalization of the drug. NPs also protect the drug from premature
inactivation in the bloodstream, which contributes to a higher bioavailability (Brigger et al., 2012).
However, more investigations on formulation parameters are needed to improve the efficacy of such
systems, in particular for sustaining calcitriol antiproliferative activity over longer durations by slowing
down the release profile of the system. Calcitriol release from nanocapsules is particularly favourable
compared to nanospheres as they can act as a drug reservoir depending on the nature of the core, as
evidenced by other teams (Barichello et al., 1999, Teixeira et al., 2005). In vitro release profiles of NPs
depend on a great variety of factors, as reported by Mora-Huertas et al. (2010), but at constant drug
content, NPs size, and polymer type, the strategy for obtaining a slow release is achieved by controlling

the polymer:oil ratio and the nature of the oily core. These parameters control encapsulation efficiency
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through drug partition between NPs and external aqueous medium and drug release rate through
partition between the shell and the core of NPs. Drug present in the shell of NPs is either adsorbed at
the external surface of particles or mixed with the polymer. Such molecules are released fast, possibly
as a burst release. Drug present in the oily core is confined inside NPs and show sustained release. This
is all governed by the compatibility (solubility) of drug and oily core and the relative amounts of core
and shell materials. The polymer:oil ratio can be changed either by modifying the oil or polymer
contents. The increase of the polymeric concentration is associated with a thicker shell of NPs, which
leads to a decrease of the drug diffusion flux out of the particle and limits burst release effects (Poletto
et al., 2008).

The results reported on Table 4 and Figure 34 show the importance of the polymer:oil ratio on
drug encapsulation efficiency and release. The highest encapsulation efficiencies were obtained for
nanocapsules (Table 4), which may be easily explained by the solubility parameters calculated in the
present study (Table 6). The large difference of solubility parameters and the larger distance between
PLA and both calcitriol and Miglyol® 829 reveal the poor affinity between the polymer and the drug or
the oil, inferring that calcitriol is poorly soluble in PLA. According to Teixeira et al., 2005, Barichello et
al., 1999, when the drug has low affinity for the polymer, it diffuses from the organic phase to the
external aqueous phase during nanosphere manufacturing, leading to low drug loading capacities.
Conversely, the low distance between Miglyol® 829 and calcitriol indicates that the drug and the oil
are similarly entrapped within NCs, leading to high encapsulation efficiencies. This observation was
confirmed by the 70:30 calcitriol partition coefficient between and Miglyol® 829 and PLA for all
nanocapsule formulations (Table 7).

Concerning drug release, NPs exhibited a classical biphasic release profile, composed by a rapid
initial release phase during the first hour followed by a plateau (Figure 34). This burst effect is the
result of the diffusion of the drug adsorbed at the surface of NPs. Then, the plateau can be attributed
to an equilibrium due to calcitriol partition between NPs core/shell and the release medium,
depending on the relative volume of both phases and the concentration of surfactants in the release
medium as previously described for calcitriol and other drugs (Almouazen et al., 2013, Calvo et al.,
1996, Teixeira et al., 2005). Nanospheres achieved a high calcitriol release, which is the consequence
of two mechanisms: the contribution of the non-encapsulated calcitriol and the higher release from
polymer, which is a worse solvent for calcitriol. Laredj et al. (2017) have observed the same trend for
retinol loaded PLA-b-PEG frozen micelles (Laredj-Bourezg et al., 2017). Retinol loaded in PLA-b-PEG
micelles displayed a higher release into the skin compared to PCL-b-PEG micelles. The authors
explained this result by the solubility parameters of PLA and retinol and their respective distance A8

in the Hansen'’s space close to 5 MPa1/2 (A8 = 4.9 MPal/2). This suggests that PLA is a poor solvent
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medium for retinol and is not able to retain this drug inside NPs, resulting in a better release into the
external medium (Laredj-Bourezg et al., 2017).

If NCs are considered, the high distance AS between PLA and both Miglyol® 829 and calcitriol
indicates that calcitriol is highly soluble in Miglyol® 829 as previously noticed, but that both of them
are poorly soluble in the polymer avoiding plasticization of PLA that would cause a facilitated release
of calcitriol through the polymer shell. The combined effect of both oil and polymer amount has
therefore a drastic effect on drug release. Calcitriol solved in the oil should cross the polymeric shell
to diffuse out of the NC, while it has no affinity with the polymer. Our results are inconsistent with
those obtained by some other groups, as Calvo et al. (1996), who found no differences between NE,
NS and NC formulated with low polymer percentage (up to 1% m/v of the organic phase). They
concluded that the drug diffusion rate through thin polymeric barrier was not a limiting process for
low polymer contents (Calvo et al., 1996), and suggested that the polymer-coating of NCs does not
form a consistent polymeric shell but rather a thin film without impact on drug release. On the
contrary, Poletto et al. (2008) found a significant contribution of the polymer content, even when
poorly present, with indomethacin ethyl ester entrapped in nanocapsules (Poletto et al., 2008). In the
case of indomethacin as active substance, the same authors did not observe significant release
differences between indomethacin-loaded nanocapsules, nanospheres or nanoemulsion because this
hydrophilic drug was simply adsorbed on the polymeric shell rather than encapsulated (Cruz et al.,
2006). However, the same authors reported that the full entrapment of an ethyl ester of indomethacin
in the inner core of the NP led to significant differences between the three colloids with a slower
release from NCs, which is consistent with our observations (Cruz et al., 2006). The authors suggested
that the presence of the polymer (NCs or NSs) reduced the burst release of the ethyl ester of
indomethacin, while the presence of oil prolonged the sustained phases in a significant manner. The
influence of the polymer:oil ratio can be easily explained by the higher polymeric shell thickness and
the low concentration of calcitriol in the polymer. Thus, the oily phase was found to retain 70% of
calcitriol into the core of the nanocarriers no matter the tested polymer:oil ratio (Table 7). At constant
calcitriol partition coefficient of 70:30 between Miglyol® 829 and PLA, calcitriol concentration in
polymer was three times lower for the ratio 1:2 as compared to 1:8 (Table 7). These results indicate
that increasing the polymer content is a good strategy to decrease drug concentration in the polymeric
shell, which in turn may lead to a low burst effect. In order to investigate the contribution of the
composition of the oily core on calcitriol encapsulation, unmodified triglycerides (Labrafac Lipophile®
WL1349 and Miglyol® 829) and PEGylated ones with increasing polarities, from PEG4 to PEGS8, were
used (Figure 35). PEGylated medium chain triglycerides were found to slightly decrease the charge of
NPs, which can be attributed to the adsorption of some PEG moieties on NC surface, which is consistent

with results obtained by Dong and Feng (2006) about the pegylation of PLA-based nanoparticles and

175



by Mouzouvi et al. (2017) with PEG-15 hydroxystearate coated lipid nanocapsules. The ether function
of the PEG moieties can interact with the hydroxyl groups of the drug and reinforce the interaction
between them. In return, increasing the oily phase polarity can also rise between the oil and the drug,
consequently making the polymer soluble and calcitriol less soluble in the oily phase. We observed this
phenomenon with the most polar triglycerides, which gave rise to lower encapsulation efficiencies and
higher release. A supplementary contribution to the higher calcitriol release from Labrasol® and even
Labrafil M1944 CS could be due to solubilization of calcitriol inside micelles of Polysorbate 80 swollen
by these oils. This phenomenon might also explain the lower encapsulation efficiency obtained with
these oils (< 80%). When Labrafac Lipophile® WL1349 was used, A§ increased (Table 6) inducing also
higher initial release of calcitriol up to 55%.

From all above, the mid-range polymer:oil ratios (1:2 and 1:4) were the most suitable to ensure
better interactions between calcitriol and the polymer-oil system, improving encapsulation efficiency
and limiting initial release. Conversely to our previous results obtained with cholecalciferol where the
polymer:oil ratio of 1:4 ratio was selected, the present ratio of 1:2 is optimal with calcitriol. A mixture
of Miglyol® 829 and Labrafac Hydro® WL1219 in equal proportions was selected because it provided
optimum stability.

Then, the antiproliferative activity of calcitriol was evaluated in vitro on MCF-7 cells with two
different exposure times (24 h and 96 h). Under long exposure time (96 h), no significant differences
were noticed between free and encapsulated calcitriol as evidenced in Figure 36a-c. This result shows
the maintenance of its activity after encapsulation with approximately 80% of antiproliferative activity
after 10 days. Additionally, NC-LM presented similar antiproliferative activities in comparison to the
formulation developed within our previous study (Almouazen et al., 2013). These results indicate that
these experimental conditions were inappropriate because they were unable to reflect the
contribution of the intracellular concentration of calcitriol as free calcitriol was present continuously
in the culture medium, which maintained its intracellular concentration and influenced cell growth.
This relationship between cellular time exposure to drugs and drug activity was also observed with
different active substances and cell lines (Rajh et al., 2016). Considering previous experiments
indicating that calcitriol removal from the MCF-7 cell culture medium is followed by a rapid cell growth
(Chouvet et al., 1986), we designed our in vitro experiments by exposing cells to calcitriol for 24 h.
These new conditions allow the measurement of the antiproliferative activity of the internalized part
of calcitriol. After 24 h of cell exposure to calcitriol, we observed a loss of activity of free calcitriol over
10 days while NC-LM maintained calcitriol activity.

This difference in cell growth inhibitory activity between free and encapsulated form can be
explained by NC internalization by MCF-7 and the slow release of calcitriol, leading to a higher and

sustained intracellular amount of the molecule, while limiting its exocytosis and catabolism. Indeed,
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we have previously demonstrated that fluorescently labelled NPs were well internalized and persisted
inside MCF-7 for 10 days (Almouazen et al., 2013), which is in accordance with several other studies
highlighting the interest of NPs to sustain paclitaxel intracellular concentration and growth inhibition
activity on the same cell line (Drozdek et al., 2016, Sahoo et al., 2004). However, there is still a missing
proof of this phenomenon for calcitriol because authors who investigated the advantages of
nanosystems to encapsulate vitamin D compounds did not perform in vitro evaluation of its activity
beyond 72 h, resulting in a similar activity between free and encapsulated forms (Ramalho et al., 2015,
Sabzichi et al., 2017).

Both in vitro and in vivo studies have shown that calcitriol and some of its analogues were able
to induce apoptosis in cancer cells, including breast cancer cells (Krishnan et al., 2012, Simboli-
Campbell et al., 1996). It was important to verify if the slow release of calcitriol decreased its cytotoxic
activity. Thus, its cytotoxic activity was investigated by AnnexinV/PI staining, allowing the identification
of the proportions of viable, apoptotic and necrotic cells. This complementary assay highlights that
encapsulated calcitriol exerts a similar cytotoxic activity against MCF-7 cells in comparison to the free
form. Indeed, MCF-7 cell viability was reduced from 70% after 24 h of exposure to free or encapsulated
calcitriol (1000 nM), compared to unexposed cells at Day 4 after 24 h of exposure. Our results provide
evidence that calcitriol encapsulation into polymeric NCs maintains its cytotoxic activity.

Finally, NPs extended calcitriol activity as a consequence of their sustained release profile.
Sethi et al. (2014) have recently highlighted the incidence of the drug release on NPs efficacy and
toxicity using crosslinkable lipid shell NPs encapsulating docetaxel and wortmannin (Sethi et al., 2014).
They showed that a slower drug release was associated with a higher activity and a lower toxicity of
the encapsulated substances both in vitro and in vivo, which could enhance drug bioavailability at the
tumor site (Sethi et al., 2014). As expected, NC1:2, which showed the slowest release profile extended
calcitriol activity while other formulations exhibited a loss of activity over 10 days similar to free drug.
The loss of calcitriol activity was delayed for NC1:4 leading to 30% lower cell viability compared to free
calcitriol at Day 7. From all above, we highlighted the importance of the NP oil content to optimize

calcitriol encapsulation and hence its activity.

1V.2.6. Conclusion

The influence of formulation parameters such as the polymer:oil ratio and the polarity of the
oil on the encapsulation of calcitriol and its release profile has been demonstrated. We demonstrated
a relationship between the release profile of the encapsulated drug from NPs and its therapeutic

activity. Limiting burst release from nanocapsules by optimizing polymer and oil contents improved
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drug activity. Such formulation-activity relationships allowed the development of a promising NP
dosage form ensuring a sustained antiproliferative activity (10 days) and maintaining cytotoxicity of
calcitriol towards breast cancer cells. In vitro studies should be supplemented by the evaluation of
possible interactions between calcitriol-loaded nanosystems and other tumor microenvironment
constituents, including tumor-associated macrophages. In vivo studies would ultimately validate the

suitability of the developed system for anticancer applications.
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IV.3. Résultats complémentaires

IV.3.1. Validation de la méthode d’évaluation de la libération

Dans nos travaux, la libération du calcitriol en dehors des nanosystéemes a été évaluée par une
méthode de centrifugation qui a fait I'objet d’une validation. Cette méthode repose sur la
centrifugation des nanoparticules permettant de séparer les nanoparticules (culot) de I'actif libre
(surnageant) (paragraphe 1V.2.3.4.).

D’une part, I'impact de la vitesse de centrifugation a été évalué en maintenant une durée fixe
de centrifugation de 30 minutes, principalement d’un point de vue technique au regard de la durée
nécessaire pour I'arrét de la centrifugation a hautes vitesses (> 62 000 g). Les différentes formulations
ont ainsi été centrifugées a des vitesses de centrifugation variables, a savoir 9200 g, 21 000 g, 36 670
g, 62 000 g et de 444 000 g. Ce parametre n’a démontré aucun impact sur la libération puisque des
fractions libérées similaires ont été observées pour une méme formule. La vitesse de 62 000 g a ainsi
été sélectionnée afin de maintenir une marge de sécurité garantissant |I’exactitude des résultats.

D’autre part, I'impact de la durée de centrifugation sur la fraction libérée de calcitriol a été
évalué en fixant la vitesse de centrifugation préalablement sélectionnée, a savoir 62 000 g. Les
nanoformulations ont ainsi été centrifugées pendant 10, 20, 30 ou 60 minutes. Les observations n’ont
démontré aucun impact sur la fraction de calcitriol libérée.

Les parametres de centrifugation validés pour le calcul de la fraction de calcitriol libérée

associent donc une vitesse de 62 000 g et une durée de centrifugation de 10 minutes.

IV.3.2. Influence de la concentration en calcitriol sur les propriétés des nanocapsules
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L'impact de la concentration en calcitriol sur les propriétés physicochimiques des
nanoparticules ainsi que sur I'efficacité d’encapsulation et le profil de libération du calcitriol a été
étudié. Pour ce faire, des concentrations en calcitriol de 0,001%, 0,005% et 0,01% (m/m de la phase
organique) ont été testées. Dans cette gamme de concentrations, aucune modification des
propriétés physicochimiques des nanocapsules ni de |'efficacité d’encapsulation de la molécule n’a
été observée (Tableau 8). En revanche, en diminuant la concentration en calcitriol jusqu’a 0,001%
(m/m de la phase organique), une augmentation significative de la fraction de calcitriol libérée aprés
3 heures a été mise en évidence, passant ainsi d’environ 40% a 60% (p < 0,01). Ces résultats indiquent
qu’a une tres faible concentration (0,001%), le calcitriol diffuserait plus facilement au travers de la
couche polymere pour atteindre la phase de plateau de sa libération. Par ailleurs, la variation de la
concentration en calcitriol n’a plus d’effet sur sa libération au-dela d’'une certaine valeur (0,005%).
Ce plateau correspond a un équilibre entre la fraction de calcitriol conservée dans les nanocapsules

et libérée dans le milieu de libération au-dela d’une certaine concentration.

Tableau 8. Propriétés des nanocapsules encapsulant le calcitriol formulées avec différentes

concentrations en actif. Les nanocapsules sont composées de PLA (0,07% m/m de la phase

Concentration Taille des indice d Potentiel Efficacité Libération
ndice de
en calcitriol nanocapsules - — zéta d’encapsulation apres 3
polydispersité

(%) (nm) (mV) (%) heures (%)
0,001 182+7 0,063 £0,020 -22,3+1,2 821+4 601
0,005 194 +6 0,047 £0,031 -20,6+3,1 88+4 42 +1
0,01 183 +8 0,083+0,028 -21,3+24 86+2 371

organique) et de miglyol® 829 (0,3% m/m de la phase organique). Le pourcentage de calcitriol libéré
a été évalué dans du PBS contenant 0,01% de SDS de maniére a respecter les conditions sink a 37 °C

apres 3 heures. Les données représentent les moyennes + écart-type (n=3).

IV.3.3. Evaluation de I'activité cytotoxique du calcitriol in vitro

De maniere similaire aux études d’évaluation de |'activité antiproliférative du calcitriol,
I’étude de son activité cytotoxique a été prolongée pendant 10 jours. La Figure 39 compléte les
résultats présentés dans notre étude lors de laquelle I’activité n’avait été présentée qu’a J4 (Nicolas
et al., 2018). Ces résultats vont dans le sens de ceux observés a J4 avec un maintien de |'activité

cytotoxique du calcitriol aprés encapsulation. Ainsi, environ 25% des cellules sont viables a J7 et 55%
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a J10 pour les deux formes du calcitriol, indiquant par ailleurs une perte de son activité cytotoxique

au cours du temps (Figure 39).
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Figure 39. Activité cytotoxique du calcitriol. A JO, les cellules MCF-7 ont été incubées 24 heures avec
1000 nM de calcitriol libre ou encapsulé (Nicolas et al., 2018). L'état apoptotique des cellules a été
évalué apres (a) 7 jours et (b) 10 jours. Les cellules non exposées au calcitriol ont été définies comme
controdles. Les données représentent la moyenne + écart-type (n=3). Les différences sont significatives

avec p<0,01 (**).

IV.3.4. Etudes préliminaires de la toxicité des nanocapsules chargées en calcitriol in
vivo

L'encapsulation du calcitriol dans des nanocapsules a donc démontré des résultats
prometteurs in vitro vis a vis de son activité sur les cellules MCF-7. Dans le but de poursuivre avec
I’évaluation de I'intérét thérapeutique de I’encapsulation du calcitriol, tant d’un point de vue efficacité
que d’un point de vue toxicité, nous avons réalisé une étude préliminaire in vivo pour vérifier la
faisabilité de I'injection intratumorale du calcitriol (libre et encapsulé). Ainsi, les NCs ayant également
pour but de réduire les effets secondaires du calcitriol, principalement I’hypercalcémie, une étude in
vivo de la calcémie post-administration du calcitriol a été réalisée en deux temps chez des souris SCID
CB17 porteuses de lymphome (Raji) ou de cancer du sein (MDA MB231). Le protocole a été établi sur

la base des données présentées dans la littérature (Swami et al., 2011; Trump et al., 2004).

Etude 1
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La premiere étude a été réalisée sur un modele murin de lymphome de Burkitt (Raji). Les
animaux ont été répartis en 3 groupes de 2 souris :
- Groupe “controle positif de la calcémie”
- Groupe “calcitriol libre”
- Groupe “calcitriol encapsulé”.
A J0O, les souris ont chacune regu par injection intraveineuse pour le groupe « contréle positif » et par
injection intratumorale pour les 2 autres groupes une dose de 0,5 pg de calcitriol dilué dans du tampon
phosphate, soit 25 pg/Kg, avec un volume injecté de 100 pL. Le contrdle positif correspond a I'injection
intraveineuse de calcitriol aux animaux car elle permet de considérer I'impact d’une concentration
maximale en calcitriol dans la circulation sanguine sur la calcémie post-traitement.
Des prélevements sanguins au niveau du sinus rétro-orbital (20 pL) ont été réalisés 2 jours avant
traitement pour définir la calcémie initiale de chaque souris puis 1 jour et 7 jours apres traitement. Le
sérum a ensuite été récupéré apres centrifugation (2000 g, 10 min) pour la quantification du calcium

(Figure 40).
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Figure 40. Schéma du protocole permettant I'obtention de sérum

La calcémie a été évaluée a I'aide d’un kit de quantification du calcium (Abnova, USA). Le
protocole a été établi selon les recommandations du fournisseur. Cet essai reposant sur une réaction
colorimétrique dépendant de la formation d’un complexe chromogéne (A = 575 nm) entre les ions
calcium et la O-crésolphthaléine, les valeurs des densités optiques des mélanges d’échantillons
sériques et du réactif ont été mesurées a 575 nm avec un spectrophotometre lecteur de plaques
(Multiskan Ascent, Labsystems SA, Cergy-pontoise, France). Apres administration du calcitriol libre aux
souris par voie intraveineuse, la calcémie a augmenté pour I'une des 2 souris dans les 24 heures suivant
I'injection, passant de 10 a 15 mg/dL, mais de maniére surprenante n’a pas évolué pour 'autre souris
dans les conditions similaires (Figure 41). L'injection intratumorale de calcitriol a également été

responsable d’'une augmentation de la calcémie des 2 souris concernées (+25% en moyenne). Par
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ailleurs, a l'inverse des souris ayant recu le calcitriol libre, par voie intraveineuse ou intratumorale,
aucune hypercalcémie (taux de calcium > 12 mg/dL) n’a été observée chez les souris ayant recu les
nanocapsules encapsulant le calcitriol dans les 24 heures suivant le traitement et aucune évolution de
la calcémie n’a été observée apres traitement chez ces souris. En revanche, ces derniéres sont
décédées dans la semaine suivant I'administration du traitement, ne permettant pas d’évaluer leur

calcémie a J7.
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Figure 41. Evaluation de I'impact de I'injection de calcitriol (0,5 pg/souris) sur la calcémie d’un
modeéle murin de lymphome de Burkitt (Raji). A JO, 2 souris ont recu le calcitriol libre par voie
intraveineuse (témoins positifs) (a), le calcitriol libre par voie intratumorale (b) ou les nanocapsules
encapsulant le calcitriol par voie intratumorale (c). La calcémie des souris a été évaluée 2 jours avant
traitement (J-2), 1 jour (J1) et 7 jours aprés (J7) excepté dans le groupe ayant recu le calcitriol

encapsulé dans lequel les 2 souris sont décédées au cours de I'étude.

Nos résultats s’accordent avec ceux obtenus dans d’autres études. Par exemple, Fonseca-Filho
et al. ont observé une augmentation de la calcémie chez un modele murin de cancer du sein 24 heures
apres administration intratumorale de 0,075 ug de calcitriol par souris (Fonseca-Filho et al., 2017). Un
retour a la calcémie initiale a été observé 7 jours aprés I'injection de calcitriol libre pour ces 2 groupes
expérimentaux. Le fait que les souris traitées avec les NCs encapsulant le calcitriol n’aient pas présenté
d’hypercalcémies suite au traitement, a I'inverse des autres souris, peut s’expliquer par la libération
lente du calcitriol, retardant et prolongeant son action hypercalcémique. L’association de cet effet
prolongé et de la dose importante de calcitriol administrée peut étre a I'origine du déces des 2 souris
de ce groupe. Pour cette raison, une deuxiéme étude du suivi de la calcémie des souris a la suite de

I’administration de calcitriol libre ou encapsulé a été conduite, avec une dose en actif réduite.
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Etude 2

La seconde étude visant a évaluer I'impact d’une administration de calcitriol a des souris sur leur
calcémie a été réalisée sur un modele de xénogreffe de carcinome mammaire humain (MDA-MB-231).
Les animaux ont été répartis en 2 groupes de 3 souris :

- Groupe « calcitriol libre »

- Groupe « calcitriol encapsulé »

Le protocole est identique a celui de I’étude 1 hormis la dose administrée, ici réduite de 4 fois.
Dans la présente étude, les animaux ont donc recu 0,125 pg de calcitriol par voie intratumorale, soit
6,25 pg/Kg, avec un volume injecté de 100 pL.

De la méme maniére que lors de la premiére étude mais dans une moindre mesure, une
augmentation de la calcémie (+11% en moyenne) a été observée dans les 24 heures suivant
I’administration de calcitriol libre (Figure 42). Ces observations peuvent s’expliquer par la diminution

de la dose de calcitriol administrée.
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Figure 42. Evaluation de I'impact de I'injection de calcitriol (0,125 pg/souris) sur la calcémie d’un
modeéle murin de carcinome mammaire humain (MDA-MB-231). A JO, les souris ont regu par voie
intratumorale soit (a) du calcitriol libre soit (b) des nanocapsules encapsulant le calcitriol. La calcémie
des souris a été évaluée 2 jours avant traitement (J-2), 1 jour (J1) et 7 jours apres (J7) excepté pour

une des souris du groupe « calcitriol encapsulé » décédée au cours de |'étude.

En revanche, une variabilité de I'évolution de la calcémie chez les souris ayant été traitées avec
les nanocapsules encapsulant le calcitriol a été mise en évidence puisqu’une faible augmentation de
cette derniére a été observée chez 2 souris et une diminution chez le 3™ animal du groupe. Ces
résultats divergent donc avec ceux de la précédente étude mais il est difficile d’apporter une
conclusion compte tenu du faible nombre d’animaux considérés. Une des souris de ce groupe est par

ailleurs décédée au cours de I'étude, ceci pouvant s’expliquer par son taux de calcium initial qui
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témoigne d’une hypercalcémie (taux de calcium > 12 mg/dL) et/ou par une libération prolongée du
calcitriol et donc une hypercalcémie prolongée. Quel que soit le traitement recu, la calcémie initiale

est retrouvée 7 jours aprés traitement.

En conclusion, la dose de 0,125 pg de calcitriol par souris semble étre acceptable dans le cas
d’une calcémie initiale non pathologique puisque dans ce cas, la calcémie initiale est retrouvée 7 jours
aprés traitement. Nous avions établi les doses en calcitriol de 0,125 et 0,5 pg/souris sur la base des
études réalisées chez 'Homme et de I'étude de Muindi et al. (2003). En effet, selon Muindi et al., ces
doses sont respectivement équivalentes a des doses de 0,5 et 2,1 pg/kg chez 'Homme, et
correspondent aux doses administrées par voie orale lors de I'étude clinique de phase | (Beer et al.,
2001). La présente étude indique que I’évaluation de I'activité anti-cancéreuse du calcitriol in vivo est
envisageable dans ces conditions moyennant la confirmation de ces résultats par des études
supplémentaires chez un modele murin d’intérét, et avec plus d’animaux (> 5 souris par condition).
Dans 'esprit de trouver un modele plus performant que le modele murin de xénogreffe MCF-7, qui se
caractérise par une croissance tumorale extrémement lente, nous avons évalué la sensibilité de
différentes lignées cellulaires au calcitriol in vitro (Annexe). Ces lignées ont préalablement fait I'objet
d’une sélection sur la base de leur croissance tumorale rapide et de leur sensibilité a I’activité du

calcitriol supposée dans la littérature.
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Chapitre V : Implication des macrophages dans
I’activité pro-apoptotique de nanocapsules
encapsulant le calcitriol

V.1. Introduction

Ce chapitre sera consacré a |’évaluation de I'implication des macrophages dans I'activité

cytotoxique du calcitriol vis-a-vis de la lignée d’adénocarcinome mammaire humain MCF-7.

Les macrophages représentent la population immunitaire la plus présente au sein des tumeurs
ou ils sécretent, sous I'influence du microenvironnement tumoral, des facteurs pro-tumoraux, faisant
d’eux des acteurs majeurs de la progression tumorale (Sica et al., 2000). La polarisation des
macrophages, vers un phénotype anti- ou pro-tumoral, est initiée par des stimulus locaux. Compte
tenu de leur plasticité phénotypique, ils peuvent aisément étre reprogrammeés vers |'un ou I'autre des
phénotypes (Luo, 2006). Du fait de leur activité phagocytaire et de leur mobilité tumorale, leur ciblage
par les nanoparticules a émergé comme une approche thérapeutique de choix dans le cadre du

traitement contre le cancer (Binnemars-Postma et al., 2017).

En ce sens, de multiples études ont démontré |'efficacité de telles approches in vitro et in vivo
(Soma et al., 2000 ; Zeisberger et al., 2006 ; Miller et al., 2015 ; Zanganeh et al., 2016). Cependant,
aucune de ces études ne démontre l'intérét d’exploiter les TAMs a la fois pour leur plasticité
phénotypique et pour leur capacité de réservoir de nanoparticules. Les nanocapsules développées a
I'issue de nos travaux sont particulierement intéressantes pour vérifier I’efficacité de cette association
thérapeutique puisqu’elles possedent des propriétés physicochimiques adéquates pour la
phagocytose. De plus, au-dela de ses activités anti-cancéreuses, le calcitriol est décrit pour son réle
immunomodulateur, notamment envers les macrophages. Une étude a par ailleurs démontré qu’il
stimulait I’action cytotoxique de macrophages sur une lignée cellulaire de lymphome de par I'induction
de la production de cathélicidine par ces derniers (Bruns et al., 2015). Enfin, les nanocapsules
présentent une libération prolongée du calcitriol et sont constituées d’une coque polymere s’opposant

a la libération de I'actif une fois les nanocapsules phagocytées, jusqu’a érosion de cette derniéere.

Afin de vérifier le potentiel des macrophages a stocker les nanocapsules, nous avons au
préalable évalué leur internalisation et leur rétention au sein des macrophages dérivés de la lignée de

monocytes humains THP-1, ainsi que des cellules d’adénocarcinome mammaire humain MCF-7 en co-
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culture pendant 10 jours. Nous avons ensuite évalué la viabilité des cellules MCF-7 en mono-cultures
ou co-cultivées avec les macrophages apres exposition au calcitriol (libre et encapsulé) ou aux
nanocapsules vides. De plus, afin de confirmer la capacité des macrophages a retenir les nanocapsules
et a redistribuer le calcitriol encapsulé aux cellules cancéreuses, nous avons établi des co-cultures sans
exposer directement les cellules MCF-7 a I’actif. Pour ce faire, nous avons pré-incubés les macrophages

avec les nanocapsules avant d’établir les co-cultures.

Faits marquants de I'étude

v' Les nanocapsules sont efficacement internalisées par les cellules de cancer du sein MCF-7 et
les macrophages in vitro, en mono- et co-cultures

v' Les macrophages sont capables de jouer un rdle de réservoir des nanocapsules pendant au
moins 10 jours

v' Les macrophages sont capables de redistribuer le calcitriol aux cellules cancéreuses
environnantes in vitro

v' Les macrophages potentialisent I'activité cytotoxique du calcitriol in vitro pendant 10 jours

v' ’exposition des macrophages aux nanocapsules blanches est a I’origine d’une réduction de la

viabilité des cellules cancéreuses, suggérant une activation des macrophages par ces derniéres
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V.2.1. Abstract

Calcitriol-loaded polymeric nanocapsules have shown a long lasting antiproliferative activity
against breast cancer cells with a promising potential to avoid calcitriol systemic side effects that
currently compromise its clinical use. Tumor associated macrophages (TAMs) may support the
anticancer activity of calcitriol nanodelivery systems due to their own sensitivity to calcitriol and ability
to internalize together with cancer cells drug-loaded nanoparticles. They circulate into the tumor site
and may deliver calcitriol to surrounding cancer cells. In this study, we investigated the potential
implication of TAMs in calcitriol-loaded nanocapsule cytotoxic activity using an in vitro co-culture
model of human breast adenocarcinoma cells (MCF-7) and macrophages derived from a human

monocytic cell line (THP-1).
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Nanocapsules of approximately 200 nm were highly internalized and stored inside
macrophages in this model. The cytotoxicity of calcitriol-loaded nanocapsule against MCF-7 cells was
enhanced up to 4-fold and maintained over 10 days in the presence of macrophages. In addition, when
THP-1 macrophages were preincubated with calcitriol-loaded nanocapsules and co-cultured with MCF-
7 cells, they induced cell death in MCF-7 cells, showing that macrophages were efficient reservoirs of
calcitriol.

In conclusion, calcitriol-loaded nanocapsules present a sustained cytotoxic activity in the

presence of macrophages which act as slow-releasing reservoirs of encapsulated calcitriol.

V.2.2. Introduction

Tumor associated macrophages (TAMs) are key players in the tumor microenvironment of
most solid tumors including breast cancer (Mantovani et al., 2002). TAMs are predominantly
immunosuppressive, thereby contributing to all stages of tumor progression including cancer cell
proliferation and invasiveness (Ward et al., 2015; Zhou et al., 2015). Considering the detrimental role
of most TAMs in tumor growth, their plasticity, their mobility, and their ability to internalize
nanoparticles, they are interesting targets for cancer therapy, notably through the use of
nanomedicines (Ngambenjawong et al., 2017a; Vinogradov et al., 2014; Wang et al., 2017). Their
involvement in the activity of encapsulated drugs has to be considered in the design of anticancer
nanomedicines. Recent studies suggested that macrophages could potentiate the activity of
encapsulated drugs. Tanei et al. evaluated the redirection of nanoparticle albumin-bound paclitaxel
(nAb-PTX) to hepatic macrophages in order to enhance PTX activity in liver metastasis of breast and
lung. They loaded nAB-PTX into a nanoporous solid multistage nanovector (MSV) and proved that
macrophages exposed to these nanoparticles were viable and able to internalize and release PTX
(Taneietal., 2016). Indeed, their supernatant presented cytotoxic effects againstthe 4T1 breast cancer
cell line (Tanei et al., 2016). Similarly, a higher inhibition of tumor growth was obtained in vivo when
PTX was loaded in Y| peptide-functionalized polymeric nanoparticles to target TAMs in a colorectal
cancer mouse model (Cao et al., 2018). The functionalized formulation presented also a higher tumor
accumulation and was colocalized with TAMs (Cao et al., 2018). Sousa et al. studied the in vitro
polarization of J774 murine macrophages upon culture in breast cancer cell-conditioned medium and
exposure to liposomes encapsulating the bisphosphonate zoledronate (Sousa et al., 2015). The authors
showed that encapsulated zoledronate enhanced the expression of several markers of
immunostimulating macrophages. However, these activities were not observed in direct co-culture
models (Sousa et al., 2015). In another study, Soma et al. demonstrated that doxorubicin encapsulation

into poly-alkylcyanoacrylate (PACA) nanoparticles maintained its cytotoxic activity in vitro on a
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reticulum cell sarcoma cell line in both mono- and co-cultures with macrophages (Soma et al., 2000).
They found that macrophages were able to store and redistribute doxorubicin to cancer cells but did
not potentiate its cytotoxicity. Finally, Miller et al. demonstrated in vivo on a fibrosarcoma xenograft
mouse model that macrophages are important to store PEGylated nanoparticles in tumor
microenvironment, and that they were able to redistribute the encapsulated drug in a sustained
manner (Miller et al., 2015a). These studies pointed out the advantages of macrophages in nano-based
cancer therapy, both directly through their polarization to an immunostimulating phenotype and
indirectly by potentiating the activity of any anticancer drug through their use as reservoirs of
nanoparticles.

In a previous study, we have reported the development of calcitriol (1,25-dihydroxyvitamin
D3)-loaded polymeric nanocapsules (calcitriol-NCs) that are able to sustain its antiproliferative activity
on breast cancer cells and could enhance its clinical use (Nicolas et al., 2018). The anticancer activities
of calcitriol are attributed to anti-proliferative, pro-differentiative and cytotoxic actions toward cancer
cells (Deeb et al., 2007; Krishnan et al., 2012). Calcitriol can also act as a modulator of the immune
system through actions on various immune cells including macrophages and its role was well
elucidated in autoimmune diseases (Baeke et al., 2010; Szymczak and Pawliczak, 2016). Macrophages
are known to express vitamin D receptor (VDR) so to be responsive to calcitriol exposure (Townsend
et al., 2005). Moreover, it was documented that macrophages are able to participate in the extra-renal
production and secretion of calcitriol due to the expression of the 1a-hydroxylase and the absence of
its catabolic enzyme (24-hydroxylase) (Townsend et al., 2005). Therefore, macrophages could be
implicated in the anti-cancer activities of calcitriol-NCs. The mechanisms implicated in the activity of
calcitriol on macrophages in tumor models have been poorly investigated. Zhang et al. have shown the
involvement of the vitamin D receptor (VDR) in the pro-metastatic activity of TAMs. Treatment with
calcitriol reduced cancer cell migration activity, as identified in co-cultures of breast cancer cells and
macrophages in vitro and confirmed in an in vivo mouse model of breast cancer (Zhang et al., 2014).
Calcitriol can also induce the production of cathelicidin by macrophages independently of their
phenotype, through a toll-like receptor activation of its gene expression (Gombart, 2009). Cathelicidin
is an interesting antimicrobial peptide for cancer therapy found to be cytotoxic against high-grade B
cell ymphoma (Bruns et al., 2015). Taken together, these results indicate that besides its activities on
cancer cells, calcitriol may influence macrophage-activity toward anti-tumor effects.

Considering NP interactions with macrophages and calcitriol activity on macrophages, the
main objective of this work was to evaluate the impact of these immune cells on the efficacy of
calcitriol-based nanoparticles against cancer cells. In this work, we first assessed the ability of

macrophages to internalize and store calcitriol-NCs using fluorescent-labeled NCs (Nile red-NCs) in an
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in vitro co-culture model. Secondly, we evaluated the in vitro cytotoxic activity of these NCs on MCF-7

cells in absence or in presence of THP-1-derived macrophages.

V.2.3. Materials and methods

V.2.3.1. Chemicals

Calcitriol was purchased from Cayman Chemical Company (Ann Arbor, M, USA) (purity > 97%).
Poly(D,L)lactic acid (PLA, Mw 20000 g-mol™?) was supplied by Evonik Laboratories (Germany).
Caprylic/capric triglyceride PEG-4 esters (Labrafac Hydro® WL1219) was generously provided by
Gattefossé (Saint-Priest, France). Caprylic/capric/succinic triglyceride (Miglyol® 829) was supplied from
Cremer (USA). Nile red was purchased from Sigma-Aldrich (France). Polysorbate 80 (Montanox” 80 VG
Premium) and sodium lauryl sulfate (SDS) were respectively obtained from Seppic (France) and Sigma-
Aldrich. Acetone (Acros Organics, USA), acetonitrile (Fisher Scientific, UK) and ultrapure water

(resistivity > 18 mQ-cm at 25 °C) used throughout the experiments were of analytical grades.

V.2.3.2. Preparation of the calcitriol-loaded polymeric nanocapsules

Calcitriol-NCs were prepared using the previously described nanoprecipitation technique
(Nicolas et al., 2018). Briefly, the organic phase consisted of PLA (0.15%, w/w of the organic phase), a
mix of Labrafac Hydro® WL1219 and Miglyol® 829 in equal proportions (0.3% w/w of the organic phase)
to form the shell and the core of NCs respectively. These components were dissolved in 7 mL of
acetone and calcitriol (0.01%, w/w of the organic phase) was added to the organic phase. After stirring,
this phase was poured dropwise into 14 mL of an aqueous phase containing 0.05% (w/w of the
aqueous phase) of Montanox” VG 80. NC suspensions were stirred for 20 min at room temperature,
prior to evaporation of acetone and a part of the water. Evaporation was performed under vacuum
(200 mbar) using a rotary evaporator (Rotavapor® R-205, Biichi, Switzerland). Similar calcitriol-free
formulas were prepared as controls (blank-NCs). Fluorescent labeled NCs were similarly prepared by
adding Nile red (0.01%, w/w of the organic phase) to the organic phase of the formulation instead of

calcitriol. The suspensions were stored in the dark at 4 °C away from humidity.

V.2.3.3. NC physicochemical characterizations

The physicochemical properties of NCs were evaluated as previously described (Nicolas et al.,
2018). The mean size, the size distribution (characterized by the polydispersity index (Pdl)) and the

zeta potential of NCs were measured using dynamic light scattering (NanoZS instrument, Malvern, UK).
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The total amount of calcitriol recovered in NCs was quantified by liquid chromatography using a Waters
717 injector, a Waters 600 pump and a Waters 2996 photodiode array UV detector (A = 266 nm). A
Xselect HSS C18 column (3.5 um, 4.6x150 mm, Waters, Ireland) was used. Nile red quantification was
performed using UV-spectrophotometry (UV -1800 Pharma Spec SHIMADZU, A = 530 nm) analysis.
Finally, the encapsulation efficiencies of either calcitriol or Nile red into NCs were calculated by
quantifying the fraction of the non-encapsulated compound using a centrifugation method (62000 g,

30 min).

V.2.3.4. In vitro calcitriol-NCs release studies

Calcitriol release from NCs was determined as previously described (Almouazen et al., 2013) by
dispersing calcitriol-NCs in a phosphate buffer solution (PBS, pH=7.4) containing 0.01% of SDS to obtain
a final concentration of calcitriol of 1 pg-mL™ (sink conditions). Suspensions were maintained at 37 °C
under moderate magnetic stirring (300 rpm) over 7 days. During the release process, aliquots were
collected at predetermined time points and centrifuged at 62000 g for 10 min. The supernatant was
then collected, and analyzed by HPLC as described above. The percentage of drug released from NCs,
defined as the ratio of the free drug concentration (in the supernatant) to the total drug concentration,
was calculated. Similarly, the cumulative release of calcitriol was investigated by collecting the

supernatant every 24 h and subsequently replacing the release medium by a fresh one.

V.2.3.5. In vitro biological evaluations of calcitriol activity

V.2.3.5.1. Cell lines

Human breast adenocarcinoma cells (MCF-7) obtained from American Type Culture Collection
(USA) were grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco®, Thermo Fisher Scientific, Inc)
supplemented with fetal bovine serum (10%), penicillin (100 units/mL) and streptomycin (100 pg-mL
1). The human monocytic cell line (THP-1) was maintained as a suspension culture in Roswell Park
Memorial Institute medium supplemented with 2-mercaptoethanol (Final concentration of 0.05 mM),
fetal bovine serum (10%), penicillin (100 units/mL) and streptomycin (100 ug-mL?). Cells were

maintained in a humidified incubator at 37 °C in the presence of 5% CO..

V.2.3.5.2. Generation of THP-1 derived macrophages
Briefly, one million of THP-1 monocytes cells were exposed to 0.5 uM phorbol myristate
acetate (PMA, Promega) for 7 h to achieve differentiation to macrophages. Conversely to THP-1

monocytes, THP-1 macrophages are adherent, allowing a rapid evaluation of the efficacy of the
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differentiation process. Then, THP-1 cells were rinsed twice with PBS and plated in flasks for 24 h for

adhesion prior to experiments.

V.2.3.5.3. In vitro co-culture model

To establish the co-culture model, MCF-7 cells were harvested with trypsin-EDTA prior to
addition to THP-1 macrophages previously adhered in T25 flasks in a 1:1 ratio. Cell numbers were
adapted according to the duration of the experiment, i.e. 4 (10° cells/flask), 7 or 10 days (both 10°
cells/flask) to maintain cells in viable conditions. Co-cultures were maintained for 24 h prior to

experiments.

V.2.3.5.4. Cellular uptake of nanocapsules

The intracellular uptake of NCs was analyzed by fluorescence using flow cytometry. THP-1
macrophages and MCF-7 cells were seeded individually or in co-cultures in T25 flasks to obtain
adherent cultures as described above. Mono-cultivated THP-1 macrophages and MCF-7 cells were
incubated for 1, 3 or 6 h with nile-red-NCs, and washed with PBS to remove non-internalized NCs prior
to medium addition. Similarly, co-cultures were incubated 3 h with fluorescent-labeled NCs. At
predetermined times, cells were harvested using trypsin-EDTA, and pelleted twice by centrifugation at
320 g for 3 min before washing with PBS. Unexposed cells were used as control. Fluorescence was

analyzed using a LSRII° FACS as described below.

V.2.3.5.5. Calcitriol toxicity against THP-1 macrophages
THP-1 macrophages were seeded at a density of 10° cells per well in 6-well plate. After 24 h
delay for cell adhesion, THP-1 macrophages were incubated with free or encapsulated calcitriol (1 uM)

for 3 h and the cell viability was evaluated over 240 h using FACS analysis as described below.

V.2.3.5.6. Cytotoxic activity of calcitriol on MCF-7 cells

V.2.3.5.6.1. Calcitriol activity on MCF-7 cells in mono-culture

MCF-7 cells were seeded at similar densities to co-culture conditions described above. After
24 h, MCF-7 cells were exposed to 1 uM of free calcitriol or encapsulated calcitriol, or to blank-NCs in
similar dilution conditions than encapsulated calcitriol for 3, 24 or 96 h (Figure S2). After this period,
cells were washed with PBS and fresh medium was added. Cell viability was evaluated as described

below.
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Figure S2. Method for the evaluation of calcitriol cytotoxic activity on MCF-7 cells in vitro using
different times of incubation. MCF-7 cells were seeded at a density of 10° cells/flask in T25 flasks for
a culture period of 4 days or at a density of 10° cells/flask for 7 and 10 days. After 24 h delay for cell
adhesion (Day 0), MCF-7 cells were exposed to 1 uM of encapsulated calcitriol for 3, 24, or 96 h (red
lines). Then, cells were washed with PBS to remove calcitriol and fresh complete medium was added.
The viability of MCF-7 cells was analyzed at days 4, 7 and 10 using AnnexinV/propidium iodide

staining.
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V.2.3.5.6.2. Calcitriol activity on MCF-7 cells in co-culture with THP-1 macrophages

For co-cultures with THP-1 macrophages (cellular ratio of 1:1), MCF-7 cells were directly added in the
T25 flasks containing adherent THP-1 macrophages at the same density (Weigert et al., 2007). After
24 h, co-incubated cells were exposed to 1 uM of free calcitriol or encapsulated calcitriol, or to blank-
NCs in similar dilution conditions than encapsulated calcitriol for 3 h (Figure S3). Cells were then

washed with PBS and fresh medium was added. Cell viability was evaluated as described below.

Exposure to

compounds
for3h Medium renewal (without calcitriol)

| ; }

-2 -1 0 1 2 3 : 5 6 Z 8 9 1‘0 Days
M. A MCF-7 cell F
acrophages MCF-7 ce. Annexin V/PI Annexin V/PI Annexin V/PI

adhesion  adhesion

labelling labelling labelling

Figure S3. Method for the evaluation of calcitriol cytotoxic activity on MCF-7 cells in vitro. MCF-7
cells were seeded in presence of adherent macrophages (co-cultures with a cellular ratio of 1:1) at a
density of 108 cells/flask in T25 flasks for a culture period of 4 days or at a density of 10° cells/flasks
for 7 and 10 days. After 24 h delay for cell adhesion (Day 0), cells were exposed to 1 uM of
encapsulated calcitriol for 3 h (red line). Then, cells were washed with PBS to remove calcitriol and
fresh complete medium was added. The viability of MCF-7 cells was analyzed at days 4, 7 and 10

using AnnexinV/propidium iodide staining.

V.2.3.5.6.3. Calcitriol activity on MCF-7 cells in delayed co-cultures with THP-1 macrophages

THP-1 cells were seeded as indicated and, after 24 h delay, exposed to 1 uM of free or
encapsulated calcitriol for 3 h (Figure S4). After this period, cells were washed with PBS and fresh
complete medium was added. MCF-7 cells were added to the culture at a similar density than THP-1
macrophages to establish co-cultures with a cellular ratio of 1:1. Cell viability was evaluated as

described below.
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Figure S4. Method for the evaluation of calcitriol cytotoxic activity on MCF-7 cells co-cultured with
THP-1 macrophages without direct exposure to calcitriol in vitro. THP-1 macrophages were seeded
at a density of 10° cells/flask in T25 flasks for a culture period of 4 days or at a density of 10°
cells/flask for 7 and 10 days. After 24 h delay for cell adhesion (Day 0), cells were exposed to 1 uM of
encapsulated calcitriol for 3 h (red line). Then, cells were washed with PBS to remove calcitriol,
following by the addition of MCF-7 cells to the cultured macrophages at a similar density to establish
a co-culture with a ratio of 1:1. Fresh complete medium was added. The viability of MCF-7 cells was

analyzed at days 4, 7 and 10 using AnnexinV/propidium iodide staining.

V.2.3.5.6.4. FACS analysis of cellular uptake and cell viability

Prior to the quantification of the cellular uptake by MCF-7 cells and macrophages, a selective
labeling of the THP-1 cell line (CD45*) was performed using an APC-conjugated human anti-CD45
antibody (BD Biosciences, USA) which allowed differentiating them from MCF-7 cells (CD45). The ratio
of the mean fluorescence intensity (MFI) after exposure to NCs to the MFI of to the control (unexposed
cells) was calculated for data analysis. A total of 50,000 cells was counted per sample.
For the evaluation of the cytotoxic activity of calcitriol against MCF-7 cells either in mono- or co-
cultures at days 4, 7 and 10, THP-1 macrophages were selectively labeled with an APC-conjugated
human anti-CD45 antibody. Then, cells were stained with AnnexinV/propidium iodide (PI) (Roche)
according to the manufacturer's instructions and analyzed by flow activated cell sorting (FACS) on a
Becton Dickinson FACS LSRII® (San Jose, CA, USA). Cells were counted as viable (AnnexinV~/PI"), early
apoptotic (AnnexinV*/PI7), late apoptotic (AnnexinV*/PI*) or necrotic (AnnexinV’/PI*), expressed as
percentage of the total cells. Unexposed cells were used as control. A total of 50,000 cells was counted

per sample.

V.2.3.6. Statistical analysis

Results were evaluated using analysis of variance with subsequent comparisons by Student’s

test for paired or non-paired data, as appropriate. Statistical significance was defined as p<0.05 (*) and
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p<0.01 (**). Values are reported as means + standard error of the mean (SEM).

V.2.4. Results

V.2.4.1. NC physicochemical characterizations

In accordance with our previous study, NCs were successfully formulated and high
encapsulation rates were obtained, with 88 + 1% of encapsulation for calcitriol-NCs and up to 98% for
nile red-NCs (Table 9) (Nicolas et al., 2018). In vitro biological evaluation conditions (37 °C) did not
affect the NCs stability of calcitriol-NCs as ~ 96% of the drug was recovered after 10 days (data not
shown). Blank-NCs and Nile red-NCs had similar physicochemical properties to calcitriol-NCs (Table 9).
The narrow particle size distribution (mean size of approximately 200 nm) resulted in small values of
the polydispersity index given by the cumulants analysis (Pdl < 0.1). The {-potential values of the

formulations were weakly negative, reflecting the negative charge of the particles (Table 9).

Table 9. Physicochemical properties of NCs. Data are represented as means of 3 independent

experiments + SEM.

Particle mean Polydispersity  Zeta potential Encapsulation

Sample
size (nm) Index (mV) efficiency (%)
Blank NCs 196 +3 0.078 £0.013 -18.9+2.0 -
Calcitriol-NCs 198+5 0.072 £0.004 -19.2+£2.2 88+1
Nile red-NCs 201+3 0.071 + 0.006 -22.7+1.5 98+1

Calcitriol release from NCs under sink conditions exhibited a classical biphasic release pattern,
with an initial burst release during the first 3 hours with 44 + 3% of drug release, followed by a plateau
over 24 h due to an equilibrium between released and entrapped calcitriol (Figure 43a). A second
experiment was performed by renewing the release medium every 24 h. This experiment allowed us
to observe continuous release of calcitriol over 3 days reaching approximately 100% of release (Figure

43b).
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Figure 43. Release profiles of calcitriol-NCs. The percentage of released drug in PBS supplemented
with 0.01% of SDS to ensure sink conditions at 37 °C was measured after 3, 6, 24 (a). The cumulative
release of calcitriol was also evaluated over 96 h by changing release medium every 24 h and
presented as function of the number of medium changes (b). The data is represented as means of 3

independent experiments + SEM.

V.2.4.2. Cellular uptake of NCs

Nile red-NCs were rapidly internalized in vitro by both MCF-7 cells (Figure 45a) and THP-1
macrophages in monocultures (Figure 45b): 100% of cells were found labelled after 1 h exposure time.
The cellular uptake of NCs is quantitatively expressed as the ratio of the mean fluorescence intensity
after exposure to NCs (F) to the mean fluorescence intensity of the control (FO, unexposed cells). The
increase in mean fluorescence intensity of MCF-7 cells after exposure to NCs was slightly different over
time with F/FO=8 and 13 after 1 and 6 h, respectively (Figure 45a). The mean fluorescence intensity of
THP-1 macrophages increased 16 times after 1 h and the highest value (F/F0=24) was observed after
3 h, indicating a higher internalization of NCs compared to MCF-7 cells (Figure 45a). This cell exposure
time to NCs was selected to evaluate their uptake by both cell types in co-cultures (Figure 45c).
Similarly to mono-cultures, all co-cultured cells (MCF-7 cells and THP-1 macrophages) internalized Nile
red-NCs after 3 h exposure time with a higher uptake by macrophages. Actually, the mean fluorescence
intensity (MFI) increased 9 times for MCF-7 cells against 25 times for THP-1 macrophages (Figure 45c).
Beyond this incubation period, MCF-7 cells lost their fluorescence, with only a limited number of

positive cells after 96 h (<20%) and a complete lost of the fluorescence at 168 h and 240 h. Conversely,
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NCinternalization by THP-1 macrophages decreased in a time-dependent manner but was both slower
and less important. More than 40% (43.2%) of fluorescent cells were still found at T= 240 h with a 6-
fold increase of MFI compared to unexposed cells, indicating a storage of NCs over 10 days (Figure

45¢).

V.2.4.3. Cytotoxic activity of calcitriol-NCs on MCF-7 cells in mono-culture

Calcitriol cytotoxic activity was evaluated as the percentage of viable MCF-7 cells measured
over 10 days. In the same period and conditions, unexposed MCF-7 cells presented 100% of viable cells
(data not shown). When cells were exposed to free calcitriol for 3, 24 or 96 h, the number of viable
cells were found to be 56 + 9%, 34 + 7%, and 15 + 2%, respectively at Day 4. No statistically significant
differences were observed at Day 7 between the three incubation periods with approximately 20% of
MCEF-7 viability (Figure 44a). The cytotoxic activity of free calcitriol was lower on Day 10 with up to 59%
of viable MCF-7 cells. Considering calcitriol-NCs, for the lowest period of incubation (3 h), their
cytotoxic activity was limited over 10 days with 57 + 3% of viability at day 4 and around 65% at days 7
and 10 (Figure 44b). When the period of incubation with calcitriol-NCs increased from 3 h to 24 or 96
h, a higher cytotoxic activity of the formulation was noticed with 27 + 4% of viable cells at Day 4 and

less than 23% at Day 7. Similarly to free calcitriol, the cytotoxic activity of encapsulated calcitriol was

rediiced at dav 10 with 45-51% of cell viahilitv
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Figure 44. Influence of the incubation period of MCF-7 cells with calcitriol on its cytotoxic activity. MCF-
7 cells were incubated 3, 24, or 96 h with (a) free or (b) encapsulated calcitriol (1 uM). Cell viability of
MCF-7 was assessed at days 4, 7 and 10. The data are means of 3 independent experiments + SEM. *:

p<0.05; **: p<0.01 using Student’s t-test.
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V.2.4.4. Cytotoxic activity calcitriol-NCs on MCF-7 cells in co-culture with THP-1
macrophages

Unexposed MCF-7 cells in co-cultures with THP-1 macrophages presented a viability of 100%
over 10 days, indicating that THP-1 macrophages did not affect the viability of MCF-7 cells (data not
shown).

MCF-7 cell co-cultured with THP-1 macrophages (ratio 1:1) showed higher sensitivity to both
forms of calcitriol compared to mono-cultures, indicating macrophages implication in MCF-7 cell death
(Figure 46). When MCF-7 cells were exposed to free calcitriol, similar MCF-7 viabilities were found in
mono- and co-cultures except for Day 10 where the percentage of viable cells largely decreased in the
presence of THP-1 macrophages (52 £ 2% vs 23 + 2%, p<0.01). In the case of cell exposure to calcitriol-
NCs, the presence of macrophages strongly reduced MCF-7 cell viability at each time point of the
experiment, with significant differences compared to MCF-7 cell mono-cultures (p<0.01) notably at
days 7 (21+7%vs 64 £ 6%) and 10 (24 + 2% vs 69 + 11%). At days 7 and 10, the viabilities of co-cultured
MCF-7 cells exposed to blank NCs were found to be 41 + 8% and 74 + 10%, respectively, which is

significantly higher than for calcitriol-NCs in similar conditions (p<0.01).

V.2.4.5. Cytotoxic activity of calcitriol-NCs, and blank-NCs on MCF-7 cells in delayed co-
cultures with THP-1 macrophages

Macrophages were exposed for 3 h to blank-NCs or calcitriol-NCs prior to co-culture
establishment with MCF-7 cells in order to evaluate their implication in calcitriol activity through i)
their use as reservoir to sustain the cytotoxic activity of calcitriol on MCF-7 cells and ii) their calcitriol-
induced activation to kill cancer cells (Figure S4). At Day 4, similar limited effects were observed for
blank-NCs and calcitriol-NCs with 53 + 3% and 46 + 1% of cell viability, respectively (Figure 47). For
longer co-cultures, calcitriol-NCs were significantly more cytotoxic against MCF-7 cells than blank-NCs.
The peak of MCF-7 cell mortality was reached at Day 7, with 12 + 4% of cell viability after exposure to
calcitriol-NCs (p<0.01). At Day 10, blank-NCs lost their cytotoxic activity with 72% of cell viability due
to the proliferation of MCF-7 cells during the experiment. Conversely, MCF-7 cells co-cultured with
THP-1 macrophages and exposed to calcitriol-NCs presented a similar viability at Day 10 as compared
to Day 7. This result suggests that the internalization of calcitriol-NCs by macrophages maintained the
cytotoxicity against MCF-7 cells over at least 10 days. Interestingly, MCF-7 cells incubated with
calcitriol-NCs-loaded macrophages were mainly in an early apoptosis state (56 £ 1%) rather than in late
apoptosis (23 + 3%), confirming the maintenance of the cytotoxic activity induced by encapsulated

calcitriol and/or macrophages (Figure 47).
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V.2.5. Discussion

Tumor associated macrophages get more attention in the development of new antitumor
therapeutic strategies due to their continual recruitment and implication in tumor progression and
metastasis (Mantovani and Locati, 2013). Several therapeutic strategies were initiated on targeting
TAMs through the use of nanomedicines regarding their depletion (Penn et al., 2018; Sharma et al.,
2013), their repolarization (Cullis et al., 2017; Sousa et al., 2015) or their use as biological carriers (Pang
et al., 2016) . There are emerging evidences showing that tumor infiltrated macrophages influence the
delivery and the activity of nanomedicines, as shown for PEGylated liposomes (Lucas et al., 2017) and
PEGylated nanoparticles (Miller et al., 2015a). Once at the tumor site, nanoparticles can be internalized
by both cancer cells and TAMs, which are highly present and mobile in the tumor mass
(Ngambenjawong et al., 2017b; Vinogradov et al., 2014; Wang et al., 2017). These latter ones have also
the ability to redistribute drugs to surrounding cancer cells (Miller et al., 2015a). Therefore, several
nanomedicine systems such as doxorubicin-loaded nanoparticles (Soma et al., 2000), functionalized
paclitaxel-loaded nanoparticles (Cao et al., 2018), zoledronate-loaded liposomes (Sousa et al., 2015)
and PEGylated nanoparticles encapsulating a platinum (Pt) derivative (Miller et al., 2015a) were
evaluated in vitro and in vivo in the presence of macrophages. However, all mentioned studies focused
on encapsulated anticancer agents that do not have a direct activity on macrophages and could induce
macrophage mortality, limiting nanoparticle storage. Moreover, comparison between free versus
encapsulated drug or mono versus co-culture models are not completely elucidated.

To this aim, we hereby evaluated the advantages of macrophages targeting using calcitriol
loaded nanocapsules. Indeed, beside its antiproliferative and cytotoxic activities on cancer cells,
calcitriol can influence and modulate TAMs functions towards an anti-tumor phenotype through
various mechanisms (Bruns et al., 2015; Cohen-Lahav et al., 2006). Calcitriol exerts pro-differentiation
activities on monocytes, and may activate TAMs leading to tumor cell phagocytosis, as demonstrated
on the U937 monocytic cell line (Rigby et al., 1984). In addition, Bruns et al. have shown that exposure
of macrophages to calcitriol induced lymphoma cell mortality through the induction of the production
of cathelicidin by macrophages (Bruns et al., 2015).

In this work, we used a nanocapsule formulation that has been found to increase the
antiproliferative activity of calcitriol on MCF-7 cells over 10 days through its sustained release (Nicolas
et al., 2018). The labelling of NCs with Nile red showed a rapid uptake of NCs by both MCF-7 cells and
THP-1 macrophages after 3 h of incubation in monocultures (Figures 45a and b). This is in accordance
with previous studies which report the uptake of polymeric nanoparticles by MCF-7 cells (Chawla and
Amiji, 2003) and macrophages (Nicolete et al., 2011). In addition, a higher increase in the mean

fluorescence intensity was observed in THP-1 macrophages compared to MCF-7 cells indicating higher
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NCs uptake (Figure 45). Moreover, NCs persisted inside macrophages in the co-culture model as the
majority of the macrophages conserved a higher fluorescence intensity over 10 days. These results are
in accordance with the ones obtained by Edagwa et al. who observed a retention of isoniazid-PLGA
NPs in monocytes-derived macrophages over more than 10 days after a 24 h exposure period (Edagwa
et al., 2014). Conversely, MCF-7 cells were not able to retain NCs that long as the mean fluorescence
intensity rapidly decreased for these cells (Figure 45), which could be explained by the proliferation of
MCEF-7 cells. In addition, THP-1 macrophages viability after exposure to 1 uM of calcitriol was evaluated
over 10 days and did not show any difference between the free and encapsulated forms of calcitriol
regarding their cytotoxicity (>70% of viable cells, data not shown). These results demonstrate that
viable macrophages are able to internalize and preserve calcitriol loaded-nanocapsules inside their
cytoplasm over 10 days ensuring a sustained calcitriol activity in the tumor microenvironment. This
statement is strongly encouraged in the case of calcitriol as macrophages do not express calcitriol
degradation enzyme (24-hydroxylase) unlike MCF-7 cells that is known to express 24-hydroxylase after
calcitriol exposure (Garcia-Quiroz et al., 2016; Townsend et al., 2005).

Then, we established co-cultures of macrophages (generated from the THP-1 monocytic cell
line) and cancer cells (MCF-7 cell line) to evaluate the cytotoxic activity of calcitriol-NCs on MCF-7 cells
in comparison with MCF-7 mono-cultures. The implication of macrophages in the cytotoxic activity of
calcitriol-NCs on MCF-7 was clearly observed at days 7 and 10 as MCF-7 cell viability decreased more
than 40% in co-cultures compared to mono-cultures. This effect was limited at day 4, which can be
explained by the time needed to release calcitriol inside macrophage and then to alter their activation
or to be redistributed outside the cells (Figure 46). By combining these results with the fact that
unexposed co-cultured MCF-7 cells presented a viability of 100% during the entire experiment, it was
clear that macrophages contributed actively to MCF-7 cell mortality. Macrophages implication in free
calcitriol activity was only observed after 10 days in co-culture where free calcitriol lost its activity in
monoculture.

The cytotoxic activity of encapsulated calcitriol against MCF-7 cells did not decrease when
macrophages were incubated with NCs prior to be co-cultured with MCF-7 cells, confirming the
contribution of macrophages in MCF-7 cells-induced mortality. Indeed, 21 + 7% of viable MCF-7 cells
were counted at Day 7 after direct co-cultures, i.e. direct exposure of MCF-7 cells to calcitriol, and 12
+ 4% for the delayed co-cultures, i.e. when MCF-7 cells were not directly exposed to calcitriol.

THP-1 macrophages exposure to blank-NCs also decreased the viability of MCF-7 cells, especially after
7 days, where it decreased from 60%, which is superior to the cytotoxicity observed in mono-cultivated
MCF-7 cells. This could be explained by an activation of macrophages toward a proinflammatory state
to phagocyte cancer cells, as shown by Nicolete et al. on 1774 murine macrophages with polymeric

microparticles (Nicolete et al., 2011). These results are consistent with the fact that macrophages-
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mediated cytotoxicity against cancer cells in tumors can be mainly attributed to phagocytosis (Bener
etal., 2016).

Considering the persistence of the THP-1 macrophages over the whole co-culture experiments,
macrophage contribution in calcitriol loaded-NCs could be explained by two potential actions, i.e. their
use as reservoirs and their activation against cancer cells (Vinogradov et al., 2014).

Our results are consistent with previous studies which explained TAMs contribution by the
simple storage of these NPs. Soma et al. demonstrated that macrophages were able to release
doxorubicin from nanoparticles after their phagocytosis in co-cultures with ovarian sarcoma cells
(Soma et al., 2000). They observed a 5-fold increase in the ICso for both free doxorubicin and
doxorubicin-loaded nanoparticles compared to cancer cells monocultures (Soma et al., 2000). Similar
investigations were performed by Miller et al. using a PEGylated nanoparticles loading a platinum-
based pro-drug (Miller et al., 2015b). The authors found that the depletion of TAMs in vivo in a
fibrosarcoma xenograft mouse model decreased the therapeutic efficacy of the encapsulated drug.
They hypothesized that macrophages were essential to store and redistribute slowly NPs to the
surrounding cancer cells (Miller et al., 2015b). Another approach is their activation or their
reprogramming towards an antitumor phenotype due to their plasticity, which could be beneficial
regarding tumor regression (Sousa et al., 2015; Zanganeh et al., 2016). This was notably investigated
by Zanganeh et al. who showed that ferumoxytol nanoparticles caused macrophage polarization
towards an anti-tumor phenotype, leading to tumor cell apoptosis and delaying mammary tumor
growth in vivo (Zanganeh et al., 2016). The contribution of TAMs in the activity of drug-loaded
nanoparticles was also revealed on a pancreatic cancer mouse model treated with nAb-PTX (Cullis et
al., 2017). The nAb-PTX, induced macrophage immunostimulatory (M1) cytokine expression in vitro
and increased the MHCII*/CD80*/CD86* M1 macrophage population in vivo (Cullis et al., 2017). In
addition, nanocapsules were found to be internalized by undifferentiated THP-1 monocytes (data not
shown). This could be interesting as circulating monocytes are permanently recruited to the tumor site
to differentiate into TAMs and could thus contribute to calcitriol delivery to tumor cells (Lewis and
Pollard, 2006).

Taken together, these results indicate that macrophages are essential to internalize NCs and
release calcitriol from these NCs, thus improving the direct cytotoxic activity of calcitriol against cancer
cells and initiating indirect action via macrophages. These findings demonstrate the advantages of
calcitriol encapsulation with respect to its cytotoxic activity against breast cancer cells. Nanocapsules
are internalized by MCF-7 cells and macrophages ensuring a direct effect by sustaining the anti-
proliferative activity of calcitriol on MCF-7 cells and an indirect longer cytotoxic activity via the
macrophages. Macrophages can be both activated to phagocyte cancer cells and used as reservoir of

NCs for several days and slowly redistribute calcitriol to surrounding cancer cells.
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V.2.6. Conclusion

The cytotoxic activity of calcitriol on breast cancer cells either in mono- or in co-culture with
THP-1 macrophages was investigated. The ability of breast cancer cells and macrophages to internalize
calcitriol-loaded nanocapsules was shown, resulting in a sustained activity of the drug. Finally, we
highlighted that macrophages strongly reduced the viability of MCF-7 cells after exposure to calcitriol-
NCs. We hypothesized that this could be attributed to their ability to store and redistribute slowly
encapsulated calcitriol to surrounding cancer cells and/or their activation to phagocyte cancer cells by
calcitriol. Accordingly, further in vitro studies should be performed to characterize the phenotype of
the macrophages after exposure to calcitriol, and to evaluate the impact of the macrophage
phenotype, i.e. immunosuppressive or immunostimulant, on encapsulated calcitriol activity. In vivo
experiments in models with or without macrophages will allow to confirm our hypotheses and allow

us to further translate this approach into the clinic.
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Chapitre VI : Efficacité anti-cancéreuse de
nanocapsules encapsulant le calcitriol sur des
cellules de leucémie myéloide aigiie in vitro

VI.1. Introduction

Outre leur activité anti-cancéreuse vis-a-vis des tumeurs solides, le calcitriol et ses analogues
sont également décrits pour leur efficacité dans le traitement de la leucémie. Cette activité est
modulée par de multiples mécanismes d’action vis-a-vis des cellules leucémiques, induits par la liaison
du calcitriol a son récepteur nucléaire (Gocek et al., 2012). lls ont été élucidés in vitro et confirmés in
vivo au cours d’études pré-cliniques et incluent des activités pro-différenciative (Abe et al., 1981,
Mangelsdorf et al., 1984; Koeffler et al., 1985; Gocek et al., 2012), antiproliférative (McCarthy et al.,
1983; Zhou et al., 1990; Trynda et al., 2015), et cytotoxique (Pepper, 2003). Deux études cliniques
basées sur le traitement de patients atteints de leucémie avec le calcitriol en combinaison avec la
cytarabine, ont par ailleurs été réalisées et ont démontré des résultats prometteurs quant a la durée
de rémission observée chez les patients traités (Petrini et al., 1991; Slapak et al., 1992). Néanmoins,
elles n’ont pas permis de définir clairement I'intérét thérapeutique du calcitriol et ont mis en évidence
des hypercalcémies.

Les macrophages sont profondément impliqués dans le développement de la leucémie et sont
alors connus sous le terme de « macrophages associés aux leucémies » (LAMs). Une corrélation
positive a d’ailleurs été établie entre la densité en LAMs immunosuppresseurs et un mauvais pronostic
vital (Yang et al., 2018). En effet, les LAMs, de la méme maniére que les TAMs, tendent a promouvoir
le développement de la leucémie, en particulier au niveau de la rate, faisant d’eux des cibles
thérapeutiques d’intérét (Yang et al., 2018). Chen et al. ont démontré sur un modele murin de
leucémie lymphoblastique aiglie que la déplétion des LAMs par le biais de liposomes encapsulant le
clodronate n’avait qu’un faible impact sur la survie des souris (Chen et al., 2015). Ces résultats
renforcent l'intérét thérapeutique du calcitriol pour activer les LAMs a phagocyter les cellules
leucémiques et/ou les repolariser vers un phénotype immunostimulant. Yang et al. ont d’ailleurs
démontré que I'administration intrapéritonéale de poly(l:C) (10 mg/Kg), connue pour ses actions
immunomodulatrices (chapitre Il paragraphe 111.3.4.2.), a un modele murin de leucémie myéloide
aiglie permettait d’induire I'expression de genes caractéristiques des macrophages anti-tumoraux

(CXCL11, IL-6, IL-12B, INOS et TNF-a) et de diminuer celle des macrophages pro-tumoraux (Yang et al.,
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2018). Les mémes auteurs ont démontré que le traitement des souris avec la poly(l:P) permettait de
prolonger leur survie par rapport aux souris non traitées, suggérant I'intérét de la reprogrammation
des macrophages dans le traitement des leucémies (Yang et al., 2018).

Le traitement actuel des leucémies repose sur la chimiothérapie et la radiothérapie, qui ne
sont pas sélectifs, sont a I'origine d’effets secondaires et d’une résistance des patients a I’efficacité du
traitement (Vinhas et al., 2017). Les nanomédecines représentent donc une alternative intéressante a
ces thérapies. L'utilisation de nanoparticules pour le traitement des cancers hématologiques,
notamment les leucémies, repose sur une approche différente de celle envisagée pour le ciblage des
tumeurs solides puisque les cellules néoplasiques sont dans ce cas disséminées dans la circulation
sanguine (Vinhas et al., 2017). Cependant, les nanoparticules, toutes générations confondues, sont
d’autant plus intéressantes dans ce cas puisque leur administration intraveineuse permet une
internalisation a la fois par les cellules leucémiques et par les monocytes et macrophages circulants
(Vinhas et al., 2017).

Nous avons donc souhaité évaluer les activités antiproliférative et cytotoxique des
nanocapsules développées au cours de nos travaux antérieurs vis-a-vis d’'un modele de leucémie en
utilisant des protocoles in vitro similaires (Nicolas et al., 2018). Pour ce faire, la lignée cellulaire de
leucémie myéloide aiglie MV4-11 a été sélectionnée pour sa sensibilité au calcitriol. Le choix de cette
lignée cellulaire est également judicieuse pour les études in vivo puisque le modele de xénogreffe
tumorale MV4-11 est hautement infiltré par les macrophages de phénotype pro-tumoral qui
présentent un role participatif vis-a-vis de la croissance tumorale (Al-Matary et al., 2016).

Dans un second temps temps, I'implication des macrophages dans I'activité cytotoxique du
calcitriol vis-a-vis des cellules MV4-11 a été évaluée par le biais de co-cultures des deux types
cellulaires.

Enfin, dans le but d’évaluer I'intérét d’une combinaison thérapeutique du calcitriol avec un
agent utilisé en chimiothérapie, I'interaction du calcitriol avec la cytarabine vis-a-vis des cellules MV4-
11 a été évaluée. Pour ce faire, I'indice de combinaison entre la cytarabine et le calcitriol, définissant
le mécanisme régissant leur interaction, a savoir un effet antagoniste, additif, ou synergique, a donc
été calculé a la suite d’essais MTT visant a définir I'ICso des deux actifs seuls ou en combinaison. La
cytarabine a été sélectionnée pour cette étude pour diverses raisons. D’une part, c’est une molécule
de choix pour le traitement des leucémies qui est commercialisée pour cette utilisation (Cytosar®),
mais elle présente quelques limites. En effet, il existe des résistances a cet actif responsables d’un
échec du traitement des leucémie myéloides aiglies notamment (Xie et al., 2015, 2010). De plus, la
cytarabine requiert un transporteur (hENT1, human equilibrative nucleoside transporter 1), qui est
saturable, et elle est rapidement inactivée par la cytidine désaminase a la suite de son internalisation

cellulaire(Rein et Rizzieri, 2014). Par ailleurs, I'activité anti-cancéreuse de la cytarabine a été
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démontrée in vitro et in vivo sur le modéle tumoral MV4-11 (Mertz et al., 2011; Xie et al., 2015). Ainsi,
le traitement de souris nude immunodéprimées porteuses de xénogreffe MV4-11 avec 100 mg/kg/j (JO
a J8) puis 75 mg/kg/j 5 jours/7 a permis une réduction de la croissance tumorale de 33% aprés 30 jours
par rapport aux souris non traitées (Mertz et al., 2011). Enfin, I'interaction de cette derniere avec le
calcitriol a été évaluée dans plusieurs études, in vitro comme in vivo, dans lesquelles une synergie entre
les deux molécules a été reportée (Makishima et al., 1998; Slapak et al., 1992; Studzinski et al., 1986;
Yamada et al., 2006).

VI.2. Matériel et méthodes

VI.2.1. Préparation et caractérisation des nanocapsules encapsulant le calcitriol

Les nanocapsules sont obtenues par la méthode de nanoprécipitation et caractérisées comme
décrit dans le chapitre IV, paragraphe IV.2.3.3. La formule a été sélectionnée a l'issue de nos
précédents travaux et est composée d’acide poly(D,L)lactique, formant la coque polymeére, et d’un
mélange de triglycérides a chaines moyennes PEGylés (caprylic/capric triglycerides PEG-4 esters,
Labrafac Hydro® WL219) ou non (caprylic/capric/succinic triglycerides, Miglyol 829®) en quantités

équivalentes, formant le coeur huileux des NCs (ratio polymere:huile 1:2) (Nicolas et al., 2018).

VI.2.2. Culture cellulaire

Les cellules MV4-11 sont cultivées en suspension a 37 °C en présence de 5% de CO; dans du
milieu Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI 1640) supplémenté avec du serum de veau

feetal (SVF, 10%), de la pénicilline (100 U'mL™) et de la streptomycine (100 ug'mL?) (RPMI complet).

VI.2.3. Différenciation des monocytes THP-1 en macrophages

Afin de différencier les monocytes THP-1 en macrophages, une concentration de 0,5 uM de
12-myristate 13-acétate de phorbol (PMA, Promega) est ajoutée a une suspension cellulaire contenant
1 million de monocytes THP-1 pendant 7 heures a 37 °C en présence de de 5% de CO,. Aprés ce délai,
les cellules THP-1 sont culottées par centrifugation (320 g, 3 minutes) et rincées deux fois avec 5 mL
de PBS. Ensuite, les macrophages THP-1, qui sont adhérents, sont ensemencés dans des flasques
durant 24 heures pour permettre leur adhésion avant toute expérimentation. Ils sont maintenus en
suspension a 37 °C en présence de 5% de CO, dans du milieu Roswell Park Memorial Institute medium
(RPMI 1640) supplémenté avec du serum de veau feetal (SVF, 10%), de la pénicilline (100 U'mL?) et de
la streptomycine (100 pg'mL?) ainsi qu’avec du 2-mercaptoéthanol (Sigma-Aldrich, France) a une

concentration finale de 0,05 mM.
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VI.2.4. Evaluation de I’activité antiproliférative du calcitriol sur les cellules MV4-11

Afin d’évaluer I'activité antiproliférative du calcitriol, les cellules MV4-11 sont ensemencées
dans des plaques 96 puits a fond rond a une densité de 5000 cellules par puits. A JO, les cellules sont
exposées a différentes concentrations en calcitriol libre ou encapsulé a des concentrations variables
(1 -1000 nM). Aprés 4 jours d’incubation avec le calcitriol (J4), les cellules sont rincées avec du PBS et
du milieu de culture cellulaire complet est ajouté dans les puits. Les cellules non exposées font office
de contrdle. Le nombre de cellules métaboliquement actives, et donc considérées comme vivantes,
est estimé par un essai MTT apres 4, 7 ou 10 jours avec une durée minimale d’exposition au calcitriol
de 4 jours. Le milieu de culture cellulaire (sans calcitriol) est renouvelé apres 4 et 7 jours de culture de
maniere a maintenir un milieu nutritif complet au cours de I'expérimentation. L’essai MTT repose sur
I'utilisation du bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium (couleur jaune) C’'est
un essai colorimétrique reposant sur la réduction de I’anneau de tétrazolium du réactif par la succinate
déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes actives en formazan, de couleur violette. Pour ce
faire, un volume de 20 L de solution MTT (5 mg'mL™) est ajoutée a chaque puits, et les plaques 96
puits sont incubées a I'obscurité pendant 2 heures a 37 °C. Une fois le temps écoulé, le milieu de
chaque puits est éliminé et un volume de 100 pL d’une solution composée d’acide chlorhydrique
(HCl)/isopropanol/eau (1/90/9, v/v/v) est ajoutée dans les puits pour extraire le formazan. Aprés un
temps d’incubation de 15 minutes, les densités optiques (DO) sont mesurées a 540 nm pour
I’évaluation de l'intensité de la couleur violette, et a 690 nm pour soustraire le blanc avec un
spectrophotométre multipuits (Multiskan Ascent, Labsystems SA, Cergy-pontoise, France). Les

résultats sont exprimés en pourcentages du contréle (cellules non exposées).

VI.2.5. Evaluation de I’activité cytotoxique du calcitriol sur les cellules MV4-11

Les protocoles ont été adaptés a partir de ceux décrits dans le chapitre V, paragraphe V.2.3.5.

VI1.2.5.1. Activité du calcitriol sur des mono-cultures de cellules MV4-11

Les cellules MV4-11 sont ensemencées dans des flasques T25 a des concentrations variables
en fonction de la durée de I'expérimentarion pour maintenir les cellules dans des conditions viables.
Ainsi, les concentrations sont de 10° cellules par flasque pour une durée d’expérimentation de 4 jours,
et de 10° cellules par flasque pour une durée d’expérimentation de 7 ou 10 jours. Les cellules MV4-11
sont ensuite exposées a 1 uM de calcitriol libre ou encapsulé pendant 3 heures. Analogiquement, les
cellules sont aussi exposées aux nanocapsules blanches dans des conditions de dilution similaires.
Aprées ce temps, le milieu cellulaire des flasques contenant les MV4-11 est transféré dans des flacons

et rincé 2 fois avec 5 mL de PBS par le biais de centrifugations (320 g, 3 minutes). Les cellules sont
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ensuite remises en suspension dans du RPMI complet frais dépourvu de calcitriol dans les flasques
initiales. Apres 4, 7, ou 10 jours de culture, la viabilité cellulaire est évaluée commé décrit dans la

section 6.2.5.4.

VI1.2.5.2. Activité du calcitriol sur des cellules MV4-11 cultivées avec des macrophages

THP-1 apres exposition directe a I’actif

Afin d’établir les co-cultures, les cellules MV4-11 sont ajoutées aux flasques T25 contenant les
macrophages THP-1 adhérés en quantités équivalentes afin d’obtenir un ratio cellulaire initial de 1 :1.
Les concentrations cellulaires sont adaptées de la méme maniére que pour les mono-cultures de
cellules MV4-11 (section 6.2.5.1). Une concentration de 1 uM de calcitriol libre ou encapsulé est alors
ajoutée dans les flasques contenant les co-cultures pendant 3 heures. Analogiquement, les cellules
sont aussi exposées aux nanocapsules blanches dans des conditions de dilution similaires. Aprés ce
temps, le milieu cellulaire des flasques (contenant les cellules en suspension, donc les MV4-11) est
transféré dans des flacons, et rincé 2 fois avec 5 mL de PBS par le biais de centrifugations (320 g, 3
minutes). La flasque, contenant les cellules adhérentes (macrophages THP-1) est également rincée a
deux reprises avec du PBS. Les cellules sont ensuite remises en culture dans les flasques initiales dans
du RPMI complet frais dépourvu de calcitriol. Apres 4, 7, ou 10 jours de culture, la viabilité cellulaire

est évaluée commé décrit dans la section 6.2.5.4.

VI1.2.5.3. Activité du calcitriol sur des cellules MV4-11 cultivées avec des macrophages

THP-1 pré-incubés avec ’actif

Afin d’évaluer la capacité de stockage des NCs par les macrophages et/ou l'impact de leur
activation sur la viabilité cellulaire des MV4-11, les macrophages THP-1 sont pré-incubés avec 1 uM de
calcitriol libre ou encapsulé pendant 3 heures. Les cellules sont aussi exposées aux nanocapsules
blanches dans des conditions de dilution similaires. Les flasques sont ensuites rincées deux fois avec
du PBS puis les macrophages THP-1 sont remis en culture dans les flasques initiales dans du RPMI
complet frais dépourvu de calcitriol. Les cellules MV4-11 sont ensuite ajoutées aux cultures de
macrophages THP-1 de maniére a obtenir un ratio cellulaire de 1 :1. Aprés 4, 7, ou 10 jours de culture,

la viabilité cellulaire est évaluée commé décrit dans la section 6.2.5.4.
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V1.2.5.4. Evaluation de la viabilité cellulaire des cellules MV4-11

Apres 4,7 ou 10 jours de culture cellulaire, les cellules MV4-11 sont prélevées, rincées avec du
PBS puis marquées avec de l'annexine V et de l'iodure de propidium (IP) (Roche) selon les
recommandations du fournisseur. Les cellules sont ensuite analysées par cytométrie en flux (Becton
Dickinson FACS LSRII, San josé, USA). Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules viables
(annexineV/IP’), en apoptose précoce (annexine V*/IP’), en apoptose tardive (annexine*/IP*), ou
nécrotiques (annexine’/IP*) par rapport a la population totale. Un total de 10 000 cellules est compté

pour chaque échantillon.

VI.2.6. Evaluation de l'interaction entre le calcitriol et la cytarabine in vitro

Afin de déterminer les concentrations inhibant la prolifération de 50% des cellules (ICso) de chaque
molécule, le nombre de cellules viables a été évalué par un essai MTT comme décrit dans la section
6.2.4.1. Ainsi, les cellules MV4-11 ont été ensemencées dans des plaques 96 puits a fond rond a une
densité de 10 000 cellules par puits pour une durée d’expérimentation de 3 jours et de 3000 cellules
par puits pour une durée d’expérimentation de 7 jours. Immédiatement aprés ensemencement, les
cellules ont été incubées pendant 3 ou 7 jours avec des concentrations variables en calcitriol (3-10°8-
10! uM) et/ou en cytarabine (3:10°-101 uM). Aprés ces périodes, le nombre de cellules vivantes a été
évalué. Les ICso du calcitriol et de la cytarabine ont par la suite été estimées a I'aide du logiciel
Compusyn (ComboSyn, Inc., USA) permettant notamment d’évaluer leur activité antiproliférative,
seules ou combinées (mélange défini par le logiciel a partir des ICso définies a I'issue des essais isolés),
dans une gamme de concentrations incluant leur concentration ICso. La saisie des DO obtenues a I'issu
du test MTT dans le logiciel permet de calculer I'indice de combinaison de mortalité des cellules (IC),

qui permet de déterminer s’il existe un effet antagoniste, additif ou synergique entre les composés :

- 1C<£0,9 =Synergie
- 0,9<IC>1,1=Additivité

- 1C21,1 =Antagonisme
L’IC est calculé comme suit :
IC = [(D)1/(Dx)1]+[(D)2/(Dx)]

avec (Dx); et (Dx), les ICso respectives de la cytarabine et du calcitriol lorsqu’ils sont ajoutés

individuellement aux cultures cellulaires, et (D)1 et (D)2 leurs ICso quand il sont combinés.
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VI.2.7. Analyses statistiques

Les résultats ont été comparés par le biais du test de Student, avec une analyse préalable de
la variance pour déterminer la parité des données. Une différence significative entre des données est
admise pour p<0,05. Les résultats sont présentés en tant que moyenne + écart-type a la moyenne

(SEM).

VI.3. Résultats et discussion

VI.3.1. Activité antiproliférative du calcitriol sur les cellules MV4-11

La viabilité des cellules MV4-11 suite a I'exposition au calcitriol pendant 4 jours a été
immédiatement évaluée (J4), et évaluée a J7 et J10 (Figure 48). Des viabilités cellulaires de 47 + 2% a
J4 (Figure 48a) et d’environ 10% a J7 et J10 (Figure 48b-c) ont été observées pour la concentration
maximale en calcitriol libre testée. De plus, I'augmentation de la concentration en calcitriol est corrélée
avec une activité antiproliférative plus importante de ce dernier. Ainsi, a J7, I'exposition des cellules
MV4-11 a 10 uM de calcitriol est a I'origine d’une réduction de la prolifération cellulaire d’environ
25% contre 90% lors d’une exposition a 1 uM de calcitriol (Figure 48b). D’autre part, I’encapsulation
du calcitriol dans les nanocapsules maintient son activité antiproliférative sur 10 jours (Figure 48).

En accord avec la littérature, ces travaux ont permis de mettre en évidence I'activité
antiproliférative du calcitriol sur les cellules de leucémie myéloide aiglie (MV4-11) (McCarthy et al.,
1983; Zhou et al., 1990; Trynda et al., 2015). La corrélation positive entre la concentration en calcitriol
et le temps d’incubation sur I'activité de ce dernier sont similaires a ceux observés lors de précédents
travaux sur les cellules d’adénocarcinome mammaire humain (MCF-7) (Nicolas et al., 2018). En
revanche, I'impact de la concentration intracellulaire du calcitriol sur son activité, et donc I'intérét de
son encapsulation et du profil de libération prolongé de I’actif n’a pas été mis en évidence ici. Cela peut
s’expliquer par la durée d’exposition longue (> 96 heures) des cellules au calcitriol. En effet, nous avions
également démontré un simple maintien de I’activité du calcitriol apres encapsulation sur les cellules
MCF-7 pour un temps d’exposition de 96 heures (Nicolas et al., 2018). Cela peut s’expliquer par la
concentration intracellulaire en calcitriol, qui est identique entre les deux formes puisque le protocole
établi dans cette étude repose sur une exposition longue au calcitriol. Un temps d’exposition réduit a
24 heures a en revanche permis d’observer une perte de I'activité du calcitriol libre sur 10 jours alors
gu’elle n"avait que peu d’impact sur I'activité antiproliférative de sa forme encapsulée. Bien qu’aucune
étude ne rapporte ce fait sur les cellules MV4-11, il semblerait que cela soit commun a diverses lignées
cellulaires et divers actifs (Chouvet et al., 1986; Rajh et al., 2016). La réduction du temps d’exposition
des cellules MV4-11 au calcitriol, plus représentatif de la réalité, serait donc nécessaire pour considérer

I"activité de I'actif internalisé par les cellules.
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VI.3.2. Activité cytotoxique du calcitriol sur les cellules MV4-11 en mono- et en co-
cultures avec des macrophages THP-1

L'activité cytotoxique du calcitriol sur les cellules MV4-11 a été évaluée en mono- et co-
cultures avec des macrophages THP-1 aprés une exposition de 3 heures (Figure 49). Les cellules non
exposées présentent environ 100% de viabilité cellulaire sur toute la période d’expérimentation (non
montré). En mono-cultures, le calcitriol exerce une activité cytotoxique envers les cellules MV4-11
puisque des viabilités de 21 + 8%, 15 + 1% et 22 + 5% ont été respectivement observées a J4, J7, et J10
apres exposition au calcitriol libre et 27 + 5%, 24 + 5%, 18 + 3% pour le calcitriol encapsulé. Ces résultats
indiquent que I’encapsulation du calcitriol maintient son activité cytotoxique pendant 10 jours au
méme titre que son activité antiproliférative. Par ailleurs, dans ces conditions, les NCs blanches ont
démontré une faible toxicité puisque plus de 80% de viabilité cellulaire est observée pendant les 10
jours d’expérimentation. L’activité cytotoxique du calcitriol envers les cellules MV4-11 est donc en
accord avec les observations de Pepper (2003).

Lorsque les cellules MV4-11 sont co-cultivées avec les macrophages THP-1 et que ces deux
types cellulaires sont exposés au calcitriol, la viabilité cellulaire des MV4-11 est similaire a celle
observée en mono-cultures (Figure 49). En revanche, a I'inverse des mono-cultures de cellules MV4-
11, I'exposition des cellules aux NCs blanches est a I’origine d’une réduction importante de la viabilité
des cellules MV4-11 en co-cultures avec par exemple moins de 20% de viabilité observée a J7 (Figure
49). En co-cultures, les NCs blanches sont donc a I'origine d’une mortalité cellulaire similaire a celle
observée a la suite de I’exposition des cellules au calcitriol dans les mémes conditions.

Lorsque les macrophages THP-1 sont pré-incubés avec les NCs chargées avec du calcitriol avant
d’étre co-cultivés avec les cellules MV4-11, des effets cytotoxiques similaires a ceux obtenus en co-
cultures directes, lors desquelles les 2 types cellulaires ont été en contact avec les composés, sont
démontrés pendant 10 jours (Figure 49 et Figure 50). Ainsi, a J4, des viabilités identiques sont
observées (14%), aJ7 21 + 5% (co-cultures directes) et 18 + 1% (pré-incubation des macrophages) et a
J10 26 + 7% (co-cultures directes) et 23 + 1% (pré-incubation des macrophages) de viabilité cellulaire.

En revanche, ce maintien de |"activité entre les co-cultures directes et les co-cultures établies
apres exposition des macrophages uniquement aux NCs n’est visible que pendant 4 jours pour les NCs
blanches, avec des viabilités de 12 + 1% (co-culture directe, Figure 49a) et 16 + 7% (pré-incubation des
macrophages THP-1, puis co-culture, Figure 50a). Au-dela de 4 jours, la viabilité des cellules MV4-11
augmente de maniere croissante en fonction du temps apres exposition aux NCs blanches jusqu’a

atteindre 54 + 15% de viabilité a J10 (Figure 50c).
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L'augmentation de la proportion de cellules en apoptose précoce a J7 et J10 indique une
activité maintenue du calcitriol encapsulé pendant au moins 10 jours (Figure 50). Couplées avec les
résultats précédents, ces observations laissent a supposer que les NCs agissent de maniere intrinseque
sur les macrophages et que cette action s’additionne a I'action cytotoxique du calcitriol. En particulier,
les NCs blanches pourraient activer les macrophages phagocytant alors les cellules MV4-1 et/ou
polariser ces derniers vers un phénotype anti-tumoral contribuant a la mort cellulaire (Nicolete et al.,
2011). Cela va dans le sens des observations de Nicolete et al. qui ont démontré une production de
protéines pro-inflammatoires par des macrophages murins J774 suite a leur exposition a des
microparticules polyméres de PLGA blanches (5-7 um), bien qu’ils n’aient pas démontré cet impact
avec des particules de taille nanométrique (Nicolete et al., 2011). Par ailleurs, la perte d’activité des
NCs blanches lorsque seuls les macrophages y sont exposés peut s’expliquer par une co-internalisation

cellulaire de ces derniéres en présence des cellules MV4-11, potentialisant alors leur action.
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VI.3.3. Evaluation de l'intérét de la combinaison thérapeutique du calcitriol et de la
cytarabine in vitro

Afin d’évaluer I'intérét d’une association thérapeutique du calcitriol avec la cytarabine, I'action
antiproliférative propre a ces derniers a dans un premier temps été évaluée (Figure 51). Pour ce faire,
les cellules MV4-11 ont été exposées durant 7 jours au calcitriol (3:108-10 uM) ou 3 la cytarabine
(3:10%-10' uM). La cytarabine posséde une activité antiproliférative concentration dépendante sur les
cellules MV4-11 a partir d’'une concentration de 100 nM. Dans les mémes conditions, les cellules MV4-
11 sont d’autant plus sensibles a I'activité antiproliférative du calcitriol puisqu’il est actif a partir de

10 uM (Figure 51).
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Figure 51. Activité antiproliférative du calcitriol et de la cytarabine sur les cellules MV4-11. La
viabilité cellulaire a été évaluée par un essai MTT apres 7 jours d’exposition des cellules aux
composés. Les données sont représentées en tant que pourcentage de cellules par rapport aux

cellules non exposées dont la viabilité est considérée a 100% (moyenne * SEM, n=3).

Des essais MTT ont été réalisés a J3 et J7 en exposant les cellules MV4-11 aux actifs seuls ou
en mélange. Leurs concentrations inhibitrices de 50% de la prolifération cellulaires (ICso) ont été

estimées par le logiciel Compusyn (Tableau 10). Les ICso du calcitriol sont de respectivement 1,9:10% et
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1,2:10°3 uM aprés 3 et 7 jours d’incubation avec les cellules MV4-11 (Tableau 10). L'indice de
combinaison calculé a J3 indique une additivité (0,9-1,1) voire une synergie (<0,9) entre les 2 actifs.
Cependant, a J7, I'indice de combinaison n’indique aucune synergie entre la cytarabine et le calcitriol

puisqu’il est de 1,17 £ 0,11.

Tableau 10. Estimation des ICso et calcul de I'indice de combinaison (IC) du calcitriol et de la cytarabine

apres 3 ou 10 jours d’exposition des cellules MV4-11 par le logiciel Compusyn (moyenne + SEM, n=3)

ICs0 (M)
IC
Calcitriol Cytarabine
J3 192 767 +44 0,85+ 0,09
J7 1,2+0,2 138 £ 35 1,17+0,11

L'indice de combinaison entre le calcitriol et |la cytarabine calculé a J3, indiquant une synergie
(<0,9) entre les 2 actifs, est en accord avec la littérature (Studzinski et al., 1986; Slapak et al., 1992;
Makishima et al., 1998). De plus, I'ICso du calcitriol est cohérente avec celle obtenue par Trynda et al.
qui ont défini une concentration ICso du calcitriol vis-a-vis des cellules MV4-11 de 1,56 102 nM aprés 5
jours d’exposition (Trynda et al., 2015). L'ICso estimée de la cytarabine dans la présente étude (767 +
44 nM a J3) est quant a elle éloignée de celles définies par Xie et al. au cours de deux études qui sont
pour la méme période de seulement 106 + 63 nM dans une des deux études (Xie et al., 2010) et de 220
nM dans l'autre (Xie et al., 2015), soit plus de 3 a 6 fois inférieure a celle estimée dans notre étude. Par
ailleurs, un essai mené avec une densité cellulaire moindre (3000 cellules par puits au lieu de 10 000)
lors de I’étape d’optimisation du protocole (non montré) a permis d’obtenir un indice de combinaison
entre la cytarabine et le calcitriol de seulement 0,45 a J3 indiquant clairement un effet synergique
entre les actifs (n=1). Studzinski et al. ont expliqué sur des cellules de leucémie humaine
promyélocytaire (HL-60) que cet effet synergique entre la cytarabine et le calcitriol était d( a une
inhibition de la maturation de I’ADN répliqué suite a la potentialisation de la réduction de I'élongation
de I’ADN provoquée par la cytarabine par le calcitriol lors de I'initiation de ses effets pro-différenciatifs
(Studzinski et al., 1991). Ce phénomene résulte en une accumulation cytotoxique de petits fragments
d’ADN (Studzinski et al., 1991).

Par ailleurs, I'essai réalisé a J7 ne démontre aucune synergie entre le calcitriol et la cytarabine.
Cette perte de synergie au cours du temps n’a a ce jour jamais été reportée pour ces actifs puisque la

durée des études n’est pas aussi importante, mais elle a été observée pour d’autres actifs (Elliott et
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al., 1989). Elle peut s’expliquer par une dégradation de I'une ou l'autre des molécules ou par une

rétention cellulaire diminuant au cours du temps.

VI1.4. Conclusion

En conclusion, nous avons démontré que le calcitriol présentait des activités antiproliférative
et cytotoxique vis-a-vis des cellules MV4-11 durant 10 jours. L'encapsulation de I'actif dans des
nanocapsules permet de maintenir cette activité sans toutefois la potentialiser. Cette étude n’a pas
permis de mettre en évidence une quelconque participation des macrophages a |'activité cytotoxique
du calcitriol, probablement en raison du protocole établi. Des études complémentaires visant a évaluer
I'internalisation cellulaire des nanocapsules sont donc a envisager pour optimiser le protocole in vitro.
Par ailleurs, I'effet pro-différenciatif du calcitriol et I'intérét des macrophages vis-a-vis de cette activité
ansi que des activité antiproliférative et cytotoxique du calcitriol avec un protocole optimal (temps
d’exposition et concentrations en calcitriol) sont envisageables. Nous avons également mis en
évidence une possible synergie entre le calcitriol et la cytarabine qu’il est nécessaire d’approfondir.
Enfin, des études in vivo seraient nécessaires pour confirmer le potentiel thérapeutique du calcitriol

ainsi que les avantages des nanocapsules en termes d’activité et de toxicité.
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Discussion générale

Le but de ce travail de these était d’investiguer le potentiel thérapeutique de vecteurs ciblant
les cellules cancéreuses et les macrophages infiltrés dans les tumeurs, et prolongeant I'activité du
principe actif encapsulé. L'objectif était double puisqu’il s’agissait de développer des nanovecteurs de
calcitriol capables de le libérer de maniére prolongée au sein méme des cellules tumorales et/ou des
macrophages infiltrés dans les tumeurs, et d’évaluer I'intérét de ce systéme vis-a-vis de I'amélioration
et la prolongation de son activité anti-cancéreuse tant directement qu’indirectement via un ciblage

des macrophages.

Les macrophages sont des cellules immunitaires impliquées dans le développement de
diverses pathologies, ce qui en fait une cible thérapeutique d’intérét, notamment dans le cas du
cancer. Dans ce cas, les monocytes circulants sont recrutés de maniere continuelle au sein de la
tumeur, ou ils sont, sous lI'influence de ce microenvironnement qui se caractérise par une sécrétion
permanente de cytokines, chimiokines, et de facteurs de croissance, différenciés et maintenus en
macrophages pro-tumoraux (Cui et al., 2016; Mantovani et Locati, 2013). Ils sont alors appelés
« macrophages associés aux tumeurs » (TAMs). Les TAMs jouent un réle majoritairement délétere
pour l'organisme, comme démontré par la corrélation positive entre leur présence, et plus
précisément le degré d’infiltration de la tumeur par ces derniers, et un mauvais pronostic vital,
notamment dans le cas du cancer du sein (Yang et al., 2015). En effet, les TAMs participent, voire méme
orchestrent les différentes étapes du développement tumoral, de la prolifération des cellules

néoplasiques a leur dissémination au sein de I’organisme, et donc a la formation de métastases.

Plusieurs stratégies thérapeutiques ciblant les TAMs sont décrites dans la littérature, a savoir
leur déplétion, leur reprogrammation vers un phénotype anti-tumoral, ou encore leur utilisation en
tant que vecteurs ou réservoirs de nanoparticules (Luo, 2006; Binnemars-Postma et al., 2017). De par
leur réle de phagocytose et leur mobilité intra-tumorale, les macrophages sont en effet capables
d’internaliser des nanoparticules chargées de principe actif, puis de le libérer aux cellules cancéreuses
environnantes permettant aussi d’atteindre les zones tumorales non-vascularisées (Gustafson et al.,
2015; Binnemars-Postma et al., 2017). Les TAMs internalisent ainsi la majorité des NPs dirigées vers
les cellules cancéreuses apres leur rétention au niveau tumoral. Plusieurs approches galéniques
reposant sur I'utilisation des nanomédecines pour le ciblage des TAMs ont été développées en utilisant
des NPs PEGylées et fonctionnalisées avec des ligands spécifiques. Néanmoins, I'administration locale,

en I'occurrence intra-tumorale, de nanoparticules dont la surface n’est pas modifiée (vecteurs de 1°
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génération) (Chellat et al., 2005) permet leur rétention au niveau tumoral exclusivement, le ciblage
des TAMs et I"élucidation des mécanismes mis en jeu dans leur participation a I'activité de tels

nanovecteurs. C'est la raison pour laquelle nous avons retenu cette stratégie pour nos travaux.

Nous avons choisi de développer des nanoparticules polyméres biodégradables mesurant
environ 200 nm pour assurer une internalisation aussi bien par les cellules cancéreuses que les
macrophages (Sharma et al., 2010). Comme décrit dans le chapitre I, il existe différents mécanismes
d’internalisation des nanoparticules par les macrophages, mais il semblerait que la phagocytose soit |a
voie privilégiée (Gustafson et al., 2015). La phagocytose des nanoparticules consiste en leur
englobement dans des phagolysosomes et est suivie de leur digestion par le contenu enzymatique de
ces derniers. Cet événement est donc un point crucial qui va fortement impacter la libération du
principe actif in situ ainsi que sa dégradation et sa disponibilité au niveau du microenvironnement
tumoral. Par conséquent, la biodégradabilité des constituants des nanoparticules est nécessaire pour
pouvoir assurer une libération de I'actif encapsulé tout en évitant les effets indésirables émanant de
I’accumulation de nanoparticules ou de résidus toxiques au sein des organes riches en macrophages
(foie et rate par exemple) (Kamaly et al., 2016). D’autre part, la cinétique de dégradation des
nanoparticules est profondément influencée par leur structure. Par exemple, I'épaisseur de la coque
polymére des nanoparticules a une influence sur la vitesse d’érosion de cette derniere et donc sur la
vitesse de libération de [Iactif encapsulé. Plusieurs polymeéres biodégradables sont donc
communément employés pour la formulation de nanoparticules, notamment I'acide poly-lactique

(PLA).

Le calcitriol, métabolite actif de la vitamine D, est a ce jour commercialisé sous différentes
formes galéniques pour son activité sur le métabolisme phospho-calcique. De plus, il posséde des
activités anti-cancéreuses qui ont été mises en évidence pour la premiére fois il y a plusieurs dizaines
d’années par le biais d’études épidémiologiques ayant démontré une corrélation entre la carence en
vitamine D et la fréquence d’apparition du cancer (Garland and Garland, 1980). A ce jour, I'intérét
thérapeutique du calcitriol pour le traitement du cancer a été largement décrit sur différents modéles
tumoraux exprimant son récepteur, le VDR, incluant certains cancers du sein hormono-dépendants
(Krishnan et al., 2010). En effet, il a été démontré que dans le cas de ces cancers, les cestrogénes
stimulaient la prolifération cellulaire, or le calcitriol inhibe leur production ainsi que I'expression de
leurs récepteurs, participant fatalement a son action antiproliférative vis-a-vis des cellules cancéreuses
(Doisneau-Sixou et al., 2003; Krishnan et Feldman, 2011). Ses mécanismes d’action sont donc bien
décrits puisqu’il agirait a la fois directement sur les cellules cancéreuses par des effets antiprolifératifs,

pro-différenciatifs et cytotoxiques, mais également sur le microenvironnement tumoral par un effet

231



anti-inflammatoire et une limitation de I'angiogenése (Blutt et al., 2000; Palmer et al., 2001; Krishnan

et Feldman, 2011).

Par ailleurs, le réle du calcitriol sur les macrophages a été proposé suite a l'identification de
I’expression du VDR et de la 1a-hydroxylase, qui est I'enzyme permettant la synthése de calcitriol a
partir de son précurseur (calcidiol), par ces cellules (Monkawa et al., 2000; Baeke et al., 2010). De plus,
les macrophages, contrairement aux cellules cancéreuses, n’expriment pas I’enzyme catabolique du
calcitriol (24-hydroxylase). Tout cela suggere que les macrophages peuvent jouer le role de réservoir
de calcitriol en assurant sa protection et sa sécrétion extracellulaire. Aussi, le calcitriol possede un réle
activateur des macrophages puisqu’il peut d’une part potentialiser leur activité phagocytaire et d’autre
part stimuler la production de certains facteurs anti-tumoraux par ces derniers. Par exemple, une
étude menée sur un modele de lymphome a larges cellules B a démontré que I'exposition des TAMs
au calcitriol induisait la sécrétion de cathélicidine par ces derniers, et que ce peptide antimicrobien
était cytotoxique envers les cellules de lymphome (Bruns et al., 2015; Xu et al., 1993). Ces activités
font du calcitriol un principe actif d’intérét dans ce projet, permettant d’étudier a la fois son action
directe sur les cellules cancéreuses et son action indirecte résultant de son activité sur les

macrophages.

Bien qu’il possede un large spectre d’activités anti-cancéreuses et qu’il soit efficace sur de
nombreux modeéles tumoraux, Iutilisation clinique du calcitriol dans le cadre de la chimiothérapie anti-
tumorale est limitée par le taux sérique requis pour qu’il soit efficace en tant que tel (>1 nM),
entrainant des hypercalcémies. Plusieurs alternatives ont de ce fait été envisagées, principalement en
terme de posologie. La derniére stratégie en date repose sur I'administration intermittente d’une dose
élevée (45 pg/kg/semaine) en calcitriol par voie orale, dont la forme galénique (DN-101) a été
développée pour le traitement du cancer pour permettre I’administration de telles doses en calcitriol
(Beer et al., 2007; Scher et al.,, 2011). Bien qu’aucune hypercalcémie ne soit associée a son
administration, les résultats cliniques obtenus avec cette formule restent faibles. C'est la raison pour
laquelle la derniére étude clinique large, i.e. I'’étude de phase Ill ASCENT 2 menée chez des patients
atteints de cancer de la prostate métastatique, a été interrompue précocement (Scher et al., 2011).
Ceci peut s’expliquer par la faible demi-vie du calcitriol dans la circulation sanguine (16,2 heures pour
la formule DN-101) rendant difficile le maintien de son efficacité thérapeutique au cours du temps

(Figure 9) (Beer, 2005).

La vectorisation du calcitriol dans des nanoparticules est donc une stratégie judicieuse pour
potentialiser son efficacité tout en réduisant ses effets secondaires de par un ciblage tumoral

permettant une augmentation de la concentration intracellulaire en calcitriol, d’autant plus que c’est
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une molécule lipophile (log P =5,5). Pour ce faire, nous avons développé des nanoparticules polyméres
de composition adaptée, notamment par le biais de I'ajout d’huile. En effet, de maniere générale, les
nanocapsules, de par la présence d’huile, permettent une encapsulation plus importante des
molécules lipophiles par rapport aux nanosphéres. L’huile permet une solubilisation et une rétention
des actifs lipophiles améliorant le rendement d’encapsulation et susceptible de ralentir leur libération
(Barichello et al., 1999). Par ailleurs, la coque polymere constituant les nanocapsules, en fonction de
son épaisseur, tend a renforcer le potentiel de rétention de I’actif exercé par I’huile contenue en leur
cceur (Poletto et al., 2008). Le développement de nanocapsules biodégradables chargées en calcitriol
est une stratégie d’intérét permettant a la fois le ciblage tumoral et la prolongation de sa disponibilité

au niveau tumoral, donc son activité.

Plusieurs études ont évoqué l'intérét des macrophages en thérapie anti-cancéreuse apres
exposition a des nanoparticules, soit par une action directe par une activation ou une polarisation de
ces derniers (Sousa et al., 2015; Zanganeh et al., 2016), soit indirectement par le biais d’un stockage
des nanoparticules encapsulant des actifs anti-cancéreux (Soma et al., 2000; Miller et al., 2015a).
Cependant, ces activités n’ont pour la majorité pas été observées dans le cadre de co-cultures de
cellules cancéreuses et de macrophages. De plus, les études ont tout au plus démontré un maintien
de I'activité anti-cancéreuse des principes actifs encapsulés en comparaison a leur activité en mono-
cultures. La participation des macrophages a I'activité anti-cancéreuse du calcitriol via leur role de
réservoir de nanoparticules ou la modulation de leur phénotype par le calcitriol, permettant une action

anti-tumorale sur le long terme, sera donc ici abordée.

En ce sens, nous avons mené une étude de formulation dans le but de développer des
nanoparticules adéquates en prenant en considération tous les pré-requis préalablement abordés. Les
nanoparticules doivent donc, en plus d’étre biodégradables, présenter les propriétés
physicochimiques optimales pour une encapsulation maximale et une libération prolongée du
calcitriol. Par ailleurs, les nanoparticules ont été formulées de maniére a respecter une taille comprise
entre 150 et 200 nm, permettant leur diffusion au sein de la tumeur et leur internalisation par les
cellules cancéreuses et les TAMs. Les parametres de formulation ont été optimisés pour que les
nanoparticules internalisées par les cellules cancéreuses exercent une activité prolongée envers ces
derniéres. La persistance des nanoparticules au sein des TAMs est souhaitée afin de libérer de maniere
prolongée le calcitriol aux cellules tumorales, donc de maintenir son activité anti-cancéreuse sur une

longue période. Ces points seront abordés dans cette partie.
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Développement de nanoparticules encapsulant le calcitriol

Bien que de nombreux travaux visant a encapsuler les autres métabolites de la vitamine D dans
des nanoparticules aient été conduits, principalement afin d’enrichir des produits alimentaires en
vitamine D, peu abordent I'encapsulation du calcitriol. Des travaux ont été menés dans le but de
I’encapsuler pour une application en thérapie anti-cancéreuse dans des microsphéres a base de poly-
vinylnéodécanoate (Nguyen et al., 2007), des nanosphéres et nanocapsules d’acide poly(D,L)lactique
(PLA) (Almouazen et al., 2013) et des nanosphéres d’acide poly(dl-lactique-polyglycolique) (Ramalho
et al., 2015). Almouazen et al. ont ainsi observé une efficacité d’encapsulation du cholécalciférol, plus
hydrophobe que le calcitriol, plus importante dans des nanocapsules que dans des nanosphéres avec
respectivement 97% et 70% d’encapsulation, ainsi qu’un ralentissement de sa libération a partir des
nanocapsules (Almouazen et al., 2013). Les auteurs ont ensuite encapsulé le calcitriol dans les
nanocapsules sélectionnées a l'issue de I'étude de formulation, démontrant 88% d’encapsulation
(Almouazen et al., 2013), contre seulement 57% dans le cas des nanosphéres de composition similaire
étudiées par Ramalho et al. (Ramalho et al., 2015). Notre stratégie, d'un point de vue galénique, a donc
été d’investiguer I'impact de la formulation des nanoparticules sur leurs propriétés en vue du

développement d’un systeme de libération prolongée du calcitriol.

La revue de littérature de Mora-Huertas témoigne de l'intérét des nanocapsules pour
I’encapsulation de principes actifs liposolubles et leur libération prolongée ainsi que de I'impact du
ratio polymeére:huile sur la libération des principes actifs liposolubles (Mora-Huertas et al., 2010). Deux
approches sont envisageables pour moduler ce ratio, a savoir la variation de la concentration en
polymére ou en huile. L'importance de la présence du polymeére a cependant été démontrée au cours
d’une étude portant sur la vectorisation de la xanthone et de son dérivé, tous deux liposolubles
(Teixeira et al., 2005). En effet, Teixeira et al. ont observé une libération plus importante des principes
actifs encapsulés dans des nanoémulsions par rapport aux nanocapsules, attestant de I'importance du
polymere pour prolonger la libération des molécules encapsulées (Teixeira et al., 2005). Plusieurs
études ont aussi démontré que I'augmentation de la concentration en polymére constituant les
nanocapsules permettait d’augmenter I'épaisseur de leur coque polymere, alors responsable d’une
libération prolongée de I'actif liposoluble (Poletto et al., 2008; Romero-Cano et Vincent, 2002, 2002).
Par ailleurs, des travaux menés sur I'encapsulation du diclofénac, actif liposoluble (LogP = 4,4), dans
des nanocapsules de PLA ont montré que I'augmentation de la concentration en huile pouvait étre
responsable de la formation de gouttelettes d’huile isolées (Guterres et al., 1995). Nous avons donc
choisi d’étudier I'impact du ratio polymere:huile sur la libération du calcitriol en maintenant la

concentration en huile constante et en variant la concentration en polymere. Dans cette étude de
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formulation, le PLA (masse moléculaire = 20 000 g'mol?) et des triglycérides a chaines moyennes
(Miglyol® 829, 0,3% m/m de la phase organique) ont été employés. Des nanoémulsions (ratio
polymére:huile de 0:1), des nanocapsules (ratios polymeére:huile de 1:8, 1:4 et 1:2) et des nanosphéres
(ratio polymere:huile de 1:0) ont ainsi été formulées. La variation de la concentration en polymeére n’a
pas eu d’impact majeur sur les propriétés physicochimiques des nanoparticules développées
puisqu’elles présentent toutes une taille monodisperse moyenne comprise entre 173 + 3 nmet 195 +
15 nm et une faible charge de surface d’environ -22 mV (Table 4). Par ailleurs, les nanocapsules ont
démontré une efficacité d’encapsulation supérieure a celle des nanospheéres et des nanoémulsions
(Table 4). Ceci s’explique par la solubilité importante du calcitriol dans I’huile et sa faible solubilité dans
le polymére, tendant vers une rétention du principe actif au coeur des nanocapsules (Table 6). Nos
résultats sont en accord avec Barichello et al. et Teixeira et al. dans le sens ou la faible solubilité de
I'actif dans le polymere favorise sa diffusion dans la phase aqueuse durant la préparation des
nanosphéres (Barichello et al., 1999; Teixeira et al., 2005). Cela explique également la libération du
calcitriol a partir des différentes formules. En effet, bien que le profil de libération biphasique soit
commun aux nanoémulsions, nanocapsules et nanosphéres (Figure 34), la quantité en calcitriol libérée
lors de la premiere phase conditionne sa libération globale. En effet, la libération du calcitriol se
caractérise par un « burst release » suivi d’un plateau durant lequel sa libération est constante.
L’existence de ce plateau, bien que les conditions sink soient respectées, s’explique par un équilibre
entre la fraction en calcitriol retenue par les nanoparticules et sa fraction libérée dans le milieu, aussi
observée au cours d’autres études avec divers principes actifs (Calvo et al., 1996; Teixeira et al., 2005).
Le renouvellement régulier du milieu de libération permet de rompre cet équilibre, comme démontré
dans la Figure 43 qui montre que la totalité du calcitriol est libéré apres 3 changements de milieu. Par
ailleurs, le « burstrelease » du calcitriol est limité d’une part par la combinaison de polymere et d’huile,
et d’autre part par une concentration suffisante en polymere. En effet, I'augmentation croissante de
la concentration en PLA est a |'origine d’une diminution croissante de cette libération initiale, avec
respectivement 59 + 1%, 50 £+ 7% et 41 + 5% pour les nanocapsules contenant 0,04%, 0,07%, et 0,15%
de PLA (m/m de la phase organique) (Figure 34). Ces résultats sont donc en accord avec les travaux
présentés dans la littérature et suggérent une augmentation de I'épaisseur de la coque polymere,
d’autant plus que le calcitriol n’y est pas soluble, ralentissant alors sa libération (Romero-Cano and
Vincent, 2002; Poletto et al., 2008). Nos travaux contredisent cependant I'hypothése émise par
Teixeira et al. selon laquelle I'actif interagirait avec la coque polymeére (Teixeira et al., 2005) puisque
nous avons observé un effet de « dilution » du calcitriol dans la coque polymére des nanocapsules. En
effet, pour des quantités en principe actif et en huile fixes, I'augmentation de la concentration en
polymére ne modifie pas la répartition du calcitriol entre le polymere et I’huile mais tend a diminuer

la concentration en principe actif dans la coque polymere (Table 7). Dans le cadre de I'application
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souhaitée, les nanocapsules contenant 0,15% de PLA, correspondant a un ratio polymeére:huile de 1:2

ont donc été définies comme étant la formule optimale.

La revue de littérature de Mora-Huertas discute par ailleurs de I'importance de la polarité de
I’huile pour I'encapsulation et la rétention des principes actifs liposolubles dans les nanocapsules
(Mora-Huertas et al., 2010). Teixeira et al. ont quant a eux complété ces observations en démontrant
une influence de la solubilité du principe actif dans I’huile, et non pas l'inverse, vis-a-vis de leur
efficacité d’encapsulation (Teixeira et al., 2005). De plus, compte tenu du fait que le calcul théorique
de la compatibilité de deux composés (AS) prenne en compte leurs interactions polaires (Hansen,
2007), la solubilité du calcitriol dans I'huile formant le coeur des nanocapsules semble étre un

parameétre essentiel dans la modulation de son efficacité d’encapsulation ainsi que de sa libération.

Afin d’évaluer son importance dans le cadre du développement de nanocapsules adéquates
pour I'utilisation thérapeutique du calcitriol en tant qu’actif anti-cancéreux, nous avons sélectionné
des triglycérides a chaines moyennes non modifiés (Labrafac lipophile® WL1349 et Miglyol® 829) ou
modifiés avec la présence de PEG-4 (Labrafac Hydro® WL1219), PEG-6 (Labrafil® M1944 CS) et PEG-8
(Labrasol®), augmentant de maniére croissante leur polarité. Aprés 6 heures, des libérations du
calcitriol variant de 40% pour le Labrafac Hydro® WL1219 et le Miglyol® 829 a 79 + 2% pour le Labrasol®
ont ainsi été observées (Figure 35). La présence de PEG dans les huiles peut favoriser la rétention du
calcitriol dans les nanocapsules par le biais d’'une interaction entre la fonction éther des PEG et la
fonction hydroxyle du calcitriol. Paradoxalement, I'augmentation de la polarité d’une huile, corrélée
au poids moléculaire des PEG dans le cas de triglycérides a chaines moyennes modifiées, réduit la
compatibilité du calcitriol avec ces huiles se traduisant par une augmentation de la distance A§ entre
ces deux composés (Table 6). De plus, la présence de PEG dans la composition des huiles favorise la
formation de micelles participant a la réduction de I'efficacité d’encapsulation du calcitriol dans les
nanocapsules ainsi qu’a sa libération importante. Le mélange d’huiles modérément polaires ne
contenant pas de PEG (Miglyol® 829) ou des PEG de poids moléculaires trés faible (Labrafac Hydro®
WL1219) en quantités équivalentes a ainsi été identifié comme étant le plus adéquat dans le cadre de
ce projet. En effet ces nanocapsules présentent, en plus des propriétés physicochimiques souhaitées,
la réduction la plus importante de la libération initiale du calcitriol et la plus grande stabilité par rapport

aux autre formulations.
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Internalisation des nanocapsules développées par les cellules
cancéreuses et les macrophages

La majorité des études visant a évaluer le potentiel thérapeutique de principes actifs anti-
cancéreux vectorisés dans des nanoparticules sont menées sur des mono-cultures de cellules
cancéreuses, suggérant la nécessité d’une internalisation des nanoparticules par ces derniéres pour
assurer I'activité de I'actif encapsulé. Chawla et al. ont ainsi démontré in vitro que les cellules MCF-7
internalisaient des nanoparticules polymeres en quelques minutes seulement (Chawla et Amiji, 2003).
De plus, la capacité d’internalisation de nanocapsules similaires a celles développées dans ce projet
par les cellules MCF-7 a été confirmée in vitro de maniere qualitative au cours d’une étude précédente
par microscopie a fluorescence aprés des temps d’incubation longs de 4, 7 ou 10 jours (Almouazen et
al., 2013). La persistance des nanocapsules au sein des cellules MCF-7 avait également été évoquée
puisqu’une fluorescence était toujours observable 10 jours apres incubation avec les nanocapsules
chargées en rouge nile ainsi qu’avec le rouge nile libre, mais dans une moindre mesure. Ces résultats
différent des présentes observations mais peuvent s’expliquer par le temps d’incubation ainsi que par
I"autofluorescence du milieu cellulaire, non prise en compte dans les observations microscopiques
(Almouazen et al., 2013).

Par ailleurs, au vu de leur activité de phagocytose, les macrophages associés aux tumeurs
peuvent étre ciblés en tant qu’intermédiaires pour I'internalisation de NPs. Afin d’évaluer I'interaction
entre les macrophages et les nanocapsules développées au cours de ce travail et de définir le temps
d’incubation adapté a I’évaluation de leur implication dans I'activité du calcitriol in vitro, des études
d’internalisation cellulaire ont été menées. L'internalisation des nanocapsules par les macrophages et
par les cellules cancéreuses a été évaluée en mono- et co-cultures aprées incubation des deux types

cellulaires avec la formule optimale de nanocapsules marquée par le rouge nile. En accord avec la

littérature, les résultats obtenus par cytométrie en flux ont révélé que la totalité des cellules MCF-7 en
mono-cultures internalisait les nanocapsules en seulement 1 heure (Figure 45) (Chawla et Amiji, 2003).
Des résultats similaires ont été obtenus avec les macrophages THP-1, avec une internalisation
maximale au bout de 3 heures. L'évaluation quantitative de la fluorescence a suggéré une
internalisation des nanocapsules plus importante par les macrophages que par les cellules
cancéreuses, avec des augmentations de la fluorescence par rapport a I'autofluorescence de chaque
type cellulaire de respectivement 16 et 8 aprés 3 heures d’incubation (Figure 45). Ces observations
sont en adéquation avec les résultats obtenus en mono-cultures puisque les nanocapsules ont été

internalisées efficacement par les deux types cellulaires, avec 100% des cellules positives en terme de

fluorescence apres 3 heures (Figure 45).
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Par ailleurs, les nanocapsules ont été stockées efficacement par les macrophages pendant 10
jours alors que les cellules MCF-7 ont fait preuve d’une rétention moindre de ces derniéres avec une
réduction conséquente du nombre de cellules fluorescentes (<20%) aprés seulement 96 heures et une
disparition du signal fluorescent au-dela. Ces observations démontrent d’une part, que 'utilisation des
macrophages en tant que réservoir de nanocapsules chargées en calcitriol est envisageable, et d’autre
part que cette derniére ne s’oppose pas a linternalisation des nanocapsules par les cellules

cancéreuses, permettant une activité anti-cancéreuse rapide du calcitriol encapsulé.

Activités anti-cancéreuses directes du calcitriol in vitro

Les activités antiproliférative et cytotoxique du calcitriol (10-1000 nM) ont donc été évaluées
sur la lignée cellulaire d’adénocarcinome mammaire humain MCF-7, exprimant le VDR et décrite pour
sa sensibilité vis-a-vis du principe actif (Chouvet et al., 1986; Simboli-Campbell et al., 1997; Saracligil
et al., 2017). Bien que Simboli-Campbell et al. aient observé une activité antiproliférative du calcitriol
vis-a-vis des cellules MCF-7 apreés seulement 48 heures in vitro (Simboli-Campbell et al., 1997), Chouvet
et al. ont démontré que 4 jours étaient nécessaires pour détecter une quelconque activité de ce
principe actif, et 7 jours pour qu’elle soit significative (Chouvet et al., 1986). De maniere similaire, nous
avons donc conduit nos travaux in vitro pendant 10 jours avec des évaluations régulieres de I'activité

du calcitriol, a savoir aprés 4, 7 et 10 jours de culture cellulaire.

Bien que l'intérét de I’encapsulation du calcitriol dans des nanoparticules au regard de son
activité antiproliférative ait été démontré au cours de plusieurs études, I'impact de la cinétique de
libération du calcitriol encapsulé sur son activité anti-cancéreuse n’a a notre connaissance jamais été
évalué (Almouazen et al., 2013; Ramalho et al., 2015; Sabzichi et al., 2017). En effet, bien que les
auteurs ayant encapsulé le calcitriol revendiquent I'avantage d’une libération prolongée de I'actif vis-
a-vis de son activité biologique, cette corrélation n’a jamais clairement été établie, aussi bien pour le
calcitriol que de maniére générale. Ceci peut se justifier par les protocoles mis en place, en particulier
le temps d’exposition long des cellules au principe actif (> 24 heures) qui ne permet pas d’évaluer
I'activité de la fraction de calcitriol intracellulaire exclusivement comme discuté pour d’autres
molécules (Rajh et al., 2016). En particulier, Rajh et al. ont démontré une corrélation entre le temps
d’exposition des cellules de cancer du sein MDA-MB-231 a la metformine et I'activité antiproliférative
de cette derniere (Rajh et al., 2016). Les auteurs ont en effet démontré qu’une réduction du temps
d’exposition des cellules au principe actif était responsable d’une perte de son activité (Rajh et al.,
2016). De plus, Chouvet et al. ont démontré que le remplacement du milieu de culture contenant le

calcitriol par un milieu de culture cellulaire frais était a I'origine d’une perte rapide de son activité
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antiproliférative vis-a-vis des cellules MCF-7 (Chouvet et al., 1986). Compte tenu de ces observations,
nous avons souhaité, dans un premier temps, optimiser le protocole d’évaluation de I'efficacité
biologique du calcitriol in vitro en testant deux temps d’exposition a I’actif (24 et 96 heures). En accord
avec les observations faites par Chouvet et al. et Simboli-Campbell et al., une activité antiproliférative
temps et concentration-dépendante du calcitriol a été mise en évidence, indépendamment de la durée
d’exposition au principe actif (Chouvet et al., 1986; Simboli-Campbell et al., 1996). Le temps
d’exposition « long » testé (96 heures) n’a pas permis d’observer d’action prolongée du calcitriol apres
encapsulation (Figure 36). En revanche, le temps d’exposition réduit (24 heures), plus représentatif de
la réalité, en raison du flux sanguin, a permis d’observer une potentialisation de [I'activité
antiproliférative du calcitriol envers les cellules MCF-7 durant 10 jours avec une inhibition de la
croissance cellulaire de plus de 65% pour la forme encapsulée du calcitriol (> 100 nM) (Figure 36). En
revanche, une perte totale de I'activité de sa forme libre était observée en réponse a une élimination
précoce du milieu de culture contenant le calcitriol, ce qui est en accord avec les résultats décrits dans

la littérature (Chouvet et al., 1986; Rajh et al., 2016).

Le temps d’exposition court testé a donc été sélectionné afin de comparer les différentes
formules développées, a savoir les nanoémulsions, les 3 types de nanocapsules et les nanosphéres, au
regard de I'activité antiproliférative du calcitriol. Cela a permis de mettre en évidence une corrélation
entre le profil de libération des nanovecteurs et I'activité biologique de I'actif encapsulé. Ainsi, une
libération lente du calcitriol encapsulé, assurée par des parametres de formulation adéquats
permettant la rétention du principe actif au coeur des nanocapsules (Nicolas et al., 2018), est corrélée
a une activité prolongée de I'actif in vitro (Figure 38). Au vu de ces observations, bien que la persistance
importante des nanocapsules au sein des cellules cancéreuses puisse expliquer I'avantage des
nanocapsules par rapport a la forme libre du calcitriol (Almouazen et al., 2013), il peut aussi s’expliquer
par le profil de libération prolongé du principe actif. Cela se confirme par I'absence de potentialisation
de I'activité antiproliférative du calcitriol pour les formules présentant une libération initiale

importante de ce dernier.

Au cours de ce projet, nous avons également démontré |'activité cytotoxique du calcitriol
envers les cellules MCF-7 in vitro. L'impact du temps d’incubation des cellules avec le calcitriol (1000
nM) sur cette derniére a également été étudié en testant 3 durées d’exposition : 3 heures,
correspondant au temps d’internalisation cellulaire optimal défini et 24 et 96 heures, correspondant
aux études de I'activité antiproliférative du calcitriol. Bien que cette durée n’influence pas I'activité du
calcitriol libre au-dela de 4 jours d’incubation, c’est un facteur limitant de son activité lorsque ce
dernier est encapsulé durant 7 jours. En effet, la réduction du temps d’exposition des cellules au

calcitriol est associée a une réduction de son activité cytotoxique. Par exemple, pour des durées
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d’exposition au calcitriol encapsulé de 3, 24 ou 96 heures, le nombre de cellules viables diminue de
maniére croissante avec respectivement 65%, 23% et 12% de cellules viables (Figure 44). La libération
lente du calcitriol est avantageuse en terme de durée, comme en témoigne la potentialisation de son
activité antiproliférative vis-a-vis des cellules MCF-7 pendant 10 jours, mais limitante en terme de
puissance de I'activité cytotoxique du calcitriol. Il est cependant important de prendre en
considération que ces deux types d’activités se combinent et donc que le calcitriol est cytotoxique

envers des cellules qu’il maintient dans un état de quiescence.

Participation des macrophages a I'activité cytotoxique du calcitriol in
vitro

Dans le but d’évaluer la participation des macrophages a I’activité des nanoparticules chargées
en calcitriol, nous avons choisi d’établir des co-cultures de cellules cancéreuses MCF-7 avec des
macrophages différenciés a partir d’une lignée cellulaire de monocytes THP-1. De maniére similaire
aux études visant a évaluer I'activité antiproliférative du calcitriol, nous avons réalisé ces études durant
10 jours. Par ailleurs, sur la base des études d’internalisation cellulaire et de I'’étude de I'impact du
temps d’incubation des cellules avec le calcitriol ayant démontré une activité cytotoxique faible donc
améliorable de ce dernier, une durée d’exposition de 3 heures a été sélectionnée. Nous avons mis en
évidence une participation active des macrophages a l'activité cytotoxique des nanocapsules
encapsulant le calcitriol sur les cellules MCF-7 durant 10 jours. Cette derniére est peu visible apres 4
jours de culture cellulaire du fait du temps nécessaire pour la libération du calcitriol, I’activation des
macrophages et/ou la redistribution du calcitriol aux cellules cancéreuses. En revanche, 10 jours aprés
initiation de I'exposition au calcitriol encapsulé (3 heures, 1000 nM), la présence des macrophages a
permis une chute de la viabilité des cellules MCF-7, notamment a J7 avec 21 + 7% de cellules viables
contre 64 + 6% pour les mono-cultures de cellules MCF-7, et a J10 avec respectivement 24 + 2% et 69

+ 11% de cellules MCF-7 viables (p<0,01, Figure 46).

Des résultats similaires ont été obtenus sans exposition directe des cellules cancéreuses au
calcitriol en pré-incubant les macrophages avec les nanocapsules chargées avec |'actif, confirmant
I'implication des macrophages dans son activité (Figure 47). Ces résultats pourraient s’expliquer par
un stockage et une redistribution du calcitriol aux cellules cancéreuses comme suggéré au cours de
deux études (Miller et al., 2015b; Soma et al., 2000). En effet, Soma et al. ont démontré in vitro que
I'activité de la doxorubicine encapsulée dans des nanoparticules de poly-alkylcyanoacrylate était
conservée en présence des macrophage mais que son ICso était multipliée par 5 sur un modeéle de co-

culture de cellules de sarcome et de macrophages (Soma et al., 2000). Par ailleurs, Miller et al. ont
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démontré in vivo que la déplétion des TAMs dans un modele murin de fibrosarcome diminuait
I’accumulation intra-tumorale de NPs polymeres encapsulant un dérivé de platine résultant en une
efficacité thérapeutique moindre (Miller et al., 2015). Cependant, une étude de co-culture mériterait
d’étre menée afin d’élucider les mécanismes mis en jeu. Ces résultats pourraient aussi s’expliquer par
une activation des macrophages, comme proposé par Nicolete et al. qui ont observé I'induction de la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-1B) par des macrophages murins aprés
exposition a des microparticules de PLGA vides (Nicolete et al., 2011). Une telle activation pourrait
favoriser la phagocytose des cellules MCF-7 et I'inhibition de leur prolifération. Cette hypothése est
renforcée par I'observation d’une réduction de la viabilité cellulaire des MCF-7 apres pré-incubation
des macrophages avec les nanocapsules ne contenant pas de calcitriol de pres de 60% aprés 7 jours de
culture cellulaire (Figure 47). Par ailleurs, la viabilité moindre des cellules MCF-7 aprés pré-incubation
des macrophages aux nanocapsules chargées en calcitriol par rapport aux nanocapsules blanches dans

ces mémes conditions laisse suggérer la mise en place simultanée de ces différents mécanismes.

Ces études ont été répétées sur un autre modele cancéreux sensible aux activités
antiproliférative et cytotoxique du calcitriol, a savoir la lignée cellulaire de leucémie myéloide aiglie
(MV4-11) (Trynda et al., 2015). Cette lignée cellulaire est d’autant plus intéressante que le calcitriol
possede des activités pro-différenciatives bénéfiques vis-a-vis de cette derniére et des cellules
leucémiques de maniere générale (Gocek et al., 2012). Enfin, cette lignée cellulaire a été sélectionnée
en raison de |'aisance avec laquelle des modéles murins de xénogreffe de leucémie myéloide aigle
peuvent étre établis, permettant de plus une croissance rapide de la tumeur. Cette derniére est
avantageuse puisqu’elle permet une exactitude des données issues de I’évaluation de I'activité anti-

cancéreuse du traitement administré, en terme de volume tumoral principalement.

L'approche thérapeutique abordée avec ce modeéle cancéreux est différente de celle envisagée
pour le modele de cancer du sein qui est un modeéle de tumeur solide. En effet, dans le cas de la
leucémie, les cellules leucémiques sont circulantes dans le sang justifiant I'intérét d’une administration
intraveineuse des nanocapsules développées dans ce projet. Ce mode d’administration pourrait ainsi
assurer un ciblage des cellules leucémiques permettant les actions antiproliférative, cytotoxique et
pro-différenciative du calcitriol encapsulé. Par ailleurs, I'interaction des monocytes et macrophages
circulants avec les nanocapsules doit étre considéré, d’ou l'intérét d’évaluer I'implication des
macrophages sur ce modeéle. Le ciblage des cellules leucémiques par des nanosystémes, y compris
polymeéres, a été démontré a I'issue de plusieurs travaux (Anand et al., 2010; Vinhas et al., 2017). Par
exemple, Anand et al. ont développé des nanoparticules polymeres a base de copolymeres di-blocs

PLGA-PEG pour I'encapsulation du curcumin et une administration par voie intraveineuse. Les auteurs
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ont observé une internalisation cellulaire des nanoparticules (81 nm) par des cellules de leucémie

myéloide chronique KBM-5 en seulement 5 minutes in vitro (Anand et al., 2010).

Dans notre étude, bien que les activités antiproliférative et cytotoxique du calcitriol envers les
cellules MV4-11 aient été observées in vitro, aucune participation quelconque, qu’elle soit négative ou
positive, des macrophages a I'activité cytotoxique du calcitriol n’a pu étre observée. Ces résultats
peuvent cependant s’expliquer par la sensibilité importante de la lignée cellulaire au calcitriol. En effet,
une étude de I'évaluation de I'activité cytotoxique du calcitriol vis-a-vis des cellules MV4-11 a permis
de définir une concentrations en calcitriol inhibant 50% de la prolifération cellulaire (ICso) de seulement
15,6 + 8,7 nM aprés 5 jours d’exposition au calcitriol, ce qui correspond approximativement a la
concentration minimale testée dans notre étude (Figure 51 et Tableau 9) (Trynda et al., 2015). Ainsi,
la concentration en calcitriol testée pour I'évaluation de I'implication des macrophages a son activité
(1 uM) s’est révélée extrémement cytotoxique dans le cadre des mono-cultures, aboutissant a une
mortalité des cellules MV4-11 constante sur 10 jours avec plus de 70% de mortalité cellulaire, contre
seulement 35% pour les cellules MCF-7 exposées au calcitriol encapsulé dans les mémes conditions
(Figure 46). En effet, les cellules MV4-11 sont plus sensibles a I'activité antiproliférative du calcitriol
que les cellules MCF-7 avec par exemple 63% d’inhibition de la croissance cellulaire aprés exposition
des cellules MV4-11 a 0,1 uM de calcitriol (Figure 36) contre seulement 48% pour les cellules MCF-7
dans les mémes conditions (Figure 48). De plus, la durée d’exposition de 3 heures pour évaluer
I'activité cytotoxique du calcitriol a été sélectionnée au cours de notre étude précédente sur la base
des études d’internalisation du calcitriol par les cellules MCF-7 et par les macrophages THP-1 en mono-
et co-cultures (chapitre V paragraphe V.2.3.5.4.). Dans le cas présent, la lignée cellulaire étant
différente (nature et taille des cellules notamment), il aurait été judicieux de réaliser au préalable une
étude d’internalisation cellulaire des NCs ainsi qu’une étude cinétique de la viabilité des cellules MV4-
11 afin d’optimiser les conditions expérimentales. Le fait qu’aucune participation des macrophages a
I’activité du calcitriol envers les cellules MV4-11 ne soit observable in vitro pourrait en effet s’expliquer

par une internalisation au moins aussi importante par les cellules MV4-11 que les macrophages.
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Conclusion et perspectives

Dans ce projet, nous avons développé des nanocapsules de calcitriol a base d’acide
poly(D,L)lactique et de triglycérides (ratio 1:2) d’une taille de 200 nm et présentant une libération
prolongée du principe actif. Ces nanoparticules permettent de potentialiser ses activités
antiproliférative et cytotoxique vis-a-vis d’une lignée cellulaire d’adénocarcinome mammaire humain.
Cependant, qu’en est-il pour son activité pro-différenciative ? Afin de répondre a cette question, les
études in vitro sur les cellules de leucémie myéloide aigue pourraient étre poursuivies en quantifiant
les marqueurs de différenciation de surface des cellules, en particulier CD14, CD11b, et CD11c (Gocek

etal., 2012).

Par ailleurs, de multiples études pourraient étre mises en place afin d’élucider la participation
des macrophages a l'activité cytotoxique du calcitriol. Pour commencer, I'évaluation d’une telle
implication des macrophages pourrait étre élargie a I'activité antiproliférative du calcitriol dans le cas

des co-cultures mettant en jeu des cellules de cancer du sein.

Diverses études visant a élucider les mécanismes mis en jeu dans l'implication des
macrophages sont également envisageables. Par exemple, des co-cultures des macrophages THP-1
avec une lignée cellulaire cancéreuse résistante au calcitriol pourraient étre mises en place.
L’évaluation de l'activité cytotoxique du calcitriol dans ces conditions permettrait d’évaluer le
mécanisme impliqué dans I’activité des macrophages, et notamment de confirmer leur activation pour
phagocyter les cellules cancéreuses dans le cas ou la viabilité des cellules cancéreuses chuterait. Par
ailleurs, le phénotype des macrophages pourrait étre déterminé avant et apreés exposition au calcitriol
encapsulé ou libre, ainsi qu’avant d’étre co-cultivés avec les cellules cancéreuses et apres différentes
durées de co-cultures. Les macrophages définis comme pro-tumoraux et anti-tumoraux expriment en
effet des récepteurs de surface différents et présentent un profil de sécrétion qui leur est propre. Les
stratégies d’évaluation du phénotype des macrophages sont bien décrites dans la littérature,
notamment (Weigert et al., 2007; Sousa et al., 2015b):

- La quantification des cytokines produites par ces derniers, TNF-a (caractéristique d’un
phénotype anti-tumoral), TGF-B, IL-10, IL-8, ou VEGF (caractéristiques d’un phénotype pro-
tumoral)

- La quantification des récepteurs de surface avec par exemple le récepteur CD163, caractéristique
des macrophages pro-tumoraux.

Cela pourrait étre complété avec une étude a visée mécanistique dans le but d’évaluer 'influence du
phénotype des macrophages vis-a-vis de leur implication dans I'activité anti-cancéreuse du calcitriol

sur les cellules MCF-7 ou tout autre modéle tumoral. Pour ce faire, des co-cultures des cellules
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cancéreuses avec non pas des macrophages classiques mais avec des macrophages préalablement
polarisés vers un phénotype considéré comme pro- ou anti-tumoral pourraient étre établies (Genin et
al., 2015). D’autres macrophages, par exemple issus de la différenciation des monocytes issus de
préléevements sanguins chez I’homme, doivent aussi étre considérés pour extrapoler les résultats

obtenus a l'issue de ces travaux.

D’autre part, les études in vitro ayant démontré l'intérét de I’encapsulation du calcitriol
doivent étre poursuivies par des études in vivo. Ces dernieres permettront d’évaluer I'importance de
I’encapsulation tant vis-a-vis de la réduction des effets secondaires imputés a I'utilisation du calcitriol
que vis-a-vis de la potentialisation de son efficacité thérapeutique en tant qu’agent anti-cancéreux. En
ce sens, les études préliminaires de la calcémie post-administration intra-tumorale du calcitriol chez
des modeéles murins de lymphome de Burkitt (Raji) et de carcinome mammaire (MDA-MB-231) ont
permis de démontrer qu’un traitement hebdomadaire avec 0,125 ug de calcitriol (voie intratumorale)
était envisageable. En effet, bien qu’une augmentation de la calcémie ait été observée 24 heures apres

traitement, un retour a la calcémie initiale 7 jours apreés traitement a été démontré.

Par ailleurs, diverses combinaisons thérapeutiques impliquant I'utilisation du calcitriol ont
démontré leur intérét en clinique (Woloszynska-Read et al., 2011). Ainsi, les effets synergiques entre
le calcitriol et divers agents cytotoxiques utilisés en chimiothérapie anti-cancéreuse sont reportés dans
la littérature (Ahmed et al., 2002; Hershberger et al., 2001; Moffatt et al., 1999; Ting et al., 2007). En
ce sens et ala suite des études ayant démontré I'activité du calcitriol sur la lignée de leucémie myéloide
aiglie MV4-11, nous avons réalisé une étude préliminaire in vitro visant a définir I'intérét potentiel de
la combinaison du calcitriol avec la cytarabine, utilisée en clinique pour le traitement des leucémies
mais dont I'efficacité s’avere parfois limitée. Notre choix s’est porté sur la cytarabine car I’évaluation
d’une telle combinaison thérapeutique a déja fait I'objet de quelques études in vitro, in vivo, et méme
cliniqgues qui ont démontré des résultats prometteurs (Slapak et al., 1992; Studzinski et al., 1986;
Makishima et al., 1998; Yamada et al., 2006). Bien que les résultats obtenus au cours de notre étude
aillent dans le sens des études déja réalisées, a savoir vers une synergie entre les deux actifs, des

résultats complémentaires sont nécessaires in vitro avant de pouvoir faire I'objet d’études in vivo.

Enfin, dans la continuité de ce projet, les nanoparticules pourront étre PEGylées pour
permettre un ciblage tumoral aprés administration intraveineuse des formules. En effet, en clinique,
I'injection intra-tumorale est a ce jour majoritairement proscrite du fait du risque important de
dissémination des cellules néoplasiques dans la circulation sanguine pouvant aboutir a la formation de
métastases. Par ailleurs, I’encapsulation d’autres actifs anti-cancéreux ou immunomodulateurs dans

les nanocapsules développées ainsi que leur intérét thérapeutique pourra aussi étre étudiée.
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Annexe : Sélection d’une lignée cellulaire
sensible au calcitriol

Dans |'esprit de trouver un modele sensible a I'activité du calcitriol plus performant que le
modeéle murin de xénogreffe MCF-7 en terme de croissance tumorale, I'activité antiproliférative du
calcitriol a été évaluée in vitro sur différentes lignées cellulaires cancéreuses pour lesquelles la
présence du récepteur a la vitamine D (VDR) et/ou la sensibilité au calcitriol sont décrites dans la
littérature. Quatre lignées cellulaires ont ainsi été sélectionnées : des lignées humaines de leucémie
(MV4-11 et HL-60), une lignée murine de cancer du sein (4T1) et une lignée de lymphome (SUDHLA4).

Ainsi, Trynda et al. ont démontré la sensibilité des lignées de leucémie myéloide aiglie MV4-
11 et de leucémie promyélocytaire aiglie HL-60 au calcitriol et ses analogues in vitro, avec des
concentrations en calcitriol inhibant 50% de la prolifération cellulaire (ICso) de respectivement 15,6 +
8,7nM et 44,2 + 16,9 nM apres 5 jours d’exposition au calcitriol (Trynda et al., 2015). Une autre étude
a permis de mettre en évidence I'activité pro-différenciative du calcitriol sur les cellules MV4-11 (Gocek
etal., 2012). La lignée cellulaire de cancer du sein 4T1 exprime le VDR, comme démontré dans plusieurs
études, ce qui laisse envisager sa sensibilité au calcitriol. Pourtant, bien qu’étudiée au cours de
quelques études, cette derniere n’a a ce jour pas été mise en évidence. Anisiewicz et al. n’ont pas
observé d’activité antiproliférative du calcitriol in vitro sur cette derniére (Anisiewicz et al., 2017),
pouvant s’expliquer par un niveau d’expression du VDR relativement faible (Williams et al., 2016) ainsi
que par |'agressivité de ce modele tumoral, aboutissant a une formation rapide de métastases
(Williams et al., 2016; Zhang et al., 2014). Par ailleurs, de maniere surprenante, Anisiewicz et al. et
Pawlik et al. ont démontré que le calcitriol favorisait méme le potentiel métastatique de ce modele
tumoral (Anisiewicz et al., 2017; Pawlik et al., 2018). L’activité antiproliférative du calcitriol a par
ailleurs été démontré sur la lignée cellulaire de lymphome diffus a grandes cellules B SUDHL4 (Hickish
et al., 1993). Bien que "expression du VDR par la lignée soit initialement faible et que I'exposition des
cellules SUDHL4 au calcitriol tende a diminuer cette expression, Hickish et al. ont observé un effet
antiprolifératif du calcitriol aprés exposition des cellules SUDHL4 a une concentration de 10”7 M durant
au moins 4 jours, mais pas d’effet aux concentrations inférieures testées (102 et 10° M). Dans les

mémes conditions, les auteurs ont observé I'effet pro-différenciatif du calcitriol (Hickish et al., 1993).

Les lignées cellulaires humaines de leucémie myéloide aigiie (MV4-11), de leucémie
promyélocytaire aiglie (HL-60) et de lymphome diffus a grandes cellules B (SUDHL4) (American Type

Culture Collection, USA) sont cultivées en suspension a 37 °C en présence de 5% de CO; dans du milieu
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RPMI 1640 complet. Afin d’évaluer I'activité antiproliférative du calcitriol, elles ont été ensemencées
dans des plaques 96 puits a fond rond a des densités respectives de 5000, 10 000 et 20 000 cellules
par puits. La lignée cellulaire murine de cancer du sein 4T1 (American Type Culture Collection, USA)
est quant a elle adhérente, et cultivée dans les mémes conditions excepté le milieu qui est du DMEM
complet. Afin d’évaluer I'activité antiproliférative du calcitriol sur ces cellules, elles ont été
ensemencées dans des plaques 96 puits a fond plat a une densité de 5000 cellules par puits, et
recquiérent 24 heures pour adhérer aux plaques avant I’exposition au calcitriol. A JO, les cellules sont
exposées a différentes concentrations en calcitriol libre (10 — 1000 nM). Aprés 4 jours d’incubation
avec le calcitriol (J4), les cellules sont rincées avec du PBS et du milieu de culture cellulaire complet est
ajouté dans les puits. Les cellules non exposées font office de contrdle. Aprés 7 jours (J7), le nombre

de cellules vivantes est estimé par un essai MTT.

L'évaluation de I'activité antiproliférative du calcitriol sur ces 4 lignées cellulaire a permis de
mettre en évidence la sensibilité de la lignée cellulaire de leucémie myéloide aiglie MV4-11 au calcitriol
mais une faible sensibilité voire une résistance des autres lignées cellulaires a Iactivité antiproliférative
exercée par ce dernier (Figure S5). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Anisiewicz et al.
pour la lignée cellulaire 4T1 pour laquelle les mécanismes a I'origine de la résistance a I'activité du
calcitriol malgré la présence du récepteur restent a ce jour inconnus (Anisiewicz et al., 2017).
Cependant, ces observations différent des résultats obtenus au cours d’autres études réalisées avec
les lignées cellulaires HL-60 et SUDHL4 et nécessitent des études complémentaires, notamment pour
la lignée cellulaire HL-60 pour lagquelle des résultats surprenants sont obtenus (Hickish et al., 1993;
Trynda et al., 2015). En effet, une viabilité de ces dernieres de 65 + 6% est observée aprés exposition
a 100 nM de calcitriol alors que 97 + 8% des cellules sont viables apres exposition a une concentration

en calcitriol 10 fois plus élevée (p<0,05, Figure S5).
Le modele de leucémie myéloide aiglie ressort donc comme un modeéle de choix pour

I’établissement d’un modéle murin de xénogreffe sur lequel I'intérét de la vectorisation du calcitriol

pourra étre évalué, tant d’un point de vue efficacité que toxicité.
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Figure S5. Activité antiproliférative du calcitriol libre sur différentes lignées cellulaires. Aprés 7
jours d’exposition des cellules au calcitriol libre (10 — 1000 nM), la viabilité cellulaire a été évaluée
par un essai MTT. Les données sont représentées en tant que pourcentage de cellules par rapport

aux cellules non exposées dont la viabilité est considérée a 100% (moyenne + SEM, n=3).
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Résumé

Les macrophages (M) infiltrés dans les tumeurs orchestrent les différentes étapes du
développement tumoral. De par leur capacité a internaliser les nanoparticules (NPs) et leur plasticité
phénotypique, ils sont impliqués dans I'efficacité thérapeutique des actifs vectorisés par un role de
réservoir de NPs ou une modulation de leur réponse envers les cellules néoplasiques. Le calcitriol,
métabolite actif de la vitamine D, possede des activités a la fois anti-cancéreuse et
immunomodulatrice. Sa vectorisation via des NPs est une approche thérapeutique intéressante pour
potentialiser ses activités tout en limitant les effets secondaires s’opposant a son utilisation clinique
dans le cadre de la chimiothérapie. Une étude de formulation a permis de développer des NPs a base
d’acide poly(D,L)lactique et de triglycérides (ratio 1:2) d’une taille de 200 nm et présentant une
libération prolongée du calcitriol. Des études in vitro menées sur les cellules de cancer du sein MCF-7
ont permis de mettre en évidence I'avantage d’une libération prolongée du calcitriol vis-a-vis de son
activité antiproliférative aboutissant a une réduction de 65% de la viabilité cellulaire aprés 10 jours par
rapport au controle, non observable avec le calcitriol libre. La participation active des M¢ a l'activité
cytotoxique du calcitriol sur les lignées cellulaires de cancer du sein MCF-7 et de leucémie MV4-11 a
aussi été mise en évidence par un modele de co-culture in vitro. En effet, les NPs de calcitriol, apres
internalisation par les Mo, provoquent une action cytotoxique prolongée contre les cellules MCF-7 en
co-culture au bout de 10 jours avec seulement 20% de cellules viables vs 70% en I’absence de M.

Mots-clés : calcitriol, nanoparticules polymeéres, macrophages, cancer du sein, leucémie

Abstract

Tumor associated macrophages (Md) orchestrate the different stages of tumor development.
They are able to internalize nanoparticles (NPs) and are known for their phenotypic plasticity, which
make them interesting targets for cancer treatment through the storage of NPs or a modulation of
their activity towards the neoplastic cells. Calcitriol, the active metabolite of vitamin D, exerts both
anticancer and immunomodulatory activities. Its vectorization via NPs is an interesting therapeutic
approach to potentiate its activities while limiting its side effects, which hamper its current clinical use
in chemotherapy. We developed poly (D, L) lactic acid and triglyceride-based NPs (1:2 ratio) measuring
200 nm and exhibiting a sustained release of calcitriol. In vitro studies, performed on breast cancer
cells (MCF-7), showed the advantages of a sustained release of calcitriol regarding its antiproliferative
activity with a 65%-decrease in cell viability after 10 days compared to unexposed cells, while it was
unobservable for free calcitriol. The implication of M@ in the cytotoxic activity of calcitriol towards
MCF-7 cells and MV4-11 cells (leukemia) cells has been demonstrated using an in vitro co-culture
model. Calcitriol-NPs showed a sustained cytotoxic activity towards MCF-7 cells in co-cultures after 10
days, through their uptake by M@, with a decrease in cell viability of 80% vs 30% in mono-cultures.

Keywords: calcitriol, polymeric nanoparticles, macrophages, breast cancer, leukemia

253




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


