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Abréviations

Ac;0 : anhydride acétique

Ac : acétyle

ADN : acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

Arg : arginine

ASGP : asialoglycoprotéine

ASGPR : récepteur aux asialoglycoprotéines
Asp : aspartate

ATP : adénosine triphosphate

BAL : british anti lewisite

BET : bromure d’ethydium

BF; Et,0 : etherate de trifluorure de bore
BHE : barriere hémato-encéphalique
Bn : benzyle

Boc : tert-butyloxycarbonyle

BSA : bovine serum albumine

CDP : cyclodécapeptide

Cp : céruloplasmine

Cy5 : sulfo-cyanine 5

Cys : cystéine

CTR : copper transporter

CuEXC : quantité de cuivre échangeable
DBCO : dibenzocyclooctyne

DCC : N,N-dicyclohexylcarbodiimide
DC-SIGN : cell specific intercellular adhesion
molecule-3-grabbing nonintegrin

DiD: 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-
tetramethylindodicarbocyanine,4-
chlorobenzenesulfonate salt

DIPEA : diisopropyléthylamine

DL50 : dose létale médiane

DLS : dynamic light scattering

DMEM : modified eagle’s medium

DMF : diméthylformamide

DMSO : diméthylsulfoxyde

DMT : divalent metal transporter

D-Pen : D-pénicillamine

DTBS : Département Technologies et Biologie
pour la Santé

CRD : carbohydrate recognition domain
EC50 : concentration efficace médiane
EDCI : 1-ethyl-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide

EDTA : acide éthyléne diamine tétra-acétique
ELSD : détecteur a diffusion de lumiere

Eq. : équivalent

ES-MS : electrospray ionisation mass
spectrometry

EPR : enhanced permeability and retention
FACS : fluorescence-activated cell sorting
FBS : fetal bovin serum

FDA : food and drug administration

FSC : diffusion aux petits angles, forward
scatter

Gal : galactose

GalNACc : N-acétyl-D-galactosamine

GIn : glutamine

His : histidine

LCBM : Laboratoire de Chimie et Biologie des
Metaux

LCR : liquide céphalorachidien

LDL : low density lipoprotein

Met : methionine

MGL : macrophage galactose-type lectin

11



MFI : mean fluorescence intensity
MT : métallothionéines

MTF : metal transcription factor
MW : molecular weight

NHS : N-hydroxysuccinimide

NLC : nanostructured lipid carrier
NMR : nuclear magnetic resonance
NOTA : acide 1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-
triacétique

NP40 : Nonidet P-40 détergent non
dénaturant

NTA : acide nitrilotriacétique
PAMAM : polyamidoamine

PBS : phosphate buffered saline

PC : phosphatidylcholine

PCR : polymerase chain reaction
PDI : indice de polydispersité

PE : phosphatidyléthanolamine
PEG : polyéthylene glycol

PGA : poly-(acide glycolique)

PLA : poly-(acide lactique)

PLGA : poly-(lactide-co-glycolide)
PMT : photomultiplicateur

PYS : 2-pyridyl-sulfanyl

PyBOP: benzotriazole-1-
yloxytripyrrolidinophosphonium
hexafluorophosphate

QDs : quantum dots

RE : reticulum endoplasmique

REC : relative exchangeable copper
RMN : résonance magnétique nucléaire
ROS : reactive oxygen species
RP-HPLC: reverse phase high pressure liquid
chromatography

RT : reverse transcriptase

SA : acide stéarique

SLN : nanoparticules lipidiques solides
SOD : superoxyde dismutase

SPE : solid phase extraction

SPR : surface plasmon resonance

SPys : 2-pyridyl-sulfanyl

SSC : side scatter (diffusion aux grands angles)
SYMMIES : Systemes Moléculaires et
nanoMatériaux pour I'Energie et la Santé
TCEP : tris(2-carboxyethyl)phosphine
TEM : transmission electron microscopy
TFA : acide trifluoroacétique

THF : tétrahydrofurane

TIS : triisopropylsilyle

TLC : thin layer chromatography
TMSOTS : trimethylsilyl
trifluoromethanesulfonate

Trt : trityl

TTM : tétrathiomolybdate

Trp : tryptophane

UPLC : ultra high performance liquid
chromatography

VIH : virus d'immunodéficience humaine

WD : Wilson diseas
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Préambule

La maladie de Wilson est I'une des principales anomalies génétiques du métabolisme du cuivre. Des
mutations au niveau du géne codant pour la protéine de transport du cuivre ATP7B se traduisent par
une accumulation de ce métal a un niveau toxique dans le foie, et également dans le cerveau. Les
symptomes sont multiples allant de l'insuffisance hépatique aux troubles neurologiques. Les
traitements actuels, principalement des chélateurs de cuivre, permettent de ralentir I’évolution de
cette maladie. Cependant ces molécules sont peu efficaces pour un grand nombre de patients. Ces
chélateurs ne sont pas spécifiques du cuivre, doivent étre pris a vie en quantité importante et générent

de nombreux effets secondaires.

Afin de traiter les troubles hépatiques de la maladie de Wilson, il est donc nécessaire de développer
des molécules capables de piéger le cuivre en excés de maniére spécifique a l'intérieur des cellules

du foie.

Dans ce but, un chélateur de cuivre, le NTA(CysNH;)s, a été développé au laboratoire SYyMMES. Son
excellente affinité et sa sélectivité importante pour le cuivre intracellulaire, sous forme cuivreux (Cu(l)),
font de cette molécule un chélateur prometteur pour traiter les surcharges en cuivre. Afin de cibler
spécifiqguement le foie, des unités de ciblage N-acétyl-D-galactosamine (GalNAc) ont été introduites
sur ce chélateur via des liens disulfures (pro-drogue Chel2), dans une géométrie adaptée pour la
reconnaissance efficace par les récepteurs aux asialoglycoprotéines (ASGPR). Ces protéines, exprimées
a la surface des cellules hépatiques de maniére abondante et quasi-exclusive, reconnaissent
préférentiellement les structures multivalentes en GalNAc. La pro-drogue Chel2, ainsi développée, est
internalisée de facon efficace et sélective dans les cellules hépatiques via les ASGPR et est capable de
piéger le cuivre en exceés a l'intérieur de ces cellules. Ce candidat médicament, dont la preuve de
concept a été établie chez la souris, a été breveté et est actuellement en cours de transfert vers un

industriel.
Afin d’améliorer la biodisponibilité du chélateur de cuivre, de permettre une meilleure accumulation

dans les cellules hépatiques ainsi qu’une libération controlée de la drogue encapsulée, une stratégie

similaire a été envisagée en transposant cette approche moléculaire a des nanoparticules lipidiques.
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Depuis plusieurs années, le Département Technologies et Biologie pour la Santé (DTBS) s’intéresse a
la conception de transporteurs lipidiques nanostructurés (NLC), pour des applications médicales
variées allant de I'imagerie de fluorescence a la délivrance d’anticancéreux, ainsi qu’au développement
de vaccins. Ces nanoparticules présentent plusieurs avantages : grande stabilité, biocompatibilité,
haute capacité de chargement. De plus, la possibilité de les fonctionnaliser afin de les vectoriser font

de ces NLC des objets pertinents pour assurer la délivrance ciblée de chélateurs de cuivre.

L’objectif de cette thése est la conception de nouveaux vecteurs lipidiques nanostructurés capables

de délivrer de maniére efficace et sélective le chélateur de cuivre NTA(CysNH:); au niveau du foie.

Pour cela, les NLC ont été dans un premier temps fonctionnalisées par des sucres GalNAc afin de cibler
spécifiquement les récepteurs aux asialoglycoprotéines (ASGPR). La quantification de la densité de
surface en sucre et I'étude de l'internalisation de ces nanoparticules par cytométrie en flux, a permis
d’évaluer l'impact des sucres et une meilleure compréhension des phénomenes régissant

I'internalisation des NLC dans les cellules hépatiques.

L'encapsulation de pro-chélateurs lipophiles dans le coeur des NLC a également permis d'évaluer la
capacité de ces nanoparticules a délivrer le chélateur NTA(CysNHz); dans les cellules hépatiques et

induire un effet protecteur vis-a-vis de la présence de cuivre en excés.

Ce projet pluridisciplinaire a été financé par la Région Auvergne Rhone-Alpes, le Labex ARCANE (CBH-
EUR-GS, ANR-17-EURE-0003), et le CDP “Investissement d’avenir” Glyco@Alps (IDEX-UGA, ANR-15-
IDEX-02). Il a été effectué en collaboration avec trois laboratoires aux expertises diverses et

complémentaires :

- La coordination du projet et la synthése des surfactants fonctionnalisés par des unités de
ciblage GalNAc ainsi que les versions lipophiles du chélateur NTA(CysNH)s ont été effectuées
au laboratoire des Systémes Moléculaires et nanoMatériaux pour I'Energie et la Santé

(SYMMES) sous la supervision de Christelle GATEAU.

- Laformulation, la caractérisation et la quantification des NLC ont été réalisées au Département

Technologies et Biologie pour la Santé (DTBS) sous la supervision d’lsabelle TEXIER-NOGUES.
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- Les études cellulaires d'internalisation des nanoparticules et de chélation du cuivre ont été
effectuées au Laboratoire de Chimie et Biologie des Métaux (LCBM) sous la supervision

d’Aurélien DENIAUD et Mireille CHEVALLET.

De plus, les expériences SPR afin d’évaluer I'interaction de ces NLC fonctionnalisées par des GalNAc et
des protéines reconnaissant ce motif de ciblage ont été effectuées en collaboration avec Corinne
DENIAUD et Franck FIESCHI a I'Institut de Biologie Structurale (IBS). Ces travaux ont également été

évalués lors de 2 comités de suivi de thése par Annabelle GEZE (DPM) et Olivier RENAUDET (DCM).
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Ch I.

INTRODUCTION
CUIVRE ET MALADIE DE WILSON

Introduction

Cuivre & Maladie de Wilson

En 1912, Samuel Alexander Kinnier Wilson publie pour la premiére fois dans Brain un article dans
lequel il décrit une « dégénérescence lenticulaire progressive ».! Ses recherches portent alors sur
I’étude d’'une maladie nerveuse familiale associée a une cirrhose du foie. Avec seulement 4 patients
dans cette publication originale, Wilson décrit la majorité des symptémes connus aujourd’hui et
caractéristiques de la maladie de Wilson (Wilson's Disease, WD). Les 30 années suivantes ont quant a
elles permis une meilleure compréhension de la maladie, une plus grande efficacité de diagnostic et le
développement de nouveaux traitements.

Le cuivre, au cceur de la maladie de Wilson, s'accumule a un niveau toxique dans le foie et dans le
cerveau. |l est a l'origine des symptomes hépatiques et neurologiques. Afin d'avoir une meilleure
compréhension des phénomeénes impliqués dans la maladie de Wilson, il est dans un premier temps

nécessaire de connaitre la chimie du cuivre ainsi que les mécanismes impliqués dans son homéostasie.

1. Biologie du cuivre

1.1 Le cuivre

Le cuivre est un élément essentiel a tous les organismes. Souvent impliqué en tant que cofacteur, il est
nécessaire au fonctionnement de plus de 30 protéines telles que la céruloplasmine (Cp) ou la super-
oxyde dismutase cytosolique (SOD1). Il participe a d'importants processus cellulaires notamment le
métabolisme énergétique, la défense contre le stress oxydant ou encore le métabolisme du fer. Le
cuivre est le 3*™ métal de transition le plus abondant dans le corps humain, précédé par le zinc et le
fer.2 De configuration [Ar] 3d% 4s?, il est présent sous deux états d’oxydation : I'ion cuivrique Cu(ll) et
I'ion cuivreux Cu(l). Ces différents états d’oxydation lui conferent des propriétés oxydo-réductrices, a
I’origine de son activité catalytique.

A cause de son activité redox, le cuivre peut étre toxique pour les cellules. Il participe aux réactions de
type Fenton entrainant la formation du radical hydroxyle OH*, une espéce réactive de I'oxygéene (ROS)
(Figure 1). Ce radical extrémement réactif peut réagir avec les biomolécules environnantes et peut
notamment entrainer des mutations ou des cassures de I’ADN ou des peroxydations des membranes

lipidiques.>*
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Cu**'+0y” ——» Cu'+ 0,

Cu'+Hy0p — 3 Cu?"+OH + OH

Figure 1 : Réaction de Fenton

Afin de maintenir I'homéostasie du cuivre, les cellules ont développé des mécanismes de régulation.
lls permettent de maintenir une concentration en cuivre appropriée au bon fonctionnement de

I'organisme tout en évitant la présence d'ions cuivre libres en exces.

1.2 Homéostasie du cuivre

Essentiellement apporté par I'alimentation, I'estomac absorbe chaque jour entre 1,5 et 2,5 mg de
cuivre.® Il est ensuite lié sous sa forme Cu(ll) & des protéines, des peptides ou des acides aminés tels
qgue I'albumine, dans des domaines contenant des histidines. Il est ensuite acheminé jusqu'au foie ou
il sera redistribué dans tout I'organisme via la circulation sanguine. L'excés de cuivre est quant a lui

excrété majoritairement dans les canalicules biliaires (Figure 2).

Alimentation : = 2 mg de cuivre/jour

Cuivre échangeable

dans le sérum En moyenne, lI'apport en cuivre par la

o nourriture fournit environ 2mg de cuivre

2 Environ 25% n’est pas absorbé et
= 25% incorporé dans la Cp Urine < 5% directement excrété dans les selles

ou excrétée dans la bile 3 50% forme un complexe avec les

métallothionéines. Il est ensuite excrété
dans les selles

4 25% du cuivre est transporté jusqu’au foie et
incorporé dans la céruloplasmine ou excrété
dans la bile

Bile<25% 6

La majorité du cuivre dans le foie est excrété
dans la bile

6 < 5% du cuivre circule dans le sérum,
majoritairement lié a la Cp et partiellement
= 50% forme un complexe e libre

avec les métallothionéines

puis est excrété \‘

Figure 2 : Apports et excrétion du cuivre chez un sujet sain.®

= 25 % est excrété o .
7 <5% est excrété dans les urines

Selles

1.2.1. Foie

Au niveau des cellules du foie (hépatocytes), le Cu(ll) est dans un premier temps converti en Cu(l) par

une oxydo-réductase membranaire. L'entrée du cuivre dans les hépatocytes s’effectue ensuite via le
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« copper transporter 1 » (CTR1). A l'intérieur de la cellule, le cuivre n’est jamais sous sa forme libre
mais toujours lié a des protéines (chaperonnes, métallothionéines) ou peptides tel que le glutathion.
Les chaperonnes a cuivre ont une haute affinité pour le cuivre et le transportent jusqu’a une protéine

cible (Figure 3).

Veine centrale (circulation générale)

@ Céruloplasmine sécrétée

Canalicule
i biliaire
S Cytochrome
iy

Mitochondrie

Figure 3 : Homéostasie du cuivre au sein de la cellule hépatique.”

Trois protéines chaperonnes assurent la distribution du cuivre : CCS1, Cox17 et Atox1. CCS1 délivre le
cuivre a la superoxyde dismutase cytosolique (SOD1).% Cox17 permet la formation d’un pool de cuivre
dans la matrice mitochondriale essentiel pour la maturation de la cytochrome c oxydase.® Enfin, Atox1
délivre le cuivre a I'ATP7B (protéine de Wilson).!° Cette protéine, localisée dans la membrane de
I"appareil de Golgi, est une ATPase de type P. Elle transporte le cuivre a travers les membranes
cellulaires grace a I’hydrolyse de molécules d’ATP. En condition basale, la protéine ATP7B transporte
le cuivre a l'intérieur de "appareil de Golgi ou celui-ci sera incorporé a des protéines telles que la
céruloplasmine (Cp). En cas d’excés de cuivre dans les hépatocytes, la protéine ATP7B migre de
I’appareil de Golgi vers les canalicules biliaires via des vésicules lysosomales.!! Le cuivre en excés est

ainsi éliminé de I'organisme via les canalicules biliaires (Figure 3).

La céruloplasmine (Cp) est une ferroxydase qui participe au transport du cuivre. Cette molécule peut
contenir entre 6 et 8 atomes de cuivre et contient ainsi prés de 95% du cuivre présent dans le plasma.
Majoritairement synthétisée dans le foie, la céruloplasmine n'a pas besoin de cuivre pour étre
synthétisée. L'absence du métal rend cependant la protéine instable avec un temps de demi-vie tres
court.?? La céruloplasmine assure le lien entre le métabolisme du cuivre et celui du fer et catalyse
I'oxydation du Fe(ll) en Fe(lll) couplée a la réduction d’O, en H,0. En effet, le fer amené par

I'alimentation est sous la forme Fe?* et la transferrine transporte le fer dans le sérum sous la forme
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Fe3*. La céruloplasmine contréle donc I'oxydation du fer afin que celui-ci puisse &tre incorporé dans la
transferrine. Un déficit en cuivre réduit son activité de ferroxydase et la conversion du Fe?* en Fe3* est

alors diminuée pouvant générer la production de ROS.

Dans des conditions physiologiques, la concentration en cuivre libre dans la cellule est maintenue a
environ 1018 M, représentant moins d'un atome de cuivre libre par cellule.® En cas d’excés, le cuivre
peut étre piégé par les métallothionéines (MTs). Ces protéines riches en cystéines et présentes dans
tous les types cellulaires, lient des métaux physiologiques tels que le zinc et le cuivre ainsi que des
métaux toxiques comme le cadmium ou le mercure. Les MTs participent ainsi a la détoxification.
L'expression des genes codant pour les MTs est régulée par divers mécanismes et notamment par la
concentration intracellulaire en ions métalliques. En présence d’un excés de cuivre, elles forment des
clusters stables pouvant contenir jusqu’a 12 ions métalliques en libérant des ions Zn(ll) faiblement liés.
Ces derniers se lient alors au facteur de transcription MTF1 (Metal transcription factor-1) pour induire,
entre autres, I'expression des MTs. Ces protéines ont donc un role de séquestration du cuivre et de

protection contre le stress métallique.

1.2.2. Cerveau

Le cuivre est indispensable au développement et au fonctionnement du cerveau. Il est nécessaire
comme cofacteur pour de nombreuses enzymes impliquées dans des processus vitaux du systeme
nerveux central comme la respiration, la synthese de neurotransmetteurs, la protection des
dommages oxydatifs... La proportion en cuivre dans le cerveau humain adulte est estimée a 7-10% de
la quantité totale dans I'organisme, semblable a celle du foie. La quantité de cuivre differe selon les
régions et refléte les différents besoins métaboliques.’**> A titre d'exemple, I'apport en cuivre dans
I'hippocampe (95,0 * 23,4 ul/sec/g) est significativement plus élevé que dans le cervelet (43,4 £ 8,1
uL/sec/g) selon une étude de Choi et al.'®

Les mécanismes de transport du cuivre n‘ont pas encore été totalement élucidés. Néanmoins
I’échange du cuivre entre la périphérie et le cerveau est fortement régulé par les barrieres cérébrales.
Le cuivre libre, non lié aux protéines comme I'albumine ou a la céruloplasmine, est I'espéce du cuivre
prédominante qui traverse la barriere hémato-encéphalique (BHE) et la barriere sang—LCR (liquide
céphalorachidien).'® De plus, le taux de cuivre plus important dans le parenchyme cérébral par rapport
au liquide céphalorachidien (LCR) retrouvé aprés perfusion cérébrale chez le rat, suggere que la BHE
est la principale voie d’entrée du cuivre dans le cerveau.'® Cette barriere composée de cellules

endothéliales séparées par des jonctions serrées, des péricytes, des cellules musculaires lisses, et les
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pieds astrocytaires, tapisse les parois des vaisseaux sanguins et régule finement les échanges sang-

cerveau (Figure 4).Y

Astrocyte
Protéines de

transport Lcu

[N

Jonctions
serrées

Pied astrocytaire

Lame basale
Cellules
endothéliales

aisseau
sanguin

Figure 4 : Représentation schématique de la barriere hémato-encéphalique (BHE) - Transport du cuivre a l'intérieur du cerveau.

L'entrée du cuivre dans le cerveau est régulée par plusieurs transporteurs, principalement CTR1,
DMT1, ATP7A et ATP7B exprimés au niveau de la BHE et des plexus choroides ,® et également présents
au niveau du foie. CTR1, exprimé a la surface de la BHE et des plexus choroides, participe, comme dans
les hépatocytes, a I'entrée du cuivre. Une étude de Lee et al a en effet montré une diminution de 50 %
de la quantité de cuivre dans le cerveau sur des souris KO pour le géne Ctr1.'® DMT1 (Divalent metal
transporter) est, comme son nom l'indique, une protéine qui transporte les métaux divalents : Mn?*,
Fe?*, Co?, Ni%*, et Cu?* et pourrait étre également impliqué dans le transport du cuivre 3 I'intérieur du
cerveau.'® L'ATP7A et I’ATP7B ont une double fonction : celle d’approvisionnement et d’élimination du
cuivre. L'ATP7A est omniprésente dans le cerveau notamment au niveau de la BHE et des plexus
choroides.?® Elle semble également jouer un réle clé dans la distribution du cuivre des astrocytes aux
neurones.”! ’ATP7B est également exprimée dans le cerveau mais son réle dans I’homéostasie du
cuivre reste mal compris. Il a été proposé que ’ATP7B joue un réle de médiateur pour la synthese

d’enzymes dépendantes du cuivre.?!
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2. Maladie de Wilson

2.1 Définition et épidémiologie

La maladie de Wilson est I'une des principales anomalies génétiques du métabolisme du cuivre chez
I’'Homme. Elle est provoquée par des mutations du gene atp7b codant pour la protéine du méme nom.
Comme décrit précédemment (Cf Ch 1.1.2.1), cette protéine est en charge de la distribution et de
I’excrétion du cuivre. Comme elle ne remplit plus correctement ses fonctions, une surcharge en cuivre
apparait alors principalement au niveau du foie et du cerveau. Les malades développent alors deux
types de syndromes principaux : hépatiques (cirrhoses, hépatites) et neurologiques (dysarthrie,
dystonie, syndromes dépressifs). Les symptomes hépatiques apparaissent généralement chez I'enfant
vers |'age de 4-5 ans alors que les symptomes neurologiques sont généralement plus tardifs et
apparaissent vers I’age de 20-25 ans. Les signes cliniques de la maladie ne sont pas visibles plus tot car

I'accumulation toxique de cuivre dans le foie ou le cerveau prend plusieurs années.

Les estimations mondiales concernant le nombre de personnes touchées par la maladie ne cessent
d'étre revues a la hausse. En 1968, date de la premiére estimation mondiale, la prévalence de la
maladie de Wilson était de 5 naissances sur 1 million.?? En 1981, cette valeur a atteint les 33/million.%
Aujourd'hui, on estime que la fréguence est de 142 naissances sur 1 million.?* En France, une premiére
étude épidémiologique menée par F. Woimant en 2016 avait permis de recenser 906 cas de patients
atteints de la maladie de Wilson, soit une prévalence de 14/million.% Pendant de nombreuses années
et encore maintenant, les études épidémiologiques sous-estiment le nombre de personnes atteintes
par la maladie de Wilson car il ne prend pas en compte les patients pour lesquelles le diagnostic n'a

pas été établi et ceux n’ayant que peu ou pas de symptomes. Un perfectionnement des méthodes de

diagnostic et du dépistage de cette maladie permet, au fil du temps, d’améliorer ce recensement.

2.2 Génétique

Dans le cadre de la maladie de Wilson, les mutations génétiques concernent le gene atp7b codant pour
la protéine ATP7B. C'est aujourd'hui le seul gene connu impliqué dans la maladie. On ne parle d'ailleurs
pas de "la" mutation mais "des" mutations, environ 600 ayant été identifiée a ce jour.®

La maladie de Wilson est dite "autosomique récessive". "Autosomique" signifie que le géne muté, a
I'origine de la maladie, n'est pas porté par un chromosome sexuel. La maladie touche donc

équitablement les femmes et les Hommes. Ensuite, elle est dite "récessive" car il est nécessaire que
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les 2 alleles du géne soient mutés pour que la maladie se manifeste. Dans le cas ol les deux parents
portent I'alléele muté sur un seul chromosome, seuls les enfants ayant recu le gene muté des deux
parents sont malades. La probabilité d'avoir un enfant atteint de la maladie est de 1 chance sur 4 pour
chaque grossesse (Figure 5). De plus, la majorité des personnes atteintes de la WD sont hétérozygotes

composites, c’est-a-dire qu'elles possedent 2 alleles mutés différents.

Parents porteurs

. . @) sain
6 Porteur
. Malade

M AN

Figure 5 : Schéma de la transmission de la mutation du géne ATP7B de la maladie de Wilson.

Géne muté

La maladie étant héréditaire, les populations isolées ou le taux de consanguinité est plus élevé sont
plus touchées par ce type de maladie. La maladie de Wilson a par exemple été diagnostiquée dans un
village crétois proche de Héraklion a 6 naissances sur 90 sur une période de 25 ans. Une étude sur 200

habitants de familles différentes a révélé une fréquence de mutation de 1/11.%

2.3 Pathogénese

La maladie de Wilson est due a des mutations du gene codant pour I'ATPase de type P, ATP7B. Ces

mutations entrainent le dysfonctionnement de ce transporteur et donc des défauts dans I'homéostasie

du cuivre au niveau du foie et du cerveau (Figure 6).%
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Figure 6 : Elimination réduite et accumulation du cuivre dans la maladie de Wilson.®

2.3.1. Foie

Les mutations de la protéine ATP7B sont diverses et ont différents effets fonctionnels (inactivation de
I'activité d’hydrolyse de I’ATP, inhibition de I'activité de transport du cuivre, impact sur son repliement,
sa localisation intracellulaire et/ou son trafic intracellulaire en réponse a un stress cuivre).?®
Néanmoins, I'excrétion du cuivre via les canalicules biliaires étant le seul mécanisme permettant son
élimination, les concentrations hépatiques en cuivre chez les patients WD atteignent des niveaux
supérieurs a la normale avec 250 pg/g contre 15- 55 pg/g chez une personne saine (matiére séche).3°
A linverse, des dysfonctions au niveau du chargement en cuivre de la céruloplasmine (Cp)
occasionnent la sécrétion de la protéine sous sa forme apo (sans cuivre). Il a été découvert en 1952
que les patients atteints de la WD possédaient cette protéine seulement en trés faible quantité.3%3?
Chez une personne saine, la Cp contient 95% du cuivre présent dans le plasma33, il y a donc
généralement chez les patients atteints de la WD une concentration plasmatique en cuivre réduite (ou

N

a défaut une forte concentration en cuivre labile).
2.3.2. Cerveau

Dans le cas de la maladie de Wilson, des quantités en cuivre pouvant atteindre jusqu'a 450 pg/g contre
7-60 pg/g pour les sujets sains ont été observées dans le cerveau.®* Le cuivre en excés participe alors
a la formation d’espéces réactives de I'oxygene (ROS) qui vont endommager les biomolécules

environnantes, les barriéres et les neurones. Il existe un lien direct entre la quantité de cuivre accumulé
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dans le cerveau et les dommages que celui-ci a subi.*®> Les mutations de |'atp7b induisent une
accumulation non homogene du cuivre dans le cerveau. Certaines régions accumulent plus de cuivre
et y sont plus sensibles. C'est le cas par exemple de la substance noire, des ganglions de la base, du
putamen et du globus pallidus.3® Il faut noter que toutes ces régions sont connues pour leur implication
dans le contréle des mouvements. Le putamen est généralement la région la plus sévérement affectée
par le stress oxydant généré par le cuivre (Figure 7). Des dystonies observées chez des patients
wilsoniens ont été corrélées avec des nécroses dans le putamen dues a une forte accumulation de

cuivre.’”

Figure 7 : Exemple de Iésions réversibles du putamen chez une patiente de 14 ans: A, IRM montrant un signal plus intense
dans le noyau (A) et putamen (N). B, IRM apreés 3 ans de traitement montrant une rémission totale des lésions. Les

symptbémes neurologiques du patient ont également été améliorés.3?

2.4 Diagnostic et symptémes

Comme le cuivre s'accumule dans plusieurs organes, les symptomes cliniques sont nombreux, de
I'insuffisance hépatique aigué a des manifestations neuropsychiatriques, et certains sont peu
spécifiques. Le diagnostic d'un cas de Wilson est donc difficile et établi généralement entre I'dge de 11
et 20 ans (Figure 8). Si les symptomes hépatiques sont la premiere manifestation de la maladie, il
s'écoule en moyenne un délai de 6 mois avant le diagnostic d'un Wilson. Si ce sont les symptomes
neurologiques, le diagnostic prend environ 1,5 ans et le délai moyen est de 2,5 ans si les premiers

symptdmes sont psychiatriques.3®
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Age et phénotype au moment du diagnostic

= Dépistage familial

= Forme hépatique

Nombre de patients
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Figure 8 : Age et phénotype des patients au moment du diagnostic de la maladie de Wilson — 604 patients.*°

Pour établir ce diagnostic, plusieurs parametres doivent étre pris en compte : symptomes cliniques,

génétique, mesure de la céruloplasmine, quantification du cuivre.

2.4.1. Signes physiques et présentation clinique

2.4.1.(a) Symptdmes hépatiques (42%)

Les symptémes hépatiques sont souvent la premiére manifestation clinique de la maladie de Wilson
(40% - 60%)** et se manifestent principalement sous la forme de stéatoses, fibroses et cirrhoses qu'il
est possible de détecter par une biopsie du foie. En effet, le cuivre accumulé dans les hépatocytes peut

étre détecté par marquage histochimique a la rhodanine (Figure 9).*2

Figure 9 : Coloration a la rhodanine de dépéts de cuivre.*3

Stéatoses du foie :
La stéatose hépatique est une accumulation de lipides dans le foie formant des "gouttelettes" (Figure
10). Elle est considérée comme |'une des présentations les plus communes de la maladie de Wilson et

touche environ 50% des personnes atteintes de cette maladie.*
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Figure 10 : Coupe histologique de foie a- présentant des stéatoses non alcoolique b- sain.

Fibrose et cirrhose

Les inflammations dues a la toxicité du cuivre génerent un tissu cicatriciel qui remplace les cellules du
foie endommagées. On parle alors de fibrose hépatique. Il existe plusieurs stades de fibrose, allant du
stade 1 (fibrose légere) au stade 3 (fibrose sévere). Lorsqu'elle atteint le stade 4, on utilise le terme de

cirrhose pour désigner la quantité excessive de tissu cicatriciel sur I'ensemble du foie (Figure 11).*

Figure 11 : Stades de la fibrose dans des stéatoses hépatiques non alcooliques. Stade 1 (gauche): Les fibres de collagene
(bleues) délimitent les sinusoides entourant la veine centrale. Stade 2 (milieu gauche): De fines fibres de collagéne se
déposent autour des sinusoides dans la partie supérieure du champ, le collagene plus dense s'étend dans la partie inférieure
du champ. Stade 3 (milieu droite) : fibrose pontante. Des tissus fibreux vascularisés traversent le parenchyme hépatique.

Stade 4 (droite): cirrhose.*®
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2.4.1.(b)  Neurologiques (34%)

L'apparition des symptomes neurologiques peut étre progressive, comme foudroyante (Figure 12).

Figure 12 : Patientes du Dr Wilson avant et aprés déclaration de la maladie. 2 ans séparent le cliché de gauche du cliché de

droite.!

Parmi les symptomes les plus communs se trouvent les dysarthries, les dystonies, les tremblements et
les mouvements involontaires. lls peuvent ensuite s'additionner a d'autres symptémes : convulsions,
trouble de la coordination des mouvements (ataxie), mouvements involontaires (chorée, myoclonie),
bave, mouvements des yeux anormaux.

Dysarthries

Les dysarthries sont les symptémes neurologiques le plus commun dans la maladie de Wilson qui
touchent environ 90% des patients souffrant d'atteintes cérébrales.*® Ces sont des troubles de la
parole, la personne n'est plus capable d'articuler correctement. Les dysarthries peuvent étre
parkinsoniennes (élocution lente et monotone), cérébelleuses (discours explosif, scandé) ou encore
paralytiques (voix nasale, élocution lente, problémes de déglutition).

Dystonies

Les dystonies sont des contractions involontaires des muscles, souvent réfractaires a tout traitement.*’
Dans le cas de la WD, ces contractions touchent en particulier le visage. Les patients présentent donc

souvent un sourire bouche bée ou totalement figé.

Figure 13 : Dystonie faciale d'une patiente WD.4
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D'autres dystonies localisées peuvent également affecter le cou, les mains, les jambes, la langue. Avec
la progression de la maladie, la dystonie peut se généraliser au corps entier. Les patients souffrent
alors de contractures et entrent dans un "état dystonique".

Tremblements

Les tremblements observés peuvent étre uni- ou bi-latéraux avec des intensités équivalentes ou non.
Ils peuvent augmenter en intensité ou toucher d'autres parties du corps avec I'évolution de la maladie.
Le tremblement le plus caractéristique de la maladie de Wilson est le "tremblement des ailes",
irrégulier et de grande amplitude. Le patient ci-dessous ne peut pas conserver ses mains l'une en face

de l'autre sans que ceci n’induise de forts mouvements incontrolés (Figure 14).

Figure 14 : "Tremblement des ailes" d'un patient de la maladie de Wilson.

Mouvements involontaires

La myoclonie (contraction musculaire rapide) ou la chorée (mouvements répétitifs qui se déplace d'une
partie du corps a une autre) sont des mouvements involontaires retrouvés dans la maladie de Wilson.
lls peuvent étre lents ou rapides et empéchent souvent la marche ou la plupart des gestes du

quotidien.

2.4.1.(c) Psychiatriques (10%)

La dépression est I'un des symptdmes les plus courants chez les patients souffrant de la maladie de
Wilson.*® Généralement décrit au début de la maladie, ce trouble de I'humeur n'est ici pas d( a la
fatigue psychologique qu'engendre cette maladie mais est bien un symptome. Certains patients
présentent également de I'anxiété pouvant aller jusqu'a une panique chronique.*

Les patients peuvent également présenter des symptédmes psychotiques.* Ils sont alors traités grace

a des antipsychotiques et des effets secondaires inhabituels peuvent mener au diagnostic de la maladie
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de Wilson. Dans certains cas, les patients peuvent passer des années dans des centres psychiatriques

avant que la maladie ne soit diagnostiquée.

2.4.1.(d) Hématologiques (12%)

L'anémie hémolytique est un symptome plus rare de la maladie de Wilson. Il n'est présent que dans
10 a 15% des cas®! et se traduit par la destruction prématurée des globules rouges dans le sang. Ces
symptomes hématologiques sont variables et leur gravité dépend souvent de la concentration en
cuivre dans la circulation sanguine.>? Il arrive que cette anémie soit le premier symptdme de la maladie

et précede les atteintes hépatiques et neurologiques.

2.4.1.(e) Anneau Kayser-Fleisher

Décrit pour la premiére fois en 1902, I'anneau de Kayser-Fleischer n'a été lié a la maladie de Wilson
qgu'en 1922. Cet anneau est un dépot de cuivre au niveau de |'ceil, entre la cornée et la sclere (le "blanc"
de I'ceil). Cet anneau est présent chez 95% des patients présentant des symptomes neurologiques et
60% des patients ne les ayant pas déclarés.>® Uniquement visible grace a une lampe a fente, cet anneau

est de couleur marron-dorée (Figure 15).

Figure 15 : Anneau de Kayser-Fleischer chez un patient atteint de la maladie de Wilson.

Il n'est cependant pas spécifique de la maladie Wilson et a pu étre observé (plus rarement) dans des
cas de cholestases chroniques ou encore d'hépatites auto-immunes.>* Sa présence seule ne suffit donc

pas a confirmer le diagnostic.

2.4.2. Diagnostic Génétique

Jusque dans les années 2000, le test de référence était le "séquencage Sanger" du géne atp7b.?* Méme
s'il est encore utilisé de nos jours, les technologies de séquengage nouvelle génération permettent un

diagnostic plus rapide et plus complet. Il est également possible d'effectuer le séquencage des parents
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asymptomatiques afin de déterminer quelles sont exactement les mutations génétiques présentes
chez le patient. De plus, le test sur les fréres et sceurs peut permettre de diagnostiquer la maladie chez

ces membres de la famille n'ayant pas encore de manifestation clinique.

2.4.3. Parametres biologiques

2.4.3.(a) Le dosage de la céruloplasmine sanguine

Chez une personne saine, la concentration normale en céruloplasmine dans le sérum a pour minimum
0,2 g/L. Chez les patients WD ayant des troubles neurologiques, cette valeur est inférieure a 0,1 g/L. Il
est possible de mesurer le niveau de la céruloplasmine dans le sérum par réaction enzymatique ou
grace a des tests mettant en jeu des anticorps. Cependant, chez les patients présentant uniquement
les symptémes hépatiques, les niveaux de céruloplasmine sont, dans 50% des cas, basses, mais dans
la norme. De plus, d’autres paramétres tels que I'inflammation du foie ou la grossesse peuvent affecter
ce taux. Le dosage seul de la céruloplasmine n'est donc pas suffisant pour diagnostiquer ou exclure la

maladie de Wilson et doit étre couplé a d'autres tests.

2.4.3.(b) Bilan cuivrique

Face aux difficultés de diagnostic de la WD, le "Relative Exchangeable Copper" (REC) a été proposé
comme parameétre de diagnostic en 2011.5° Le REC est la quantité de cuivre échangeable (CUEXC)
divisée par le cuivre total dans le sérum (obtenu par dosage) : REC = CUEXC / Cuiotal. Ce cuivre
échangeable est obtenu apres incubation du sérum en présence d'EDTA (chélateur de cuivre) suivi par
une ultrafiltration. Un REC supérieur a 18,5% permet un diagnostic fiable et spécifique de la WD et

ainsi d'éviter des faux positifs ou faux négatifs.>®

2.4.4. Mise en place du diagnostic

Outre le séquencage génétique (relativement onéreux et difficile pour des mutations non classiques),
les tests utilisés pour le diagnostic de la maladie de Wilson ne peuvent confirmer a 100% que le cas
présent est bien un Wilson. Au cours de la 8™ réunion annuelle sur la maladie de Wilson a Leipzig en
2001, un score de diagnostic basé sur plusieurs tests disponibles a été proposé.>® Ce systéme prend en
compte différents symptomes ainsi que les tests génétiques et les analyses biologiques des quantités

de Cp et de cuivre dans le foie et les urines (Figure 16).
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Symptémes cliniques et signes Points Autres tests

Anneau de Kayser-Fleischer Cuivre dans le foie
Présent 2 >250ug/g 2
Absent 0 50-249ug /g 1

Symptomes neurologiques <50ug /g -1
Séveres 2 Test a la rhodanine positif 1
Léger 1 Cuivre urinaire
Absent 0 Normal 0

Céruloplasmine dans le sérum 1-2 x sup a la normale 1
Normal (>0,2 g/L) 0 >2 xsup alanormale 2
0,1-0,2 g/L 1 >5 x sup a la normale aprés D-Pen 2
<0,1g/L 2 Analyse des mutations

Anémie hémolytique Détectée sur les 2 chromosomes 4
Présente 1 Détectée sur 1 chromosome 1
Absente 0 Non détectée 0

Score total Evaluation

4 ou plus Diagnostic établi

2-3 Diagnostic possible, plus de tests nécessaires

0-1 Diagnostic trés peu probable

Figure 16 : Score de Leipzig pour le diagnostic de la maladie de Wilson.>¢

3. Traitements

Le seul traitement curatif de la maladie de Wilson est une transplantation hépatique. Trés efficace
pour la restauration de la céruloplasmine et I'excrétion biliaire, cette opération chirurgicale reste
cependant trés invasive et ne doit étre effectuée qu'en cas d'insuffisance hépatique aigue ou de
cirrhose avancée. De plus, suite a la transplantation, le patient devra prendre a vie des
immunosuppresseurs. Cet acte n'est donc pas anodin et ne constitue pas un traitement a envisager en
premiére intention.

Des traitements médicamenteux ont été développés afin de limiter I'absorption du cuivre et de ne pas
atteindre un stade d'insuffisance hépatique aigue nécessitant obligatoirement une greffe du foie.

En 1951, Cumings démontre que la maladie de Wilson est due a une accumulation de cuivre dans le
foie et le cerveau.”” En cette période post-guerre, il propose un traitement avec le "British Anti-
Lewisite" (BAL, dimercaprol), un anti-arsenic (Figure 17). Cette molécule a été développée pendant la
seconde guerre mondiale pour anticiper une attaque chimique. En effet, elle devait permettre la
chélation de I'arsenic et son excrétion dans les urines. Des études avec le traitement par le BAL sur des
patients présentant des symptomes neurologiques (dont un atteint de la WD) ont montré de forts taux

d'excrétion du cuivre dans les urines.>® Cette observation a ensuite été reportée par Cumings, Denny

Brown et Porter en 1951 comme le premier traitement de la maladie de Wilson.
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Figure 17 : Ampoule de BAL, solution injectable.>®

Cependant, le BAL devait étre pris a haute dose et devenait de moins en moins efficace avec le temps.

De plus, la douleur des injections ainsi que la multitude d'effets secondaires ont rapidement mis fin a

ce traitement et de nouveaux médicaments ont vu le jour.

3.1 Chélateurs actuellement utilisés

Les traitements les plus utilisés a ce jour sont des chélateurs de cuivre parfois associés aux sels de zinc

(Figure 18). Les chélateurs du grec "chele", pince, sont des molécules capables de former un complexe

stable et non toxique avec un ion métallique. Dans le cas de la maladie de Wilson, ils sont administrés

pour induire I'élimination du cuivre par voie rénale.

« Start slow and go slow »

Ces différents traitements doivent étre introduits progressivement chez le patient et doivent

impérativement étre pris a vie. L'arrét du traitement ou sa non-observance mene a des insuffisances

hépatiques et la résurgence, voire I'apparition, de symptdmes neurologiques.®°

Le taux de Cu libre dans le sang
se normalise progressivement

Cudans les
urines P

= 25% du Cu est transporté jusqu’au
foie mais n’est pas incorporé a la Cp
ni éliminé dans la bile 1 Lechélateurense liantau Cu

empéche I"élimination du cuivre

2 llestpossible qu’il réduise la
toxicité du cuivre en I'empéchant

Sécrétion dans la bile J de quitter le foie

= 50% du Cu incorporé dans les
métallothionéines est éliminé .
directement

I\

Figure 18 : Schéma du mode d'action d'un chélateur de cuivre sur un patient WD.®

= 25% éliminé
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3.1.1. D-penicillamine

Pour faire face aux problémes rencontrés avec le BAL, Walshe a introduit en 1956 la D-pénicillamine
(D-Pen, Trolovol®) afin de détoxifier le foie dans la maladie de Wilson.®®? Ce médicament est encore
aujourd'hui le traitement de référence, le plus utilisé a travers le monde (Figure 19). Il est issu de la
dégradation de la pénicilline et permet d'excréter une quantité beaucoup plus importante de cuivre
dans les urines. Pour lI'anecdote, Walshe, aprés avoir obtenu 2 g de D-Pen, a lui-méme pris 1 g (pour
prouver sa non-toxicité) et a administré 1 g a un patient souffrant de la maladie de Wilson. Cette

procédure marque alors le début de la thérapie a la D-Pen.

i olovol’
e

HS OH

e b
NH
2 LT

" note ndreure.

Figure 19 : Structure de la D-Penicillamine.

La D-Pen se présente sous forme de poudre blanche et doit étre prise par voie orale. Chez un adulte,
la posologie stipule I'ingestion de 1 000 - 1 500 mg de Trolovol® par jour.

Grace a ce traitement, les fonctions du foie sont améliorées en 2 a 6 mois tandis que les fonctions
cérébrales se rétablissent jusqu'a 3 ans apres le début du traitement. Cependant, environ 25 % des
patients ayant recu de la D-Pen ne répondent pas ou peu au traitement sans qu'aucune cause a cette
résistance ne soit identifiée.® Il est connu que l'isomére L de la pénicillamine (L-Pen) est toxique®.
Cependant, au début de la thérapie, aucun effet secondaire lié & la D-Pen n'avait été reporté.®> Ces
effets sont aujourd'hui nombreux et varient d'un individu a un autre sans aucune raison apparente.
Généralement, les effets observés a court terme (aprés 3 semaines de traitement) sont la fiévre,
érosion cutanée, augmentation de la taille des ganglions lymphatiques, diminution des plaquettes,
baisse des neutrophiles (globules blancs) dans le sang. L'apparition de ces effets secondaires a un stade
précoce dans le traitement de la maladie peut conduire a la substitution de la D-Pen par un autre
traitement. Les effets secondaires a long terme apparaissent entre 3 semaines et 1 an apreés le début
du traitement. Il est courant d'observer un mauvais fonctionnement des reins tels que le syndrome de
Goodpasture ou la présence de sang dans les urines. Egalement, des effets au niveau de la peau :
éruptions cutanées,®® apparition de bulles,®” mais aussi au niveau de la bouche (ulcéres et aphtes), ont
été reportés. L'inflammation des muscles, la perte de gout, I'anémie aplasique viennent compléter

cette liste non exhaustive d'effets secondaires de la D-Pen. Outre ces effets secondaires, la D-Pen
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n'améliore pas systématiquement les fonctions cérébrales ; une détérioration des symptémes
neurologiques est observée dans 20 — 25 % des cas ayant commencé leur traitement avec la D-Pen.%%5°
Une explication possible a ce phénomene est la mobilisation rapide de cuivre libre dans le plasma
venant des différents tissus. Cette quantité de cuivre augmentée dans le sérum peut induire une
augmentation du cuivre dans le cerveau générant un stress oxydant plus important et des dommages

cérébraux.”®
3.1.2. Trientine

Les effets secondaires de la D-Pen sont devenus apparents a la fin des années 60 avec la nécessité de
développer un autre traitement tout aussi efficace et mieux toléré par I'organisme. Walshe a ainsi
développé la trientine en 1982.7*

La trientine est la N,N'-bis(2-aminoethyl)-1,2-éthanediamine dihydrochlorure. Cette molécule est un
chélateur de cuivre(ll) avec un mode d'action similaire a la D-Pen ; elle piége le cuivre extracellulaire
(Figure 20).

100 capsule

H Wmumtu
HZN/\/N\/\N/\/NH2 TRIENTINE”
H - 250mg

« 2HCI et

po-

Figure 20 : Structure de la trientine

La trientine, en tant que "drogue orpheline" a été autorisée pour le traitement de la maladie de Wilson
sans que des études pharmacocinétiques approfondies n'aient été effectuées. La majorité des données
obtenues sont consignées par Walshe’! et I'association européenne pour I'étude du foie (European
Association for Study Liver, EASL).”?

La posologie classique de la trientine est de 900 a 2 700 mg/jour en 2 ou 3 doses. Une faible quantité
de trientine est absorbée par le tube digestif et seulement 1 % de la trientine absorbée et 8 % des
métabolites apparaissent dans les urines. La trientine n'est pas spécifique du cuivre, elle chélate
également le fer avec lequel elle produit un complexe toxique. Les patients sous trientine doivent donc
éviter une supplémentation en fer.

Le principal inconvénient de la trientine est son instabilité, le produit devant impérativement étre
conservé entre 2 et 8°C. Elle présente toutefois moins d'effets secondaires que la D-Pen avec une

efficacité similaire au niveau du foie.
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3.2 Sels de zinc

C'est en 1961, dans sa these de doctorat, que le neurologue néerlandais Schouwink a envisagé pour la
premiere fois les sels de zinc comme traitement alternatif a la maladie de Wilson (Figure 21). Ces sels
de zinc sont généralement sous forme d'acétate, du sulfate ou encore du gluconate de zinc ; I'acétate
et le gluconate étant mieux tolérés que le sulfate. Ils sont administrés par voie orale a raison de 150

mg de zinc élémentaire chez I'adulte répartis en 2 a 3 doses par jour.

2mg/jour de Cu apporté par I'alimentation

1 Lezincaugmente la concentration

Normalisation progressive o
des Mt et par conséquent :

du Cu libre dans le sang
2 Réduit I'absorption du cuivre des
Normalisation aliments et des sucs gastriques

progressive du Augmente la sécrétion de cuivre

, Redyctmn de Cu d?ns les dans les selles
I'absorption du Cu urines
4 Réduit progressivement |'exces de
cuivre dans le corps et normalise
le cuivre libre
Sécrétion dans la bile
++ i 5 Alirming
de Cu incorporé dans les = 25% &liminé

metallothlonegs et sécrétion directement
\ sales /

Figure 21 : Elimination accrue du cuivre dans les selles par thérapie au zinc chez un patient atteint de la maladie de Wilson.®

Les sels de zinc ont un mécanisme d’action différent des deux autres médicaments présentés ci-dessus.
Il ne s'agit pas la d’un chélateur de cuivre. Le zinc induit la production de MTs, ces protéines dont le
role est la séquestration des ions métalliques libres. Les MTs dont la production est induite par le zinc
vont se lier au cuivre amené par I'alimentation et présent dans I'intestin. Le métal ne peut donc pas
sortir de l'intestin et étre absorbé dans le sang. Il est donc ensuite éliminé dans les selles. Ainsi le zinc
bloque I'absorption du cuivre par les intestins. Il induit ainsi progressivement une balance en cuivre
négative.”?

Cette stratégie thérapeutique nécessite cependant plus de 6 mois de traitement en zinc pour atteindre
un effet significatif. De plus, elle peut provoquer des irritations gastriques. La dose doit donc étre

t.”* Outre ces problémes, les sels de

limitée mais peut amener certains patients a arréter le traitemen
zinc induisent peu d'effets secondaires. Des cas de détériorations neurologiques ou d'anémies ont été
observés mais les mécanismes n'étant pas clairs, il est difficile de se prononcer quant a une éventuelle

toxicité des sels de zinc.
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Les sels de zinc et les chélateurs oraux ayant des modes d'action différents, il est avantageux de les

combiner.
3.3 Récents développements
3.3.1. Tétrathiomolybdate d'ammonium (TTM)

Le molybdéne est un élément naturel présent dans les sols. Avant d'étre administré chez I'Homme, il
était connu de la médecine vétérinaire.”> Dans les années 50, certains paturages rendaient le bétail
malade, causant parfois leur mort. Des études ont alors révélé que la présence de molybdéne dans les
herbages était associée a des insuffisances en cuivre chez des moutons qui paissaient dans ces
paturages.”® En 1957, Il a donc été postulé que le molybdéne sous sa forme de sel d'ammonium pouvait
tre utilisé dans le traitement de la maladie de Wilson en tant que décorporant du cuivre.”” Cependant
le molybdate n'a pas montré de résultat probant et les essais cliniques ont été stoppés au bout de 2
mois. Il a par la suite été montré que les moutons paturaient dans des champs riches en soufre et que,
au niveau de leur estomac (environnement réducteur), le molybdate était converti en
tétrathiomolybdate (TTM). Cette molécule a donc été identifiée comme un puissant décorporant du
cuivre. Contrairement aux moutons, I'estomac humain n'est pas capable de réduire le molybdate en
TTM et le molybdate ne posséde aucune propriété chélatrice du cuivre.

Apres la D-Pen et la trientine, Walshe a obtenu en 1986 quelques grammes de TTM et se |'est lui-méme
administré pendant 4 jours. Le composé n'étant pas toxique, il I'a donné oralement a |'un de ses
patients atteint de la WD ne répondant pas aux traitements classiques.’”® Aprés 1 an sous TTM, son foie
était redevenu normal.

Ces résultats s'expliquent par la formation de complexes de cuivre non toxiques dans l'intestin, limitant

ainsi I'absorption du cuivre par les cellules du tube digestif.

S
o/ 2 NH,*

\S

N/

S
S
Figure 22 : Structure chimique du tétrathiomolybdate d'ammonium.

Apreés le rejet par la FDA du TTM sous forme de sels d’'ammonium, une nouvelle formule associée a la
bis-choline, connue sous le nom de WTX101 est actuellement en phases d'études cliniques afin

d'évaluer son efficacité et son innocuité.”®
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3.3.2. DPM-1001

Le DPM-1001 (Figure 23) a été proposé récemment par Krishnan et al.”” comme un chélateur puissant,
hautement sélectif du cuivre et biodisponible oralement. Selon cette étude, cette molécule est
composée d'une extrémité servant a la partie chélation du cuivre et d'une partie stéroide qui assure la

sélectivité pour ce métal.

\/\/\” OH

Figure 23 : Structure du DPM-1001.

Des tests sur des modeles cellulaires et des fibroblastes de patients ont montré la capacité de cette
molécule a diminuer les effets associés a I'accumulation de cuivre. De plus, le traitement avec le DPM-
1001 sur des souris modeles (« Toxic milk mouse models ») diminue la quantité de cuivre de maniere
significative au niveau du foie, des reins et du cerveau. La quantité de cuivre dans les selles est quant

a elle augmentée (Figure 24).
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Figure 24 : Quantité de cuivre mesurée dans des organes et les selles de souris "Toxic Milk Mouse" sans traitement ou traité

par du DPM-1001 ou du TTM a 5 mg/kg.”®
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Ce composé fait encore l'objet d'une étude approfondie pour évaluer son potentiel en tant que

médicament pour le traitement de la maladie de Wilson.

3.3.3. Autres traitements d'intérét en développement

Thérapie génique

La thérapie génique consiste a introduire du matériel génétique dans des cellules afin de soigner une
maladie. Appliquée a la maladie de Wilson, le transfert de gene atp7b pourrait restaurer le
métabolisme du cuivre au niveau hépatique. Il est pour cela nécessaire de considérer le transfert de
géne a un stade précoce du développement embryonnaire.

Des études utilisant des vecteurs lentiviraux (LV) ont permis de montrer que le transfert du gene
lentiviral atp7b était possible chez le rat Long-Evans (modéle de WD)®° et permet de diminuer la
quantité de cuivre dans le foie et les fibroses associées. Une autre étude récente utilisant des
adénovirus recombinants (rAAV) a montré une correction a long terme de I'homéostasie du cuivre chez
la souris WD. Une petite partie du gene atp7b (mini-atp7b) est ici transférée et I'excrétion de cuivre
est mesurée dans les selles, les urines et le foie.?!

Thérapie cellulaire

Il est également possible d'introduire dans le foie malade des cellules hépatiques saines afin de rétablir
le fonctionnement du foie.®? Cette transplantation permet, sur les rats LEC (modéle de Wilson) une

repopulation du foie et ainsi une excrétion biliaire et un taux de céruloplasmine normal.’

4. Travaux antérieurs effectués au laboratoire SYMMES

Comme nous venons de le voir, les médicaments prescrits actuellement pour traiter la maladie de
Wilson sont essentiellement des chélateurs de cuivre couplés a des sels de zinc. Ces molécules piegent
le cuivre et permettent de stimuler son excrétion dans les urines. Cependant, ces traitements sont
systémiques, doivent étre pris a vie et présentent un certain nombre d’effets indésirables.

Une alternative développée au laboratoire SYMMES pour accéder a des solutions thérapeutiques plus
efficaces et présentant moins d’effets indésirables consiste a piéger sélectivement le cuivre la ou il
s’accumule, a savoir les cellules hépatiques. En raison de la présence de glutathion dans les cellules
hépatiques en quantité millimolaire, le degré d’oxydation le plus stable du cuivre disponible en excés

est le degré +1. C'est donc celui-ci qui a été ciblé.
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4.1 Du vivant aux chélateurs de cuivre efficaces et sélectifs

4.1.1. S'inspirer du vivant

Les modeles biologiques qui distribuent ou séquestrent le cuivre sont des modeles pertinents pour la
conception de chélateurs efficaces. De facon générale, les principales protéines impliquées dans
I’"homéostasie du cuivre lient cet ion au degré d’oxydation +1 grace aux atomes d’azote de résidus

histidine ou aux atomes de soufre de résidus cystéines ou méthionines.

Les métallochaperonnes a cuivre sont des protéines qui transportent le Cu(l) dans les cellules. Plusieurs
exemples de métallochaperonnes impliquées dans I’homéostasie du cuivre ont été présentés
précédemment (Cf Ch 1.1.2.1). Il est intéressant ici d'étudier la structure de ces protéines afin de
comprendre comment elles parviennent a lier cet ion métallique. Dans le cas de I’Atx1 (homologue
hautement conservé de Atox1 chez la levure), la structure du site de fixation du cuivre , résolue par

diffraction des rayons X, a mis en évidence la structure Met-X-Cys-XX-Cys (Figure 25).84

Figure 25 : Structure cristallographique de Atx1 d’aprés Wernimont et al. A gauche : complexe Cu(Atox1),, coordination

CuS3/CuS4 ; a droite : complexe Cu(Atox1), coordination CuS2.8*

Cette structure est conservée chez toutes les métallochaperonnes et permet la chélation du cuivre par

la formation d'un dimeére : un Cu(l) est lié aux deux cystéines de deux protéines Atox1.

Comme cela a été présenté précédemment (Cf Ch 1.1.2), les métallothionéines sont des protéines
impliquées dans la séquestration du cuivre ou d’autres métaux toxiques en exces dans les cellules
hépatiques.®> Découvertes dans le rein du cheval par Vallee en 1957, ces protéines sont présentes chez
les mammiféres, les plantes, les levures, les crustacés ou encore les champignons.® Ce sont des
protéines de faible poids moléculaire (6000 — 7000 Da soit 60 a 70 acides aminés) qui peuvent contenir
jusqu’a 20 résidus cystéine (30 %)% organisés de maniére a lier certains ions métalliques dans des
clusters avec une affinité extrémement élevée pour le Cu(l) (Kd ~ 1071°). Les structures des complexes
formés dans les métallothionéines décrites dans la littérature sont organisées essentiellement autour

d’unités CuS3 formant des clusters Cu4S6 ou Cu6S9.%8 Des études ont également montré que, en
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condition de forte concentration en cuivre, la MT peut se lier a 12 ions Cu(l).% Dans ces clusters, les
atomes de cuivre sont toujours entourés de trois atomes de soufre pontants ou terminaux dans une

géométrie trigonale (Figure 26).

Cu(l)

Cu(l) Cu(l)

Cu(l)

Figure 26 : Cluster métal-thiolate dans les métallothionéines. Model du cluster Cu(l),CysSs. Les ions métalliques (représentés

en sphéres grises) sont liés aux ligands thiolates des cystéines.*°

4.1.2. Chélateurs cyclodécapeptides

En s’inspirant des sites de liaison connus des métallochaperones, un cyclodécapeptide (CDP) contraint
par la présence de deux coudes Pro-Gly possédant deux résidus cystéines sur la face inférieure a été

congu précédemment au laboratoire SYMMES en collaboration avec le DCM (Figure 27).9!

Chaperonne a Cu Atx1 Cyclodécapeptide CDP
K4(Cu) ~ 10174 K4(Cu) ~ 10167

Figure 27 : Cyclodécapeptide (CDP) mimant la boucle de liaison du Cu(l) par la métallochaperonnes Atx1.%?

Dans cette structure pro-drogue, les cystéines du CDP présentes sur la face inférieure sont oxydées
sous forme de pont disulfure. Cela permet de masquer ses fonctions chélatantes en milieu
extracellulaire et de les libérer uniquement aprés leur entrée dans les cellules hépatiques afin de piéger
le cuivre.

Ce peptide CDP est capable de piéger le Cu(l) pour former un complexe de stcechiométrie 1 : 1 avec
une constante de dissociation (Kd) de 1017 & pH 7,4. Cette valeur est proche de celle décrite pour la
protéine Atox1 (107174). De plus, ce peptide est spécifique pour le Cu(l). Des tests d’affinité ont été
effectués avec divers ions métalliques et en particulier avec le Zn(ll). En effet, ce dernier,
abondamment présent dans le corps humain peut également étre piégé par les métallothionéines. La
sélectivité du CDP pour le Cu(l) est plus grande de 10 ordres de grandeur par rapport au Zn(ll).

Sur la face supérieure, les chaines latérales des autres acides aminés peuvent étre fonctionnalisées

afin de cibler spécifiquement les hépatocytes.
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4.1.3. Chélateur NTA(CysNH,)3

Les sites de liaison de haute affinité des métallothionéines ont également été pris comme modeles
pour concevoir des architectures moléculaires contenant plusieurs résidus cystéines capable de
promouvoir une géométrie de coordination favorable autour du cuivre au degré d’oxydation +1. Pour
cela, des tri- et tétrapodes contenant 3 et quatre résidus cystéines ont été synthétisés en utilisant les
plateformes NTA (acide nitrilotriacétique), NOTA (acide 1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triacétique) et

EDTA (acide éthyléne diamine tétra acétique) (Figure 28).%
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Figure 28 : Structure des 3 familles de chélateurs podants développés.??

Ces différentes architectures moléculaires ont permis d'évaluer l'influence de la géométrie et le
nombre de thiols sur la chélation du cuivre. D'autres chélateurs de cuivre ont également été congus

en remplagant les cystéines par d'autres acides aminés naturels ou synthétiques (Figure 29).
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Figure 29 : Chélateurs de cuivre a base de NTA développés pour la chélation du Cu(l).
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De cette chimiothéque, le chélateur NTA(CysNH;); 12 s'est démarqué (Figure 30). |l piege de maniére

efficace le Cu (1) avec une affinité (log K ~ 19) similaire a celle décrite pour les métallothionéines.* Il

est également sélectif du Cu (1) par rapport au Zn (11).%*
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Figure 30 : Chélateur de cuivre NTA(CysNH;); 12.

4.2 Vectorisation de chélateurs vers les hépatocytes

Dans le cadre de la maladie de Wilson, la surcharge en cuivre apparait majoritairement au niveau du
foie. Il est donc intéressant de piéger cet ion métallique Cu(l) directement dans les hépatocytes. Pour
cela, les chélateurs d’intérét cités ci-dessus, cyclodécapeptide (CDP) et NTA(CysNH,); 12 ont été

fonctionnalisés afin d’étre délivrés de maniere spécifique au sein de ces cellules.

4.2.1. ASGPR cible de choix pour la vectorisation vers les cellules

hépatiques

Une stratégie efficace pour cibler les cellules hépatiques est d’utiliser des récepteurs spécifiques, les
récepteurs aux asialoglycoprotéines ASGPR, principalement et abondamment exprimés a la surface

des hépatocytes.

4.2.1.(a) Structure et fonction

Les ASGPR sont des lectines de type C et reconnaissent spécifiguement des motifs saccharidiques avec
une liaison dépendante du calcium. Elles sont composées de 2 polypeptides différents homologues.
Chaque récepteur possede 3 sous-unités : 2 sous unités H1 et une 1 sous unité H2, possédant des
séquences identiques & 55 %.°° Ces sous-unités forment des complexes trimériques

transmembranaires (Figure 31).
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Figure 31 : Représentation de I'assemblage des sous-unités des ASGPR.

Le récepteur est composé de différentes parties :

Le segment N-Term, présents a I'extrémité et favorisant la formation de vésicules d'endocytoses.

Le cou, comportant de nombreux acides aminés chargés (c) et des résidus hydrophobes (h) répétés
selon un motif H-XX-H-C-X-C. Cette répétition de sept molécules induit la formation d'une hélice par
trimérisation du polypeptide.

L'extrémité C-Term contenant les domaines de reconnaissance des carbohydrates (CRD ; les sous
unités H1 et H2).

Les ASGPR ont pour role I'internalisation de glycoprotéines désialylées : des glycoprotéines dont I'acide
sialique a été clivé par des sialidases. lls permettent ainsi de contréler 'homéostasie de ces protéines
dans le sérum. Le mécanisme d'internalisation de ligands médié par les ASGPR débute par la
reconnaissance par les CRDs de résidus D-galactose ou N-acétyl-D-galactosamine présents a
I'extrémité des glycoprotéines. Cette reconnaissance déclenche un mécanisme en chaine dépendant
des clathrines : la membrane s'invagine, formant des vésicules d'endocytose. Elles sont ensuite
refermées et dirigées vers les endosomes. Le ligand est alors séparé du récepteur puis ce dernier est
recyclé a la surface de la cellule (Figure 32). Ce cycle dure environ une dizaine de minutes pour une

demi-vie des ASGPR de 30h.%®
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Figure 32 : Internalisation de ligands par endocytose médié par les ASGPR.%”
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L'étape clé de cette internalisation est la reconnaissance des sucres dans laquelle les deux sous-unités

H1 et H2 sont impliquées.

4.2.1.(b) Reconnaissance du GalNAc

Les ASGPR reconnaissent les résidus D-galactose ou N-acétyl-D-galactosamine, avec une affinité plus
grande pour le GalNAc (10-50 fois supérieure).

L'interaction monovalente est la ligation d'un seul sucre au niveau des CRD. Celle-ci s'effectue par des
liaisons hydrogene entre les hydroxyles du sucre et les résidus de la protéine. |l est également possible
gue des interactions hydrophobes se forment entre la face apolaire du sucre (a ou B), ou le N-acétyle,
et les chaines latérales d'acides aminés aromatiques.

Le CRD de I'ASGPR n'ayant pas été cristallisé en présence d'un ligand, les différentes interactions entre
le sucre et le CRD ont été déterminées par analogie avec d'autres lectines similaires (RHL-1
particulierement ; "ASGPR" de rat).

Sur RHL-1, les acides aminés GIn239 et Asp241 forment des liaisons hydrogeéne avec les hydroxyles 3
et 4 du galactose (Figure 33). Ces acides aminés sont responsables de la spécificité du récepteur pour
le galactose par apport par exemple au mannose ; ils favorisent I'approche d'un sucre possédant un 3-
OH équatorial et un 4-OH axial. De plus, le calcium participe a la liaison du sucre : les OH 3 et 4 ainsi
que les acides aminés GIn239 et Asp241 participent a la sphére de coordination du calcium.%

Ces interactions ne suffisent cependant pas a établir la sélectivité et I'affinité connue des galactosides
pour I'ASGPR. En plus des liaisons hydrogénes, le résidu Trp243 interagit avec la face apolaire du sucre
grace a sa chaine latérale indolique. Ces interactions hydrophobes permettent d'augmenter |'affinité
du récepteur pour les galactosides.'® Enfin la boucle riche en glycine permet de générer une contrainte

structurale ne laissant |'accés a la poche de reconnaissance uniquement aux galactosides (Figure 33).1?

Gln 239 Boucle riche en glycine
~o .
il ~o v Trp 243
Glu 252,\ ’, “HO OH .
~ P -
Ca2t -~ '," o
P S HO g
Asp 265 v , :
\ b 1 '
VO ACHN
' Asp 241 | P
1 1 < \\‘
' Asn 264 ' His 256
Arg 236

Figure 33 : Schéma récapitulant le mode de liaison du sucre dans le domaine de reconnaissance de la sous-unité majoritaire

de ’ASGPR ; mise en évidence des interactions induisant la spécificité pour les galactosides et la préférence pour le GalNAc.
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La plus grande affinité des ASGPR pour le GalNAc par rapport au Gal vient de l'interaction entre le N-
acétyle avec une région hydrophobe de la protéine, notamment au travers des acides aminés His256
et Arg236. Le cycle imidazole de I'histidine est impliqué dans des interactions de Van der Waals avec
le N-acétyle. Le méme type d'interaction est observé pour l'arginine. La substitution de ces acides
aminés entraine une diminution de I'affinité relative pour le GalNAc de prés de 25 fois.0?

L'affinité de I'ASGPR pour un galactoside monovalent est cependant faible, avec des Kd de I'ordre de
103, Pour pallier cela, ces récepteurs utilisent le phénoméne de multivalence pour lier plus fortement
leurs ligands et induire un signal.

Les interactions multivalentes sont des interactions beaucoup plus fortes utilisées par les lectines afin
d'augmenter leur sélectivité et |'affinité pour leur ligand. L'avidité des ASGPR augmente avec le nombre
de sucres présents sur le ligand. En effet des études faisant varier le nombre de galactoses d'un ligand
ont permis de mettre en évidence une affinité supérieure pour les motifs bi- < tri- < tetra-valents.1%3
Un ligand possédant un motif multivalent en GalNAc peut donc étre reconnu par les ASGPR, sous
réserve de respecter au mieux la géométrie du récepteur. En effet, les sucres sont reconnus par les
domaines de reconnaissances des carbohydrates (CRD), il faut donc qu'ils présentent de préférence
une géomeétrie trigonale et que la distance entre chacun des GalNAc corresponde a la distance entre

les CRD. Cette distance a été évaluée & environ 20 A pour une reconnaissance optimale (Figure 34).1%

Point d’ancrage

Espaceur flexible

Sucre terminal

Domaines de reconnaissance
des sucres H1 et H2

Région transmembranaire

Membrane cellulaire des hépatocytes

Figure 34 : Schéma de la reconnaissance des GalNAc par les sous-unités des ASGPR.
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4.2.2. Conception des pro-drogues a base de cyclodécapeptide

(Chell) et de NTA (Chel2 a Chel6)

4.2.2.(a) Chell

Afin de vectoriser le cyclodécapeptide (CDP) vers les hépatocytes, quatre lysines ont été introduites
sur la face supérieure.'® Grace a I'amine présente sur les chaines latérales de ces acides aminés, quatre

sucres GalNAc ont été greffés via un lien oxime. Cette molécule, appelée Chell, est présentée Figure

35.
AcHN ACHN
§ N HO
AcHN j) %
AcHN

o 4 O |
~_Lys Lys 3
Gly~ \Cys/ ~Pro
HNﬁ) k ( NH
L4 S |.pz
ro/ yS_ - ¥s__
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Figure 35 : Structure du glycoconjugué Chell, pro-chélateur du Cu(l) vectorisé vers les cellules hépatiques.

L'espacement entre les sucres (20 A) et la flexibilité des bras espaceurs correspondent aux exigences
géométriques des ASGPR. Afin de masquer les fonctions chélatrices et ne piéger le cuivre qu'en milieu
intracellulaire, les thiols des deux cystéines sont oxydés en lien disulfure. Ces ponts seront réduits suite
a l'entrée de la molécule dans les cellules grace au glutathion présent dans le cytoplasme. Chell est

ainsi une pro-drogue dont le mécanisme d'action est présenté Figure 36.
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Figure 36 : Mécanisme d’action de Chell sur les cellules hépatiques.
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4.2.2.(b) Chel2 a Chel6

De la méme maniére et afin de cibler spécifiquement les ASGPR, 3 résidus GalNAc ont été greffés sur
le chélateur NTA(CysNH,)s 12.

Afin de se rapprocher au mieux de la géométrie optimale pour la reconnaissance via les ASGPR
proposée par Khorev et al,'% un bras espaceur d’environ 12-13 A a été choisi. En plus de sa longueur,
la nature de cet espaceur et du lien avec le chélateur sont importants. Le lien polyéthyléne glycol (PEG)
présente de nombreux avantages : flexibilité, stabilité, biocompatibilité et pas de cytotoxicité. 6107
L'espaceur choisi est le 2[2-(2-chloroethoxy)éthoxy]éthanol. De plus, les thiols des cystéines pouvant
former des liens disulfures dans le milieu biologique, il est nécessaire de les masquer avant leur entrée
dans la cellule. Le lien utilisé entre les thiols et le motif de ciblage doit étre clivé dans les hépatocytes
afin de libérer le chélateur. Les fonctions thiols du chélateur NTA(CysNH,)s 12 ont donc été masquées

par la formation d'un lien disulfure. Celui-ci sera rompu a I'entrée dans la cellule par le glutathion,

libérant ainsi le chélateur de cuivre. Plusieurs pro-drogues Chel2, Chel3, Chel4 et Chel6 ont ainsi été

HO Oty
% OH_OH
ACHN HORLo
Q.
~ AcHN
T Oy
? Chel3
= Chel2
S.g
CONH;
HN__.O
f H . ; OH
N Sefoged O NHAC AcHN
N S {107k \Cl 5 OH
Oﬁ)’ﬁor E;;»IH; : m-%‘w 0.y 24 OH
OH ple
HZNOC:I,NH HO' 2
s
5
f
oF
< 0
o} -
HO OZhhAc Ho  OZNHAc
HOYZ HO =CHoy Ho Of-0H
1 [ ~~OH
HO 0 HO \
AcHN AcHN'Y
*x
~ L.
0 L Chel6
L Chel4 '
S ¢
s .-js
5

CONH,
5 CONH,
H@ HN._O AcHN
N Sy i 0. NHAC H - -
N/\rof V0T R \m-(,” f N S o )
HO

0 CONH, N S !
ﬁ/ : \-(':H o] /\g QH;

OH
HzNOC _NH

T

développées (

Figure 37).108

48



INTRODUCTION

CUIVRE ET MALADIE DE WILSON
HO Oy
¥
AcHN
o
*
0
4 Chel2 Chel3
"S
CONH,
ﬁfo i NHA . T b /2/20\\’
NN s S B0 ° N AcHN_f =0
o O CONHp D%OH 0. 0 (/o 5 ©OH
Hmocj,?aﬁ poOH i ﬁ) 7o
s
s
J o
7 "
0
:gjfﬁmc . H iﬁmc
HO g_ HO
AcHN
]
%, Chela Chel6
1,
CONH;
kfc:ONH2
7@3”\"'“@'5\*‘0’%0 iy HN‘EO i o
o, O CONH, o3 OH NN s S @' o
HZNOC,_NH Ho O Oﬁ) O CONH, Ho
] HaNOC._NH
g 7
s

s
S
j:i
0
Ho, OZNHAC
HO

o
HO

Ho GENHAC
HO—#
HO
Figure 37 : Structure des glycoconjugués Chel2, Chel3, Chel4 et Chel6 ; les unités de ciblage sont représentées en violet, les

liens disulfure masquant les fonctions chélatrices en vert et enfin les différences entre les glycoconjugués sont repérés par
des cercles gris.1%8

Le mécanisme d'action pour le pro-chélateur Chel2 est décrit Figure 38 a titre d'exemple.
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Figure 38 : Mécanisme d'action de Chel2 sur les cellules hépatiques.

4.2.3. Internalisation dans les cellules hépatiques et chélation du
cuivre
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Afin d'évaluer la capacité des différentes pro-drogues (exemple de Chel2 et Chell marqués par un

fluorophore, respectivement T3p et CP-Cy5) a entrer dans les hépatocytes et délivrer un chélateur de

cuivre, des études cellulaires ont été effectuées par cytométrie en flux.'% Les ASGPR ont été saturées

en glycoconjugués et l'internalisation de ces molécules marquées par le fluorophore Cy5 a été suivie

(Figure 39).

MIF nomalisée

100

504

m  CP*-Cy5 (HepGZ)

#® T¥*.0y5 (HepG2)

&  CP®.Cy5 (HepG2)
—— Modélisation par équation de Hill
—— Modélisation par équation de Hill
—— Modélisation par équation de Hill

T T
0 5 10 15

Concentration (pM)

TH-Cy5 (0-20 uM) 2,4 £0,5 uM
1

o

CP®.Cy5 (0-15 uM) 1,7 40,7 uM

e
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Figure 39 : Courbes de saturation des récepteurs ASGPR par les glycoconjugués T38-Cy5 alias Chel2 (e), CP36-Cy5 (A) et

CP4a-Cy5 alias Chell (o) de 0 a 20 uM sur cellules HepG2 modélisées par une équation de Hill ; MIF = Moyenne d’Intensité

de Fluorescence.

I a ainsi été démontré que ces composés marqués par un fluorophore étaient internalisés

efficacement dans les hépatocytes. Des études de compétition ont également été effectuées et ont

permis de confirmer une internalisation médiée par les ASGPR.1%°

La capacité de Chell et Chel2 a délivrer un chélateur de cuivre efficace a quant a elle été évaluée sur

des cellules WIF-B9 dont I'ATP7B, I'appareil de Golgi et les canalicules biliaires ont été marquées. Les

résultats obtenus pour Chel2 sont présentés a titre d'exemple Figure 40.

50



INTRODUCTION
CUIVRE ET MALADIE DE WILSON

a, low Cu & ATP7B HA4 merge

Figure 40 : Evaluation de la chélation du cuivre du glycoconjugué Chel2 sur cellules WIF-B9 par déplacement de I’ATP7B -
Images obtenues par microscopie confocale avec ATP7B (vert), HA4 (un marqueur des membranes des canalicules) (rouge)
détectés par immunofluorescence indirecte et la somme des deux. a) Cellules en conditions normales de Cu (5h); b) cellules

supplémentées avec 1 uM de CuCl2 (5h) ; c) cellules supplémentées avec 1 uM de CuCl2 (2h) puis ajout de 10 uM de 1
(Chel2) (3h) ; d) cellules supplémentées avec 1 uM de CuCl, (2h) puis ajout de 10 uM de C1 (3h).1%8

Dans ces expériences, les cellules sont préalablement incubées avec une forte concentration en cuivre.
L'ATP7B se situe alors au niveau des canalicules pour excréter le cuivre en exces. Lorsque les pro-
drogues Chell ou Chel2 sont ajoutées au milieu, I'ATP7B migre vers |'appareil de Golgi. Cette
expérience montre la capacité de ces composés a libérer un chélateur de cuivre dans les cellules

hépatiques et réduire la charge en cuivre intracellulaire.!°

Dans cette thése, I'approche moléculaire précédemment développée avec le composé Chel2 sera
transposée a des nanoparticules lipidiques. La suite de ce chapitre introduit donc les nanoparticules,

avec un accent sur les nanoparticules lipidiques utilisées dans ce projet de recherche.
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Nanomedecine & Nanoparticules

1. Introduction

" There's plenty of room at the bottom"*!!

Dans son discours de 1959, Richard Feynman évoquait ainsi la miniaturisation, ou comment la physique
et le controle des atomes pouvaint servir la chimie et la biologie. Ce concept visionnaire a vu le jour
guelques années plus tard avec le développement des premiers nanomatériaux.

En 2011, la commission européenne a publié une définition de ces nanomatériaux : "On entend par
«nanomatériau» un matériau naturel, formé accidentellement ou manufacturé contenant des
particules libres, sous forme d’agrégats ou d’agglomérats, dont au moins 50 % des particules, dans la
répartition numérique par taille, présentent une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 1 nm

et 100 nm" (Figure 41).112

Atome Molécule Protéine Virus Bactérie  Cellule

l ] I
1um 10 pm 100 um

Figure 41 : Echelle de taille incluant les nanoparticules ; 1-100 nm.

Aujourd'hui les nanoparticules sont largement répandues dans notre quotidien : alimentation (TiO;!!3),
écrans (quantum dots!'?), cosmétiques (Ti0,'*°), peintures (Si0,'%) etc... Présentes a I'état naturel
depuis des millions d'années (au travers d'éruptions volcaniques par exemple), les nanoparticules ont
ouvert de nouvelles perspectives dans le domaine de la thérapie et du diagnostic médical a travers la
nanomédecine. Notamment, I’'encapsulation de médicaments dans ces nano-objets permet de mieux
contréler leur délivrance et ainsi améliorer leur efficacité thérapeutique en limitant leurs effets
secondaires. Depuis les travaux de Peter Paul Speiser en 1973 sur des microcapsules pour la libération
retardée et contrélée d’un principe actif,!'’ ce domaine n'a cessé de se développer, en particulier pour
la vectorisation d'anticancéreux. En 1995, le Doxil™ est le premier anti-cancéreux a base de

nanoparticules approuvé par la FDA et mis sur le marché. Depuis, 50 nanomédicaments ont été
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approuvés par la FDA et plus d’'une centaine sont actuellement en cours d'études cliniques (Figure

42).18
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Figure 42 : Evolution dans le développement de nanomédecine, a-b- Nanomédecine approuvée par la FDA, c- essais cliniques

en nanomédecine identifiés sur clinicaltrials.gov de 2001 a 2015, d- essais cliniques en nanomédecine en cours.*18

Parmi les études en cours, il existe encore une forte prévalence pour les nanoparticules polymériques,
les liposomes ou encore les nanocristaux. Cependant, des nanomatériaux plus complexes tels que les
nanoparticules inorganiques et lipidiques, et les nanoparticules a base de biomolécules (protéines,
oligosaccharides...) ont permis d’explorer de nouvelles propriétés a I’échelle nanométrique et font

I’objet de nouveaux développements en nanomédecine.

Une des utilisations importantes des nanoparticules en nanomédecine est le ciblage de tumeurs dans
le cadre de chimiothérapies. Pour cela, I'effet EPR ("Enhanced Permeability and Retention") est utilisé.
Les nanoparticules ont tendance a s'accumuler davantage dans les tissus tumoraux que dans les tissus
sains. Cet effet s'explique par la structure anormale des vaisseaux sanguins et la faible efficacité du

drainage lymphatique (Figure 43).1%°
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Figure 43 : Entrée de nanoparticules dans la tumeur par effet EPR (Enhanced Permeability and Retention).

Cette accumulation passive peut étre observée pour tout type de nanoparticules mais ne s'observe

généralement que pour des particules dont le diamétre est inférieur a 200 nm.
2. Les nanoparticules utilisées en nanomédecine

Pour étre utilisées a des fins diagnostiques ou thérapeutiques, les nanoparticules doivent étre non
toxiques et biocompatibles. Différents types de nanoparticules sont utilisés aujourd'hui. Elles sont
classées en 2 grandes catégories : les nanoparticules inorganiques et les nanoparticules organiques.

Elles different par leur composition, leur forme ou leur structure (Figure 44).

Nanoparticule Nanocapsule

Liposome .
lipidique solide P lipidique Micelle
Dendrimére Nanopa’r§|cu|e N.anopar.tlcule
polymérique inorganique

Figure 44 : lllustration de différents types de nanoparticules.
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2.1 Nanoparticules inorganiques

Les nanoparticules inorganiques les plus courantes sont les nanoparticules d’or ou d’argent, les
nanoparticules de silice, les nanoparticules magnétiques ou encore des nanocristaux semi-
conducteurs. Elles sont généralement de petites tailles (entre 2 nm et 25 nm). L’exploration de leurs
propriétés physiques, notamment optiques et magnétiques, ont conduit a un essor croissant de ces
nanoparticules en nanomédecine. Cependant, leur grande stabilité entraine une métabolisation
limitée et parfois une rétention longue dans I’organisme, constituant un risque accru de toxicité. Pour
illustrer leur intérét en nanomédecine, deux types de nanoparticules inorganiques sont présentées ci-

dessous : les nanoparticules d'or et les quantum dots.

2.1.1. Nanoparticules d'or

Les nanoparticules d'or sont des nanoparticules métalliques composées d'atomes d'or qui s'associent.
Ces particules sont biocompatibles et inertes. Les nanoparticules d'or ont des applications en
nanomédecine notamment dans le cadre de lutte contre le cancer avec la thérapie par
photothermie.’?® En effet, aprés injection de nanoparticules d'or, I‘excitation de I'or par une onde
infrarouge permet une augmentation locale de I'énergie et donc de chaleur. Si les nanoparticules sont
spécifiguement localisées au niveau des tumeurs, cette augmentation de température entraine la mort

des cellules cancéreuses (Figure 45).

Rayon laser

Mort des cellules tumorales
Tumeur

Capillaire tumoral

Figure 45 : Principe de la thérapie par photothermie.

Pour permettre un ciblage plus spécifique et une meilleure internalisation dans les cellules tumorales,
ces nanoparticules ont également été fonctionnalisées (grace notamment a I'affinité des thiols pour

I'or) par des peptides TAT ou d'autres ligands.!?!
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2.1.2. Quantum Dots

Les nanocristaux semi-conducteurs connus sous le nom de quantum dots (QDs), ou "boites
quantiques" ont été décrits pour la premiére fois en 1981.%2 Ces petites nanoparticules (2-10 nm) de
structure plus ou moins complexe, sont composées d'un coeur (le plus couramment a base de sulfure
ou séléniure de cadmium) et d’une coquille (généralement a base de sulfure ou séléniure de zinc et/ou
cadmium) ( Figure 46). Leur surface peut étre recouverte de surfactants amphiphiles et fonctionnalisée

par des ligands de ciblage pour des applications en biologie (Figure 46).

Core — CdSe, CdS
Shell — ZnS, CdS, ZnSe
Amphiphilic surface

@  esess
Zn/cd  @S/Se

Figure 46 : Structure de Quantum Dots a base de cadmium (Cd), souffre (S), sélénium (Se) et zinc (Zn).133

La propriété la plus exploitée dans le domaine de la nanomédecine est leur fluorescence. En effet, la
longueur d’onde de la lumiére émise par un QD, apres excitation par une source lumineuse, peut étre
controlée en ajustant sa taille (Figure 47).

Quantum Dots

Figure 47 : Fluorescence des Quantum Dots en fonction de leur taille.

La fonctionnalisation de ces nanoparticules a également permis leur adressage spécifique. Par
exemple, Gao et al. ont décoré des QDs avec un anticorps spécifique des antigenes de la membrane
prostatique.'®* Ces nanoparticules ont montré un ciblage efficace dans les cellules tumorales C4-2
exprimant ces antigénes et une rapide accumulation dans la tumeur de la prostate chez la souris

(Figure 48).
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Figure 48 : Ciblage et imagerie in vivo d’une tumeur de la prostate (en rouge) chez la souris aprés injection de QDs

développés par Gao et al.1?*

Ces nanoparticules présentent donc un intérét grandissant pour l'imagerie in vivo. Cependant, le plus
gros frein a leur développement est leur toxicité.'® En effet, les QDs peuvent subir diverses
transformations : agrégation, perte de la coquille, dissolution du cadmium, production de ROS. Des
études toxicologiques ainsi que le développement de nouveaux nanocristaux « safer by design » sont

actuellement en cours.?®

2.2 Nanoparticules organiques

Les nanoparticules organiques les plus courantes sont les nanoparticules polymériques, les
dendrimeéres et les nanoparticules lipidiques. Elles sont généralement de tailles plus importantes que
les nanoparticules inorganiques (> 30 nm). De par leur structure, ces nano-objets permettent
I’encapsulation de médicaments et ainsi un meilleur contréle de leur délivrance. Ceci a notamment
permis d’améliorer de fagon significative |'efficacité thérapeutique et de limiter les effets secondaires
de médicaments déja approuvés.

Deux types de nanoparticules organiques, les nanoparticules polymériques et les dendrimeéres, sont
présentées ci-dessous. Les nanoparticules lipidiques : liposomes, nanoparticules solides, nanocapsules
lipidiques et les transporteurs lipidiques nanostructurés qui ont été utilisés au cours de cette thése
feront I'objet d’une partie plus détaillée allant de leur structure a leur intérét pour I’'encapsulation et

la vectorisation de principe actif.

2.2.1. Nanoparticules polymériques

Les nanoparticules polymériques, composées d’un ou plusieurs polymeres, synthétiques ou naturels,
sont généralement de forme sphérique et rigide.
Les premiéres nanoparticules polymériques, composées de poly-(alkyl-cyanoacrylates), ont été

développées en 1979 par Couvreur et al.'¥” Aujourd’hui, les polyméres les plus couramment utilisés
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sont des polymeéres synthétiques, en particulier le poly-(acide glycolique) (PGA), le poly-(acide lactique)
(PLA) et le copolymeére le poly- (lactide-co-glycolide) (PLGA).128 D’autres polymeéres naturels tels que le
chitosan ou l'albumine sont utilisés. Ces polyméres ont l'avantage d’étre biocompatibles et
biodégradables. Leur stabilité permet une utilisation avec un risque limité dans le domaine médical

129 ’intérét de ces nanoparticules

pour I'encapsulation de nombreuses substances thérapeutiques.
polymériques sera illustré ci-dessous a travers I'exemple de I’Abraxane®, un anticancéreux mis sur la
marché en 2006. Ce médicament est composé de nanoparticules d’albumine encapsulant le
paclitaxel®, un agent anti-tumoral utilisé en particulier contre le cancer du sein et le cancer des
ovaires.’®® Malgré son indéniable efficacité, le paclitaxel posséde de nombreux effets secondaires,
inhérents a sa nature d'agent cytotoxique. De plus, 'utilisation d'huile de ricin polyéthoxylée (CrEL)
dans sa formule commerciale (Taxol®) entraine des effets indésirables supplémentaires comme des

1 Pour s’affranchir de

réactions d'hypersensibilité aigué et des neuropathies périphériques.®
I'utilisation de cette huile, le paclitaxel® a donc été encapsulé dans des nanoparticules a base
d'albumine, commercialisées sous le nom d’Abraxane® (Figure 49a). L'albumine, la protéine la plus

abondante dans le plasma, est en effet un candidat idéal pour la conception de tels nanovecteurs.
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Figure 49 : a - Représentation schématique de paclitaxel encapsulé dans une nanoparticule d'albumine (Abraxane®) b -
Activité anti-tumorale de I’Abraxane® (30 mg/kg/d) et du Taxol® (solution injectable) (13.4 mg/kg/d) sur le modele de

xénogreffe de tumeur MX-1.132

En plus de réduire les effets secondaires dus a I'huile de ricin polyéthoxylée, I’Abraxane® possede une
activité anti-tumorale supérieure au Taxol® (Figure 49b). Ce résultat est en partie expliqué par une
interaction entre l'albumine et les récepteurs membranaires des cellules tumorales médiant
I'endocytose des nanoparticules.!

L'utilisation de nanoparticules a base de polymeéres présente donc de nombreux avantages. Cependant
la production de ces nanoparticules nécessite souvent |'utilisation d'agents réticulants toxiques.
L'élimination compléte de ces composés est difficile du fait des méthodes de purification imparfaite

de ces nano-objets.
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2.2.2. Dendrimeres

L’étymologie du mot "dendrimére" vient du grec « dendri- » (du grec dendros) faisant référence a
I'arbre et « -mére » (du grec meros) "une portion". Les dendriméres sont des macromolécules
arborescentes composées de polymeéres branchés entre eux formant une structure sphérique

tridimensionnelle (Figure 50).
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Figure 50 : Synthese de dendriméres a partir de PAMAM.

Ces nanoparticules sont composées de 3 parties :

- Un ceceur, constituant le point central permettant de moduler la forme et les propriétés de ces
assemblages

- Une cavité interne composée de séquences répétitives de polymeres (dendrons) et permettant
d’encapsuler un principe actif

- Les groupements terminaux en surface qu'il est possible de fonctionnaliser.'3*

Les dendrimeres les plus courants et utilisés aujourd'hui en biologie sont composés de
polyamidoamine (PAMAM, Figure 50). Leur taille et la possibilité de fonctionnalisation de leur surface
font des dendriméres des nano-objets prometteurs et versatiles dans le domaine de la nanomédecine.
Par exemple, le VivaGel®, commercialisé pour la premiére fois en Australie en 2019, est un médicament
contre la vaginose bactérienne, une infection par des micro-organismes. Ce dendrimere est formé a
partir d'un coeur L-lysine amide benzhydrylamine sur lequel sont greffées 4 couches successives de L-
lysine (Figure 51). Sa surface comporte ainsi 32 fonctions amines qui ont été fonctionnalisées via un

lien amide par des motifs 1- (carboxyméthoxy) naphtaléne-3,6-disulfonate(Figure 51).1%°
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Figure 51 : Structure de dendrimére & base de poly-lysine.13¢

Ce dendrimeére, mélangé a un gel (Carbopol®) est capable de recouvrir la paroi vaginale et ainsi prévient
I'adhésion de bactéries ou de virus. Il est également en cours d'étude pour la prévention de l'infection

par le VIH. Des études sur primates ont en effet montré un effet viruside contre celui-ci.!3>1%7

2.3 Nanoparticules lipidiques

Les nanoparticules lipidiques sont, comme leur nom l'indique, des nanoparticules a base de lipides.

Les lipides sont une famille de composés comprenant les graisses (acides gras), cires, ou
phospholipides. Ils sont composés d'une ou plusieurs chaines carbonées de longueur variables portant
a leur extrémité un groupement polaire. A température ambiante, les lipides peuvent se présenter
sous forme solide (cires) ou liquide (huiles). L'avantage de I'utilisation de lipides pour la conception de
nanoparticules est leur biocompatibilité et leur faible toxicité. En effet, les lipides sont présents en
grandes quantité dans |'organisme et en particulier au niveau des membranes cellulaires ("bicouche
lipidique"). De plus, une des fonctions principales des lipides est le stockage d'énergie sous forme
d'acide gras dans les adipocytes. Les lipides sont donc largement reconnus et tolérés par |'organisme,
permettant aux nanoparticules lipidiques de bénéficier d'un temps de circulation dans I'organisme
accru par rapport aux autres nanoparticules décrites précédemment. Les nanoparticules lipidiques
sont constituées d’'un coeur pouvant accueillir des molécules actives et d’une couronne pouvant
apporter de nouvelles fonctions, notamment de stabilit¢ en milieu biologique ou d’adressage

spécifique.

Les nanoparticules lipidiques peuvent étre formulées en milieu aqueux, des tensioactifs sont alors

utilisés afin de stabiliser leur dispersion. Ces composés sont des molécules amphiphiles, possédant une
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téte hydrophile et une queue hydrophobe. Leur nature et la quantité utilisée permettent de controler
des parametres tels que la taille et la stabilité des particules. De plus, ces nanoparticules possedent
des capacités de chargement accrues par rapport notamment aux nanoparticules polymériques et
dendrimeéres ; ceci grace au grand volume qu’offre leur coeur. Ces nanoparticules peuvent également

étre fonctionnalisées par des surfactants PEGylés ; couramment des stéarates de PEGju00 qui leur

138 139

conferent une meilleur stabilité colloidale™*®, un temps de circulation plus long™” et une augmentation
de la biocompatibilité et de la biodisponibilité.*4°

Ces propriétés prometteuses ont conduit a la conception d’une large gamme de nanoparticules
lipidiques : liposomes, nanoparticules solides (SLN), nanocapsules lipidiques ou transporteurs

lipidiques nanostructurés (NLC) pour la vectorisation d'agents thérapeutiques ou d'imagerie.
2.3.1. Les Liposomes

Les liposomes sont les premieres nanoparticules utilisées en nanomédecine. lls ont été introduits en
1965 et le nombre de publications dont elles font I’objet n’a cessé d'augmenter depuis les années

70 (Figure 52).
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Figure 52 : Evolution du nombre de publications contenant le terme "Liposome" (référence Scopus).

2.3.1.(a) Composition & Structure

Les liposomes sont constitués d’un coeur aqueux entouré d’une bicouche lipidique généralement

composée de phospholipides et de stérols (Figure 53).
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Bi-couche lipidique

Ceceur hydrophile

Figure 53 : Structure et composition d'un liposome.

Alors que les phospholipides servent a former la bicouche lipidique, les stérols, généralement le
cholestérol, permettent de moduler sa stabilité, sa rigidité, son épaisseur et sa fluidité.?*? La simplicité
de ces systemes leur confére une grande versatilité (nature et quantité des lipides utilisés). Il est ainsi
possible de formuler des liposomes de 10 nm jusqu’a plusieurs microns tout en modulant leur potentiel
de surface ou encore leur perméabilité.

En plus des caractéristiques liées a la composition lipidique, I'avantage majeur des liposomes est la
large gamme de composés qu’il est possible d’encapsuler. En effet, les molécules hydrophiles peuvent
étre encapsulées dans leur coeur aqueux alors que les composés hydrophobes peuvent étre encapsulés
dans la bicouche lipidique. Il existe aujourd'hui un grand nombre de liposomes reportés dans la
143,144’

littérature pour I'encapsulation de différents agents thérapeutiques tels que des anti-cancéreux

des antibiotiques,'* des anti-inflammatoire,*® des anesthésiques...2*’

2.3.1.(b) Formulation

Il existe plusieurs méthodes permettant de préparer des liposomes.**® Ces méthodes reposent toutes
sur la dispersion de lipides en milieu aqueux apres élimination d’un solvant organique.
A petite échelle, la majorité des liposomes sont formulés par une méthode mécanique de dispersion

des fluides et plus précisément, par hydratation du film lipidique (Figure 54).
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Figure 54 : Formation de liposome par hydratation de film lipidique.

Les phospholipides et stérols sont dissouts dans un, ou un mélange, de solvants organiques.
L’évaporation du ou des solvants permet la formation d’un film lipidique, hydraté par ajout de la phase
aqueuse. La drogue, dépendamment de sa solubilité, peut étre ajoutée a la phase lipidique ou aqueuse.
Un controle constant de la température lors de cette étape permet la formation de liposomes.

Cette méthode, simple et rapide, présente cependant plusieurs inconvénients, notamment des taux
d’encapsulation faibles et une distribution de taille trés hétérogéne.*! |l est donc nécessaire de coupler
cette méthode avec des méthodes d’homogénéisation et de réduction de taille par sonication,
extrusion ou microfluidisation. En plus de cette large distribution de taille et du faible taux
d’encapsulation, les formulations ainsi obtenues ont une faible stabilité lors du stockage.
L'incorporation d'une molécule d'intérét dans la bicouche de phospholipides peut également
déstabiliser ces nanoparticules et occasionner la libération rapide du composé in vivo.

Pour gagner en stabilité, des liposomes de 28™¢ génération, fonctionnalisés par des surfactants PEGylés
(polyéthyléne glycol) ont permis d’améliorer significativement leur temps de conservation ainsi que

leur temps de circulation in vivo.

2.3.1.(c) Exemple de liposome mis sur le marché

La doxorubicine est un agent anti-cancéreux étudié et utilisé depuis les années 70. En plus d'agir au
niveau du cycle cellulaire, la doxorubicine augmente la production d’espéces réactives de I'oxygene
entrainant la mort cellulaire programmée (apoptose). Comme toute chimiothérapie, la doxorubicine
présente de nombreux effets secondaires : suppression des cellules hématopoiétiques, nausées,
vomissements, alopécie. L'un des plus sérieux et dangereux a long terme est la cardiomyopathie

irréversible.’*® Afin d'atténuer ces effets indésirables, des formulations liposomales encapsulant la
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doxorubicine et fonctionnalisées par des surfactants PEGylés, ont été développées et commercialisées

sous le nom de DOXIL® (Figure 55).

Surface recouverte de chaines
de polyéthylene glycol

Bi-couche composée de
phosphatidylcholine et
cholesterol

Figure 55 : Représentation schématique de liposomes PEGylés chargés en doxorubicine (DOXIL®).

Alors que la doxorubicine seule a un temps de demi-vie de 10 minutes, la concentration sanguine du
DOXIL® diminue de moitié aprés 74 h.1>% Cette rétention plus longue facilite leur absorption par les
tissus tumoraux grace a l'effet EPR (Enhanced Permeability and Retention). Ainsi la concentration en
doxorubicine a I'intérieur de ces cellules est 10 fois supérieure 3 celle des tissus sains voisins.'™ La
concentration plasmatique est également réduite. Ces formulations contenant la doxorubicine ont

permis d'augmenter son activité thérapeutique et de limiter ses effets secondaires.

2.3.2. Nanoparticules Lipidiques Solides (SLN)

Les nanoparticules lipidiques solides (SLN) ont été développées dans les années 90 par les groupes de
Muller!>? et Gasco!*3. Comme leur nom I'indique, ces nanoparticules sont composées de lipides solides
a température ambiante. Les SLN présentent, grace a leur composition et leur structure, de nombreux

154,155

avantages pour I'encapsulation d'agents thérapeutiques ou d'agents d'imagerie.*>®

2.3.2.(a) Composition & Structure

Les SLN sont composées de phospholipides et de triglycérides ou acides gras. Les phospholipides sont
généralement de I'acide phosphatidique, la phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthanolamine
(PE) ou la phospatidylsérine. La lécithine est la forme de phospholipides la plus utilisée a ce jour et est
formée de PC et PE majoritairement. Ces phospholipides sont utilisés en tant que surfactants afin de
stabiliser les nanoparticules lipidiques.*®’

Les triglycérides et acides gras entrant dans la composition des SLN sont sous forme solide. lls sont a

I’état cristallin dans le cceur des nanoparticules conférant a ces particules une trés grande stabilité.
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Le coeur des SLN étant trés structuré, peu d'espace est disponible pour l'incorporation de molécules et

le taux de charge de composé d'intérét est limité (principe actif par exemple) (Figure 56).1°8

= &8 £~

- - -

Cceur lipidique trés Taux de charge Expulsion de la drogue
structuré faible pendant le stockage

Figure 56 : Schéma de la structure interne des SLN. Le cceur trés structuré ne permet par un taux de charge élevé en principe

actif. Les composés ayant réussi a étre encapsulés ne resteront pas de maniere durable dans le cceur des SLN.

De plus, la rigidité de la structure interne des SLN tend a expulser le composé encapsulé pendant leur

stockage.’®

2.3.2.(b) Formulation

Comme les liposomes, les méthodes utilisées pour I'obtention des SLN sont nombreuses et ont été
largement décrites dans la littérature®°-162 ;

- sonication / homogénéisation a grande vitesse

- homogénéisation a haute pression

- homogénéisation a chaud

- émulsification par évaporation du solvant.
Le principe de ces méthodes repose sur I'apport ou non d’énergie. Cependant pour toutes, la stratégie
est identique : une nanoémulsion est obtenue a partir d’un mélange eau/huile a une température

supérieure a la température de fusion du lipide. Une étape de cristallisation du lipide est ensuite

nécessaire afin d’obtenir des nanoparticules lipidiques solides a température ambiante (Figure 57).
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Figure 57 : Principe de préparation de nanoparticules lipidiques solides (SLN).

Le principal inconvénient des SLN est la quantité relativement faible de principe actif qu'il est possible

d'encapsuler, majoritairement d(i a la structure et I’état polymorphique du cceur lipidique.

2.3.2.(c) Exemple de SLN en cours de développement

Suite aux problemes d'instabilité et de libération rapide de certaines drogues lorsque vectorisées par

des liposomes, de nombreux anti-cancéreux!63-16¢

ont été encapsulés dans les SLN afin d'améliorer les
propriétés pharmacocinétiques de ces drogues.

C'est le cas notamment de la doxorubicine, décrite précédemment (Cf Ch 1.2.3.1).1% Dans cette étude,
Kang et al. ont développé des SLN chargées en doxorubicine (SLN-Dox). Ces nanoparticules ont été
incubées avec des cellules tumorales MCF-7/ADR, un modéle cellulaire connu pour sa résistance au

traitement de la doxorubicine. Les résultats de viabilité cellulaire sont présentés Figure 58.
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Figure 58 : Viabilité des cellules MICF-7/ADR incubées avec la doxorubicine (Dox) ou des SLN chargée en doxorubicine (SLN-

Dox). La viabilité est déterminée par le test au cristal violet 24 h aprés exposition.16¢

La comparaison des résultats de viabilité des différents composés testés a permis de mettre en
évidence une activité cytotoxique trés largement accrue pour la doxorubicine encapsulée dans les SLN.
D'apres les auteurs, cette nette amélioration est due a une meilleure accumulation de la drogue a
I'intérieur des cellules cancéreuses. L'encapsulation de la drogue dans des SLN a donc permis

I'apoptose de cellules résistantes a la doxorubicine.

2.3.3. Nanocapsules lipidiques

Les nanocapsules lipidiques ont été introduites au début des années 2 000 par Heurtault et /157168
pour leur capacité a encapsuler une grande quantité de principe actif. Contrairement aux SLN, ces
nanoparticules possédent un cceur lipidique liquide. Des tensioactifs hydrophiles et hydrophobes

permettent la formation et la stabilisation des nanocapsules.

2.3.3.(a) Composition & Structure

Les lipides liquides utilisés dans le coeur sont généralement des mélanges de triglycérides d’acides gras
de longueur moyenne (C8 caprylique et C10 caprique). Les tensioactifs hydrophobes sont la lécithine
(comme pour les SLN) avec en plus I'ajout de co-surfactants hydrophiles : des surfactants PEGylés (le
2-hydroxystéarate polyéthyléne glycol ; HSPEG par exemple). Ces nanoparticules ont donc un cceur
liquide et une coquille tres rigide. Cette rigidité est permise grace aux phospholipides mais également
au HSPEG qui posséde des chaines courtes de 660 g/mol et est présent en grande quantité.'® De plus,
le recouvrement de la surface par ces chaines PEGylées permet de rendre les nanocapsules furtives

dans la circulation sanguine (Figure 59).

Polymere lipophile Surfactant -
(HSPEG) phospholipides

Surfactant
PEGylé

Figure 59 : Structure des nanocapsules lipidiques.
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Leur cceur liquide accorde aux nanocapsules une grande capacité de chargement et les surfactants
PEGylés présents en grande quantité permettent une trés grande stabilité colloidale aux nanocapsules

(< 18 mois).*®”

2.3.3.(b) Formulation
Les nanocapsules lipidiques sont formulées selon un procédé d'inversion de phase (huile/eau). Les
différents ingrédients (lipidiques et aqueux) sont mélangés et soumis a différents cycles de

température allant de 90°C 3 35°C (selon le protocole Heurtault et al). 17 Les nanocapsules sont ensuite

trempées dans I'eau froide afin de stabiliser la suspension colloidale (Figure 60).
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Figure 60 : Processus de préparation des nanocapsules lipidiques.

Grace a cette méthode de formulation, de nombreux principes actifs ont pu étre encapsulés dans les

nanocapsules : ibuproféne,'’? paclitaxel,’* étoposide!’? ainsi que des molécules fluorescentes.'’®
2.3.3.(c) Exemple de nanocapsules en cours de développement

La thérapie génique a aujourd'hui pour objectif le développement de vecteurs capables de délivrer de
maniere spécifique des acides nucléiques a des cellules cibles. Dans le cadre d'une étude sur la
transfection de géne par Morille et al.,'’* les hépatocytes ont été choisis comme cible afin de sécréter

une protéine modéle : la luciférase.
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Des nanocapsules lipidiques, chargées en ADN, ont donc été développées par Morille et al. Y% La
fonctionnalisation de la surface des nanocapsules, nécessaire au ciblage spécifique des récepteurs
ASGPR présents a la surface des cellules du foie, a ensuite été effectuée par la méthode de post-
insertion. Pour cela, les nanocapsules chargée en ADN ont été co-incubées avec différents surfactants

galactosylés : le DSPE-PEG3000-Gal et le F108-Gal (Figure 61).

(~  Polymer galactosylation DNA LNC formulation
DOTAPIDOPE-
? + _%\Fm&gﬂ pCMVIucllpophxss
= \\DSPE;-PEG-gal
\_ + J DNALNC
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Figure 61 : Structure des nanocapsules lipidiques fonctionnalisées développées par Morille et al.7*

Ces nanocapsules ont un diamétre de 130 — 140 nm. L'efficacité de transfection a ensuite été évaluée

sur hépatocytes primaires(Figure 62).
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Figure 62 : Résultats d'expression de la luciférase apreés transfection de plasmide encapsulé dans des nanocapsules

lipidiques.17#

Ces résultats montrent une faible internalisation dans les hépatocytes pour les nanocapsules
fonctionnalisées par le DSPE-PEGypp0-Gal et une meilleure internalisation pour les F108-Gal. En
revanche, une excellente capacité de transfection est observée pour les nanocapsules chargées en
ADN "nues" (DNA-LNC). Les nanocapsules ont donc un potentiel pour la délivrance de géne dans le

cadre de thérapie génique.
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2.3.4. Transporteurs lipidiques nanostructurés

Les premiers transporteurs lipidiques nanostructurés (en anglais Nanostructured Lipid Carriers, NLC)
ont été développés par Muller et al. en 2002'7> pour répondre aux limitations des autres systémes
lipidiques notamment la stabilité, le faible taux d’encapsulation et les problématiques de relargage des

principes actifs lors du stockage.

2.3.4.(a) Composition & Structure

De par leur composition et leur structure, les transporteurs lipidiques nanostructurés (NLC) sont des
nanoparticules 8 mi-chemin entre les SLN et les nanocapsules lipidiques.t’® Leur cceur est composé
d'un mélange de lipides solides et de lipides liquides (huiles). Leur surface est recouverte de surfactants
(souvent des phospholipides) ainsi que de co-surfactants (généralement des surfactants PEGylés'3®),
Une liste de lipides et surfactants utilisés dans le cadre de la fabrication de NLC a été établie par Kaur

et al.l’’ et est présentée Tableau 1.

Ingrédients Composés

Lipides solides Tristearin, acide stéarique, cétyle palmitate, cholesterol, Precirol® ATO 5,
Compritol® 888 ATO, Dynasan®116, Dynasan® 118, Softisan® 154, Cutina® CP,

Imwitor® 900 P, Geleol®, Gelot® 64, Emulcire® 61

Lipides liquides Chaines moyennes de triglycérides, huile de paraffine, 2-octyl dodecanol, acide
oléique, squalene, isopropyl myristate, vitamine E, Miglyol® 812, Transcutol®

HP, Labrafil Lipofile® WL 1349, Labrafac® PG, Lauroglycol® FCC, Capryol® 90

Surfactants hydrophiles Pluronic® F68 (poloxamer 188), Pluronic® F127 (poloxamer 407), Tween 20,
Tween 40, Tween 80, alcool polyvinyle, Solutol® HS15, tréhalose, déoxycholate
de sodium, glycocholate de sodium, oléate de sodium, polyglycerol methyl

glucose distearate

Surfactants lipophiles Myverol® 18-04K, Span 20, Span 40, Span 60

Surfactants amphiphiles Lécithine d'oeuf, lécithine de soja, phosphatidylcholines, phosphatidyl

éthanolamines, Gelucire® 50/13

Tableau 1 : Exemples d'ingrédients utilisés pour la préparation de NLC.*77

Le diamétre des NLC, généralement entre 30 a 200 nm, est modulable suivant la quantité de
surfactants et le ratio de surfactants/lipides investis dans la formulation.’® De par le mélange lipides
solides atempérature ambiante et huile (liquide a température ambiante) utilisé lors de la formulation,

le coeur des NLC n'est ni cristallin ni liquide mais plus ou moins « visqueux ». Cette viscosité est
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modulable en fonction du ratio huile/cire utilisé. Dépendamment de la nature des lipides et de la
méthode de fabrication, la matrice obtenue peut étre un cristal imparfait, de type amorphe ou de type

multiple (la matrice lipidique solide contient des nanocompartiments d'huile liquide) (Figure 63).
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Figure 63 : Structure des différents types de cceurs lipidiques des NLC : cristal imparfait, type amorphe et type multiple.

Les NLC ont donc les avantages liés aux nanoparticules lipidiques (biocompatibilité, délivrance
controblée...) mais également les propriétés liées aux nanoparticules furtives : stabilité et temps de
circulation long. La structure du cceur lipidique offre une grand stabilité, un taux de chargement élevé

et permet de limiter les problémes liés a I'expulsion de la drogue.”®

2.3.4.(b) Formulation

Selon Muller et al.'’®, la formulation des NLC de type cristal imparfait ou de type amorphe peut étre
effectuée a partir du processus de fabrication des SLN.

Pour obtenir des NLC avec un cristal imparfait, il est nécessaire d'utiliser différents composés lipidiques
afin de construire cette structure imparfaite. Le processus de formulation reste cependant le méme
que pour les SLN (Figure 57).

Pour obtenir des NLC de type amorphe, I'étape de cristallisation, nécessaire a la formation de SLN, est
supprimée. La matrice lipidique obtenue est donc solide mais pas cristalline.

Aujourd'hui, de nombreuses techniques ont été développées afin de produire des NLC.1”” La méthode
est choisie en fonction de la solubilité et la stabilité de la drogue a encapsuler. Il est également
nécessaire qu'elle soit compatible avec la matrice lipidique utilisée. Les techniques les plus utilisées
(notamment pour la production a grande échelle) sont I'hnomogénéisation a haute pression (a chaud

ou a froid) ainsi que la microémulsion (Figure 64).18°
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Figure 64 : Différents types d'homogénéisations pour la préparation de NLC : a chaud, a froid et la microémulsion.18°

Il existe cependant beaucoup d'autres méthodes de fabrication :

- emulsification — évaporation du solvant

- emulsification — diffusion du solvant

- injection de solvant

- température d'inversion de phase

- ultrasonication

Cette derniere méthode, sera détaillée par la suite.

2.3.4.(c)

Exemple de NLC en cours de développement

Des NLC chargées ont été développées pour une application topique (a la surface de la peau) dans le

cadre de traitements contre les troubles musculo-squelettiques.®! Ces troubles sont par exemple de

la polyarthrite rhumatoide, I'arthrose et la spondylarthrite ankylosante et peuvent étre traités par

Naproxen (NAP) et Ketoprofen (KET). Ces traitements ne traversent pas les différentes couches de la

peau et ont donc été encapsulés dans les NLC.
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Ces nanoparticules ont été préparées par la technique d'ultrasonication et d'homogénéisation a chaud
avec ajout, dans la phase lipidique, de 80 mg de KET ou NAP (1,4 % w/w du contenu total en lipides).

Les résultats d'encapsulation sont présentés Tableau 2.

Sample Preparation method Mean particle size +5.D. (nm) Drug content (%)
KET loaded NLC uUs 335.1 £ 129 1.12
KET loaded NLC HPH 215.7 £ 89.9 0.66
NAP loaded NLC uUs 380.0 £ 13.6 1.25
NAP loaded NLC HPH 404.2 £ 499 1.39

Tableau 2 : Efficacité d'encapsulation des drogues ketoprofen et naproxen dans les NLC par la technique d'homogénéisation

d chaud (HPH) et d'ultrasonication (US).181

L'effet anti-inflammatoire des NLC et drogues seules a été évalué sur I'Homme. Pour cela, les différents
composés sont appliqués sur la peau puis des érythemes (rougeurs de la peau) sont induits par
exposition aux UVB. La mesure de I'étendue de I'érytheme par spectrométrie de réflectance permet
d'évaluer la capacité des composés a protéger la peau. Le pourcentage d'inhibition de I'érythéme est

ainsi mesuré (Figure 65).
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Figure 65 : Pourcentage d'inhibition de I'érytheme par différentes formulations topiques contenant KET ou NAP.181

Il apparait ici que les NLC chargées en drogue ont un effet réduit 1h apres application des particules
par rapport a la drogue seule. Cet effet s'inverse ensuite a partir de 3h. Ce comportement des drogues
libres s'explique en partie par la grande quantité de drogue présente au bout d'1h dans la peau. Les
UVB ne pénétrant que les couches supérieures de la peau, la concentration en drogue est a ce moment
suffisante pour inhiber la formation d'érytheme. Cet effet disparait ensuite rapidement. Les NLC en
revanche montrent un effet d'inhibition prolongé, pouvant s'expliquer par une délivrance prolongée
des drogues et une accumulation dans la peau. Ces nanoparticules sont donc également des vecteurs

de choix pour des applications topiques.
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2.3.5. Résumé

dans le tableau ci-dessous (Tableau 3) :

NANOMEDECINE & NANOPARTICULES

Les avantages et les inconvénients de chacun de ces systemes a base de nanoparticules sont reportés

Avantages des liposomes

Inconvénients des liposomes

Biocompatibilité, biodégradabilité, non-immunogene

Diminution de la toxicité de la drogue

Possibilité de fonctionnalisation pour un ciblage actif

Formulations polydisperses

Faible stabilité pendant le stockage

Demi-vie courte dans la circulation sanguine
Faible taux d'encapsulation
Libération de la drogue rapide

Cout de production élevé

Avantages des SLN

Inconvénients des SLN

Biocompatibilité, biodégradabilité, non-immunogéne
Diminution de la toxicité de la drogue

Possibilité de fonctionnalisation pour un ciblage actif

Grande stabilité

Formulation sans solvant organique

Faible taux d'encapsulation
Expulsion de la drogue pendant le stockage

Echantillons trés dilués

Avantages des nanocapsules

Inconvénients des nanocapsules

Biocompatibilité, biodégradabilité, non-immunogéne
Diminution de la toxicité de la drogue

Possibilité de fonctionnalisation pour un ciblage actif
Grande stabilité

Formulation sans solvant organique

Coeur huileux pour I'encapsulation de composés lipophiles

Encapsulation de composés lipidiques liquides a

TA ou totalement solubles dans I'huile

Avantages des NLC

Inconvénients des NLC

Biocompatibilité, biodégradabilité, non-immunogéne

Diminution de la toxicité de la drogue

Possibilité de fonctionnalisation pour un ciblage actif
Grande stabilité

Formulation sans solvant organique

Adapté uniquement aux molécules lipophiles

Caractérisation difficile due a la composition

complexe du cceur lipidique

Coeur amorphe pour I'encapsulation de composés lipophiles

Tableau 3 : Avantages et inconvénients des différentes nanoparticules lipidiques : liposomes, SLN, nanocapsules et NLC.
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Les NLC possédent donc les avantages des SLN et nanocapsules lipidiques combinées, plus
particulierement des stabilités élevées, des taux d’encapsulation importants et un meilleur contréle
du relargage prolongé des principes actifs. Ces nanoparticules sont donc des candidats de choix pour

la vectorisation de principe actif et ont fait I'objet de nombreuses études au DTBS.

3. Travaux antérieurs au laboratoire DTBS sur les NLC

Depuis plusieurs années, le laboratoire DTBS s’intéresse a la conception de nanoparticules lipidiques
de cceur amorphe appelées Lipidots® pour des applications médicales variées, allant de I'imagerie de
fluorescence a la délivrance d’anticancéreux, ainsi qu’au développement de vaccins. Ces NLC sont
constituées d'un coeur lipidique composé d'un mélange de lipides liquides et solides, stabilisé par une
couche de surfactants. La totalité des ingrédients commerciaux engagés lors de leur formulation sont
non toxiques, biocompatibles et approuvés par la FDA (Food and Drug Administration) ou la EMA
(European Medicines Agency). Leur production par émulsification en utilisant les ultrasons permet une
faible dispersion en taille (< 20 %) des formulations (a I'échelle du mL). L'homogénéisation a haute
pression (HPH) est utilisée pour une montée en échelle de la production des nanoparticules
(production de I'ordre du litre dans le laboratoire DTBS). De plus, ces nanoparticules sont également
extrémement stables (> 12 mois, contréle de taille et PDI) et permettent la libération prolongée de

principe actif.

3.1 Composition, formulation & structure

Les Lipidots® sont composés de (Figure 66) :
- Suppocire NC™, un mélange de mono, di ou triglycérides saturés avec des chaines aliphatiques
allant de C8 a C16.
- Huile de soja « super raffinée » contenant des triglycérides saturés et insaturés avec des
chaines acyles de C16 a C18.
- Lécithine, une combinaison d’acides gras et de phospholipides : phosphatidylethanolamine et
phosphatidylcholine (surfactants lipophiles).
- Myrj™ S40, un mélange de PEG-OH, stéarate de PEG et palmitate de PEG (surfactants
hydrophiles).3®
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Figure 66 : Représentation schématique des NLC. Structure moléculaire des composés formant le cceur et la membrane des

NLC.138

Généralement, leur taille varie de 30 a 120 nm et est modulable en ajustant les proportions
d’ingrédients investies dans la formulation.}’® De par la nature des ingrédients qui le constitue
(Suppocire et huile de soja), le cceur de ces nanoparticules est amorphe et de viscosité variable en
fonction du ratio huile/cire utilisé.*3®

Dans ce travail, les NLC ont été formulées par la technique d'ultrasonication (Figure 67). Le mélange
de lipides est ajouté a la phase aqueuse contenant les surfactants PEGylés. Le mélange est placé au
niveau d'un sonotrode qui va permettre le cisaillement de la phase lipidique dans la phase aqueuse.

Des cycles de sonications sont effectués jusqu'a stabilisation (taille et PDI) de la suspension colloidale.

Phase aqueuse | Mélangedes N
deux phases g//\\ Sonication
8 -
-
/ N
\
€ _3
Phase lipidique
45°C

Figure 67 : Formulation des NLC par ultrasonication.
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3.2 Encapsulation

Ces nanoparticules ont été congues a |'origine pour I'encapsulation de fluorophores lipophiles pour
I'imagerie de fluorescence in vivo de tumeurs pour I'assistance a la chirurgie.
Dans un premier temps, des NLC chargées en fluorophores lipophiles a base de cyanine (DiD, Dil, DiO,

DiR) ont été développés (Figure 68).182183

DiD
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Figure 68 : Structure des fluorophores utilisées pour le chargement de NLC (DiD, Dil, DiO, DiR).

Les chaines lipophiles en C18 présentes sur ces fluorophores ont permis leur encapsulation de maniéere
trés efficace, avec un taux d'encapsulation moyen de 94 %. De plus, le chargement n’affecte ni la taille
des particules, ni leur stabilité qui reste supérieure a 12 mois. Les spectres d'absorption et d'émission
de ces fluorophores ne sont pas modifiés suite a leur encapsulation.®? Contrairement aux fluorophores
seuls, les taux de photoblanchiment sont trés faibles (2 % & 3% pour une illumination de 1h).'® Suite
a ces excellents résultats, un autre fluorophore, le IR780 modifié par des chaines en C18 afin de le
rendre lipophile (Figure 69), a été encapsulé de la méme maniére dans les Lipidots®. Le taux
d'encapsulation pour ce composé est d'environ 80 % et la stabilité supérieure a 6 mois. Ce nouvel agent

de nano-imagerie, nommé Liplmage™, a été publié en 2013.18*
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Ajout de chaines
lipophiles (C18)

Figure 69 : Modification du fluorophore IR780 par I'ajout de chaines C18 afin de le rendre lipophile et permettre son

encapsulation dans les NLC.

Ces résultats soulignent la capacité des NLC a encapsuler de maniere tres efficace des molécules
lipophiles en conservant une bonne stabilité. De plus, ils suggerent que la lipophilie des composés

encapsulés peut étre modulée par I'ajout de chaines alkyles de longueur adaptée.

3.3 Biodistribution

De précédentes études de biodistribution ont également été effectuées au laboratoire DTBS.18>718

Pour cela, des NLC chargées avec un fluorophore (le DiD) et contenant |'oléate de cholesterol marqué
14 7 7 . . ’ \ . ’ ey . . ’

au *“*C ont été injectées dans un modeéle murin. La répartition des nanoparticules dans les différents

organes a ainsi pu étre établie en mesurant les intensités de fluorescence et la radioactivité. Elles ont

permis de mettre en avant les organes de prédilection pour lI'accumulation de ces nanoparticules, a

savoir le foie, les ovaires et les glandes surrénales (Figure 70).
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Figure 70 : Accumulation de DiD et [**C]JCHO apreés injection en intra-veineuse de nanoparticules chargées en DiD et

[*#C]JCHO 4C]CHO dans des souris femelle FVB.185
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La dose maximale en DiD retrouvée dans les ovaires était 30 % de la dose injectée / g de tissu, pour les
surrénales 30 % et pour le foie 20 %, 48 h apres injection.

Contrairement aux nanoparticules artificielles communes (liposomes,® nanoparticules
polymeériques,'®® ou nanoparticules d'or'®!), ces NLC s'accumulent dans le foie mais ne sont pas
présents dans la rate. Cette biodistribution est proche de celle observée avec les lipoprotéines.'* La
composition lipidique des NLC semble leur conférer un comportement proche de ces nanostructures
naturellement présentes dans |'organisme. Cette hypothese est renforcée par I'étude de Mérian et
al.® ou I'accumulation de NLC dans les ovaires et les surrénales est une conséquence de la
composition lipidique des nanoparticules. L'hypothése émise alors est que les NLC seraient
transformées dans la circulation sanguine en particules de type "Very Low Density Lipoprotein" (VLDL).
Elles seraient ensuite reconnues par les récepteurs aux lipoprotéines surexprimés dans les glandes
surrénales et le foie.’®® Ces hypothéses mécanistiques doivent cependant étre confirmées mais
suggerent une accumulation médiée par la composition lipidique des NLC.

Dans le cas de notre projet, la métabolisation de ces nanoparticules par le foie est donc encourageante

pour la vectorisation de nos chélateurs de cuivre vers cet organe.

3.4 Toxicité

Les nanoparticules lipidiques sont connues pour leur faible toxicité, 10 fois inférieure a celle des

nanoparticules polymériques.’® Pour appuyer ces résultats, des essais de toxicité ont précédemment

été effectués in vitro et in vivo.'83184

Sur la lignée cellulaire de fibroblastes (3T3), ces tests ont montré la faible toxicité des NLC avec une

IC50 supérieure a 1 000 pg/mL de lipides (Figure 71).184187
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Figure 71 : Cytotoxicité des NLC sur lignée de fibroblastes NIH/3T3 apres exposition de 24h suite au marquage des cellules en

apoptose (annexinV-FITC) et des cellules en nécrose (iodure de propidium).18’

Les études effectuées sur le modele murin apreés injection de 150 mg/kg de NLC n'ont montré aucun
signe de toxicité. Tous les animaux ont survécu au moins 6 semaines apres l'administration des

nanoparticules et n'ont montré aucun signe d'une potentielle toxicité.'®1% Des études sur modéle
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canin, dans le cadre de la chirurgie assistée par fluorescence en présence de nanoparticules
fluorescentes, n'ont révélé aucun effet lié a l'injection de nanoparticules. Aucun signe
d'hypersensibilité ou de douleur n’a été observé. De plus, aucune perte de poids, d'appétit ou aucun
comportement anormal n’a été mis en évidence chez ces animaux dans les jours suivants
I'opération.®®

Ces nanoparticules présentent donc une faible toxicité, compatible avec le développement de

nouvelles solutions thérapeutiques notamment dans la cadre de la maladie de Wilson.

3.5 Fonctionnalisation

3.5.1. Fonctionnalisation par un anti-gene

Dans le cadre de la lutte contre le SIDA, des NLC décorées a leur surface par I'antigene p24 ont été

198199 ot est un

congus.'® Cette protéine p24 est la cible de nombreuses études immunologiques
candidat intéressant pour le développement de vaccin a base de NLC.

Pour lier ces antigénes, des fonctions maléimides permettant un couplage avec un thiol, ont été dans
un premier temps introduites a la surface des NLC. Pour cela, un surfactant PEG-maléimide a été utilisé
lors de la formulation. Ensuite, I'antigene p24 sur lequel des fonctions thiol ont été introduites (p24-
SH) a pu réagir de maniere spécifique avec les fonctions maléimides en surface (Figure 72). Cette
stratégie "post-synthése" a permis d’accéder a des NLC fonctionnalisées a raison de 50 protéines p24
par particule (NLC-p24).

Fonctionnalisation de la p24

1) 2-iminothiolane

2) fluorescéine-NHS

o

Figure 72 : Greffage de la protéine p24 a la surface des NLC par réaction spécifique thiol-maléimide. La p24, marquée par un
fluorophore (fluorescéine) est modifiée par greffage d'un thiol a I'aide du 2-iminothiolane ; les fonctions amine sont

converties en thiols.187
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De plus, il est connu que l'ajout d'adjuvant (tel que le CpG, répétitions de cytosine-guanine non
méthylés) dans les formulations vaccinales permet une stimulation de la réponse immunitaire.?%° Afin
d'obtenir une réponse immunitaire maximale, le motif CpG (chargé négativement) a été greffé a la
surface de NLC cationiques par interaction électrostatique (NLC-CpG).

Un mélange de ces nanoparticules NLC-p24 et NLC-CpG , p24 seul, ou adjuvant CpG seul, ont été co-
injectés chez le macaque afin d'évaluer la réponse immunitaire au travers de la quantité d'anticorps

anti-p24 produite (Figure 73).
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Figure 73 : Réponses immunitaires chez le macaque (n=4) suite a 4 immunisations intradermales avec des formulations en
NLC contenant un équivalent de 64 ug p24 et 253 ug CpG. Chaque macaque est représenté par un cercle, triangle, carré ou
diamant. Les tirets représentent la moyenne pour chaque groupe, et les barres indiquent I'erreur standard a la moyenne. Les

fléches sous I'axe des abscisses indiquent les imnmunisations.'®”

La quantité d'anticorps anti-p24 produite suite a la co-injection NLC-p24 + CpG n'est pas
significativement différente du p24 + CpG. En revanche, |'utilisation des deux nano-formulations NLC-

p24 et NLC-CpG augmente significativement la quantité d'anticorps produite.

3.5.2. Fonctionnalisation par un peptide cyclique (cRGD)

Dans le domaine de la lutte contre le cancer, les NLC ont été fonctionnalisées par des peptides
cycliques RGD (cRGD) connus pour cibler les intégrines avB3.1882%! Ces intégrines sont des récepteurs
surexprimés au niveau des vaisseaux formés pendant le développement de la tumeur ce qui en fait des
candidats pertinents pour la délivrance d’agent anticancéreux ou d’imagerie des tumeurs.

Les NLC ont été fonctionnalisées par la stratégie de "post-synthése" grace, dans un premier temps, a
|'ajout de surfactants PEG-maléimide. Apres formulation des NLC-maléimide, le peptide cRGD est
ensuite ajouté a la solution de nanoparticules. Grace au lien spécifique thiol-maléimide, les NLC-cRGD

ont été formés.®®
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La fonctionnalisation de nanoparticules combinée au chargement avec un fluorophore (DiD) ont ainsi
permis I'étude de la distribution de ces particules ciblées chez le modéle murin xenogreffé. Les
résultats présentés Figure 74 reportent les intensités de fluorescence aprés injection de NLC-cRGD (A),
NLC-RAD (B ; RAD un peptide non reconnu utilisé comme contréle négatif) et NLC-OH (C ; particules

non ciblées).

Figure 74 : Injection in-vivo de NLC-cRGD (A), NLC-cRAD (B), NLC-OH (C) (10 nmol DiD, 7.1 mg de lipides dispersés dans 200
mL) sur cellules HEK293(b3) xenografted Nudemice. Les images de fluorescence sont enregistrées a différents temps aprés

injection.'88

Cette étude a mis en évidence une accumulation accrue de NLC décorées par les motifs RGD dans la

tumeur par rapport aux autres nanoparticules.

Ces différentes études soulignent I'intérét des NLC et de leur fonctionnalisation par des ligands pour
la délivrance spécifique de principes actifs médiée par une cible biologique. Elles laissent présager des
développements prometteurs pour la délivrance de chélateurs du cuivre vers le foie médié par les

récepteurs aux asialoglycoprotéines.
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Objectifs du projet de these

Dans ce chapitre introductif, nous avons vu que la maladie de Wilson est due a une accumulation de
cuivre, majoritairement dans le foie, conduisant a des dommages au niveau des tissus. Face a la faible
tolérance des patients pour les traitements actuellement utilisés, des pro-chélateurs ont été
développés précédemment au laboratoire SYMMES afin d'entrer spécifiquement dans les cellules du
foie et piéger efficacement le cuivre en exces. Ces molécules, fonctionnalisées par des résidus GalNAc,
ont montré leur efficacité au niveau cellulaire et sont a I'heure actuelle des candidats médicaments
prometteurs pour le traitement de la maladie de Wilson. Afin d'améliorer les propriétés
pharmacocinétiques du chélateur de cuivre NTA(CysNHz); 12, I'approche moléculaire précédemment
utilisée a été transposée a des nanoparticules lipidiques développées au laboratoire DTBS. Cette
stratégie permet ainsi de tirer profit des avantages innés de ces nanoparticules : biocompatibilité,

stabilité, grande capacité de chargement, libération controlée de la drogue encapsulée.

Ce projet de these s'articule donc autour de deux grands axes

- Lafonctionnalisation de nanoparticules lipidiques par des motifs GalNAc pour la délivrance
vers le foie qui fera I’objet du Chapitre Il de ce manuscrit de thése (pp 81-148)
Pour cela, les transporteurs lipidiques nanostructurés ont été formulés avec différentes
guantités de surfactants GalNAc. La quantification précise de la densité de surface en GalNAc
a été déterminée par Chromatographie Liquide a Ultra haute Performance (UPLC) couplée a
un détecteur a diffusion de lumiére (ELSD). L'internalisation de ces NLC fonctionnalisées a
ensuite été évaluée sur des cellules hépatiques par cytométrie en flux. Cette étude permettra
d’évaluer I'impact de la quantité de GalNAc sur la capacité de ces NLC a entrer dans les cellules

hépatiques

- Le chargement de NLC par des dérivés lipophiles du chélateur NTA(CysNH,); et I’étude de
leur capacité a délivrer le chélateur dans les hépatocytes (Chapitre Il pp 149-185)
Pour cela des dérivés lipophiles du chélateur NTA(CysNH;); ont été synthétisés, encapsulés
dans les NLC puis quantifiés par Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC) couplée
a un détecteur UV-Vis. L'effet protecteur du chélateur vis-a-vis de la présence de cuivre en

exces a été évalué par des expériences cellulaires.
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Fonctionnalisation de nanoparticules lipidiques par des motifs

GalNAc pour la délivrance vers le foie

Fonctionnalisation par des motifs GalNAc et quantification

1. Objectifs et démarche

L'objectif de ce projet est I'adressage de chélateurs du cuivre vers le foie via les récepteurs aux
asialoglycoprotéines (ASGPR). Comme présenté dans I'introduction (Cf Ch 1.4.2.1), ces lectines de type
C principalement et abondamment exprimées a la surface des cellules hépatiques, ont fait I'objet de
nombreuses études en tant que candidats prometteurs pour la délivrance de médicaments vers le
foie.202203 Ces récepteurs reconnaissent spécifiquement le galactose (Gal) et la N-acétyl-D-
galactosamine (GalNAc), sans distinction d’anomeérie, avec une affinité environ 50 fois plus élevée pour
ce dernier.®® Cependant I'affinité entre le récepteur et un monosaccharide reste faible. Afin
d’améliorer I'efficacité ainsi que la sélectivité du processus de reconnaissance par les ASGPR, la
stratégie « multivalence » s'est avérée prometteuse.'® Dans cette approche, plusieurs paramétres
structuraux tels que la nature, le nombre et I'orientation des monosaccharides jouent un réle clé
comme discuté dans l'introduction (Cf Ch 1.4.2.1.(b)). Ces interactions de multivalence peuvent étre
obtenues en "décorant" la surface de nanoparticules a |'aide de motifs ciblants tels que le Gal ou le
GalNAc.

Au cours de cette thése, nous avons choisi de décorer la surface de NLC par des motifs ciblants GaINAc
afin d’adresser ces nanoparticules vers le foie via les ASGPR. Cette partie est donc consacrée a la
formulation de ces nanoparticules avec des quantités variables de GalNAc. La quantification précise
des sucres permettra I'étude de I'impact de la quantité de GalNAc sur leur capacité a entrer dans les

cellules hépatiques.
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2. Formulation des NLC fonctionnalisées par des GalNAc

2.1 Stratégie

La taille des nanoparticules a une influence significative sur le processus de reconnaissance via les
ASGPR. Il est cependant difficile d'établir une taille maximale de reconnaissance. En effet, Rensen et
al. ont rapporté que les liposomes ayant une taille supérieure @ 70 nm ne peuvent étre reconnus?®*
alors que des liposomes de 220 nm décrits par Maitani et al.?%® sont internalisés dans les hépatocytes.
Ces différentes observations ne semblent pas liées a la taille des endosomes formés lors de
I'endocytose des nanoparticules médiée par les ASGPR, leur distribution de taille étant large : de 50 a
350 nm.2% || est cependant assumé que les nanoparticules de petite taille (< 100 nm) sont mieux
internalisées dans les hépatocytes. La taille des NLC peut étre ajustée en faisant varier le ratio entre
les composants de la phase lipidique et de la phase aqueuse.’® Au cours de ce projet, nous avons donc
choisi de nous focaliser sur I’étude des nanoparticules de diametre cible 50 nm. De plus, des études
préliminaires (Cfannexe 1) ont permis de confirmer la meilleure internalisation cellulaire de ces
nanoparticules en comparaison a des nanoparticules de diameétre plus élevé (120 nm).

Afin d’introduire des motifs GalNAc a la surface des nanoparticules, deux stratégies sont possibles :

- la fonctionnalisation "post-synthese" qui consiste a introduire les motifs ciblants directement sur des
fonctions réactives disponibles a la surface des nanoparticules formulées préalablement,

- et la fonctionnalisation "pré-synthese" des nanoparticules, qui consiste a introduire les motifs ciblants
sur un surfactant. Le surfactant ainsi fonctionnalisé est incorporé lors de la formulation des
nanoparticules.

La stratégie "post-synthese" est préférée pour le greffage de motifs ciblants a la surface de
nanoparticules synthétisées par une stratégie bottom-up, c’est-a-dire des nanoparticules inorganiques
ou polymériques.’3* A titre d’exemple, cette stratégie a été mise en ceuvre pour l'introduction sur des
nanoparticules d’or de motifs RGD connus pour cibler les intégrines avp33 dans les thérapies
anticancéreuses (Figure 75A). Cette stratégie est plus versatile et permet d’économiser et de préserver
les (bio)molécules complexes, couteuses, et fragiles, comme par exemple des anticorps. Cependant, la
guantification des motifs introduits a la surface des nanoparticules est plus complexe.

La fonctionnalisation "pré-syntheése" est quant a elle plutot réservée aux nanoparticules synthétisées
par auto-assemblage telles que les liposomes, les micelles ou les nanoparticules lipidiques solides.?%”
Elle permet une caractérisation précise des surfactants fonctionnalisés avant leur incorporation lors
de I'étape de formulation des nanoparticules, ainsi qu'un meilleur contréle de la quantité de motifs

ciblants incorporée. Il est cependant possible lors de cette stratégie d’occasionner une dégradation du
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ligand pendant I'étape de formulation. Cette stratégie a, a titre d’exemple, été utilisée avec succes

pour l'introduction d’aptameres liés a un cholestérol a la surface de liposomes (Figure 75B).
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Nucleolin Aptamer

Figure 75 : A titre d’exemple - A - Stratégie post-synthese : synthese de nanoparticules d'or fonctionnalisées par un motif

peptide (RGD)7 B - Stratégie pré-synthése : synthése de liposomes fonctionnalisés par des aptaméres.’>!

Les avantages et inconvénients de ces deux stratégies sont répertoriés ci-dessous (Tableau 4) :

Avantages Inconvénients
Stratégie pré- Caractérisation précise des surfactants Possible dégradation du surfactant
synthése Contrdle de la quantité incorporée fonctionnalisé pendant la formulation
Versatile
Stratégie post- Quantification complexe
Economie et préservation de
synthése Quantité de ligands incorporés inconnue

(bio)molécules couteuses et rares

Tableau 4 : Avantages et inconvénients des stratégies pré- et post-synthéses.
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Les NLC utilisées dans le cadre de cette thése sont des nanoparticules assemblées. Nous avons donc
opté pour la stratégie pré-synthése. Pour cela le motif ciblant GalNAc a été préalablement introduit
sur un surfactant incorporé lors de la formulation.

Ces NLC sont communément formulées en utilisant en tant que surfactant du Myrj™ S40, un mélange
de 3 composés : PEG4o-OH, PEG40-C16 et PEG40-C18 possédant des chaines PEG de méme longueur (40
unités d’éthyléne glycol). Afin de favoriser la reconnaissance par les ASGPR, nous avons choisi de lier
le motif GalNAc a un surfactant plus long (SA-PEG100 comportant 100 unités d’éthyléne glycol) que le
Myrj™ S40 utilisé classiquement. En greffant le sucre GalNAc a I’extrémité d’un surfactant comportant
seulement 40 unités d’éthyléne glycol, I'enchevétrement des chaines PEG a la surface de la
nanoparticule pourrait géner I'accessibilité des motifs GalNAc. L'utilisation d’un surfactant comportant
100 unités d’éthylene glycol, devrait permettre d’éloigner ces motifs et de les rendre plus accessibles

vis-a-vis des récepteurs (Figure 76).

Figure 76 : Représentation schématique de I'accessibilité des GalNAc a la surface des NLC. a - cas du greffage des GalNAc

sur un surfactant PEGyo b - sur un surfactant PEG;gp.

2.2 Synthese du surfactant SA-PEGio0 fonctionnalisé par un GalNAc

Il a été choisi de fonctionnaliser le SA-PEGi00 par un GalNAc grace a un lien covalent. Les réactions
classiques les plus couramment utilisées dans le cadre de la fonctionnalisation de nanoparticules sont
la formation de liaison amide,'”* I’addition de Michael thiol-maléimide,?®® la formation de lien

210

disulfure,®® Ia ligature d’hydrazine et d’oxime?° ainsi que la réaction de Huisgen (cycloadditons 1,3-

dipolaires azoture-alcyne) catalysée ou non au cuivre?!! (Figure 77).

87



CH Il. FONCTIONNALISATION DE NPS LIPIDIQUES PAR DES MOTIFS GALNAC POUR LA DELIVRANCE VERS LE FOIE

FONCTIONNALISATION PAR DES MOTIFS GALNAC ET QUANTIFICATION

(0]
R=—N_| R= —SH
Ad(dition de Michael fo) Lien disulfure
thiol-maléimide

B—SH B—SSPy ou SSPhNO,

o] Rz —— B

8 = NH VA
A—NH - A—R ——= A N
Lien amide B—COOH B—Ns

cycloadditon 1,3-dipolaire
azoture-alcyne

O o}
R= H / \iz _U\H
H,N-N_ HoN=O(
B B
A B A_N__B
\/N\N/ SN0
Lien hydrazine Lien oxime

Figure 77 : Schéma des différents types de liens utilisés dans le cadre de nanoparticule.

Dans le cadre de cette thése, la stratégie adoptée est I'addition de Michael thiol-maléimide, déja mise
en ceuvre au laboratoire DTBS pour le greffage de peptides a la surface des NLC.' Pour réaliser ce

couplage, deux intermédiaires ont été synthétisés : un surfactant SA-PEGio0 portant une fonction

éimide 9) et un dérivé du GalNAc portant un motif SSPy 6 (Figure 78).
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maléimide (SA-PEGi00-ma

SA-PEG,4y-GalNAc
10 SA-PEG ,p-Maleimide
9

Figure 78 : Schéma rétrosynthétique du SA-PEGi00-GalNAc 10.

La synthése de ces intermédiaires fait I'objet des parties suivantes. Elles seront suivies d’une partie
concernant I’étape de couplage thiol maléimide permettant d’accéder au surfactant fonctionnalisé SA-

PEG100-GalNAc 10 qui sera incorporé dans la formulation.
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2.2.1. Synthese du SA-PEGip-maleimide

La synthése du SA-PEGig-maleimide 9 s'effectue en 3 temps : tout d'abord le greffage de la chaine
stéarate SA a l'une des extrémités du PEGig, protégé a l'autre extrémité, suivi des étapes de
déprotection et de I'introduction de la fonction maléimide a I'autre extrémité (Figure 79). Le produit

de départ de cette synthése est le NH,-PEG100-NHBoc commercial (Iris Biotech) et a été utilisé tel quel.

o o}
: I
HZNWO\/)\NHBoc — /MN/*/O\/),\NHBOC —_— N \A/\NH{'TFA'
100 15 H 100 15 H 100
PEG,0o-NHBoC SA-PEG 4,-NHBoC SA-PEG 0g-NH,* TFA”
7 8

[0}
HO
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c 0 %i//>
O
o

0
MNWO\*M@N
15 H 100H 6]
(0]

SA-PEGyg-Maleimide
9

Figure 79 : Réactifs et conditions : a — Acide stéarique, PyBOP, DIPEA, CH,Cl,, 85 % b - TFA, CH,Cl,, 86 % ; c — 6-acide
maléimidohexanoique, PyBOP, DIPEA, CH,Cl,, 94%.

La chaine stéarate, permettant un ancrage stable du surfactant PEG a la surface des nanoparticules,
est introduite par un couplage de type peptidique en présence d’un agent de couplage (PyBOP) et de
DIPEA sur la fonction amine libre du NH,-PEG100-NHBoc commercial. Aprés clivage du groupement
protecteur Boc par traitement acide a I'aide de TFA, I'acide 6-maléimidohéxanoique réagit avec la
fonction amine primaire du composé SA-PEG100NH; 8 pour former un lien amide en présence d’'un
agent de couplage (PyBOP) et de DIPEA. Le SA-PEGioo-maleimide 9 est ainsi obtenu, apres purification
par précipitation dans un grand volume d'éther éthylique, sous la forme d'une poudre beige en 3

étapes avec un rendement global de 69 %.
2.2.2. Synthése du GalNAc-SSPy 6
La stratégie de ligation entre le sucre GalNAc et le SA-PEGio0 choisie est I'addition de Michael thiol-

maléimide. Un motif 2-pyridyl-sulfanyl (SSPys) en position 1 du sucre, permettant d’accéder a la

fonction thiol réactive, a donc été introduit sur le sucre N-acétyl-D-galactosamine commercial en 6
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étapes selon le schéma ci-dessous (Figure 80). La synthése de ce dérivé a été mise au point et optimisée

au laboratoire dans le cadre de la synthése de la pro-drogue Chel2.11°

OAc
0.0 b-ii
, />*
AcO' ‘N
OAc

N-Ac-Gal per-Ac-Gal
1

O\/\O/\/O\/\S/S ’ Xy CHii

“’NHAc
OH 6

Figure 80 : Réactifs et conditions : a — Ac,0, CsHsN, 98 % b - i) TMSOTS, CH,Cl,, ii) 2-(2-(2-chloroéthoxy)éthoxy)éthanol,
TMSOTS, CH,Cl,, 34 % ; ¢ — i) thiourée, H;0, ii) NaOH (1M), iii) CH3OH, aldrithiol, CH30H, 19 % (en 3 étapes).

Dans un premier temps, les fonctions hydroxyles libres du sucre GalNAc sont protégées par des
groupements acétyles grace a un traitement a lI'anhydride acétique en présence de pyridine suivant
une réaction décrite dans la littérature.?'? Ce composé 1 complétement protégé est ensuite engagé
dans une réaction de glycosylation. Comme précédemment étudié au laboratoire, 'anomere 3 a été
choisi pour sa capacité a étre reconnu par les ASGPR et aussi sa synthése plus efficace que celle
permettant I'accés a I'anomeére a. Lors de cette étape de glycosylation, le composé GalNAc per-acétylé
1 est dans un premier temps activé sous forme d'oxazoline par réaction avec le TMSOTf.?13 La face
inférieure du sucre (a) étant ainsi encombrée, une attaque nucléophile sur la face supérieure en [ est
privilégiée (Figure 81). Ce phénoméne, mettant en jeu la participation d’un groupement voisin, est

connu sous le nom d’assistance anchimérique.

face supérieure

o cl
AcOOAc HO "0
o) / ACOOAC
AcO a, b ° . o
Ny o AcO NN
w\/ NHAC
2 face inférieure a 3

Figure 81 : Formation préférée du composé 3 grdce a l'assistance anchimérique. Réactifs et conditions : a — Ac,0, CsHsN, 98

% b - i) TMSOTS, CH,Cl,, ii) 2-(2-(2-chloroéthoxy)éthoxy)éthanol, TMSOTS, CH,Cl,, 34 %
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Ainsi I'attaque du nucléophile 2-(2-(2-chloroéthoxy)éthoxy)éthanol sur I'intermédiaire oxazoline 2
conduit majoritairement au produit de glycosylation d’anomérie B (ratio B/a : 8/2). Aprés purification
par chromatographie sur colonne de silice, le produit 3 (anomeére 3) est obtenu avec un rendement de
34 % sur 3 étapes.

Les étapes suivantes réalisées « one-pot » consistent en la substitution du chlore par la thiourée
formant ainsi un sel d'isothiourée 4 qui est ensuite hydrolysé par traitement a la soude. Cette étape
permet de maniére simultanée la déprotection des groupements hydroxyles du sucre GalNAc. Lors de
cette étape, le pH est rigoureusement maintenu a 9,6 et contr6lé tout au long de la réaction afin de
ne pas cliver la fonction acétyle présente sur I’'amine en position 2 du sucre.?!* Le thiol ainsi obtenu 5
est rapidement protégé par un motif SSPys afin d'éviter la formation de disulfures inter-
moléculaires.?’® Le dérivé GalNAc-SSPys 6 est ainsi obtenu, aprés purification par HPLC préparative,
sous la forme d'une huile marron avec un rendement de 19 % a partir du dérivé chloré. Il est ensuite
engagé dans une réaction de Michael avec le SA-PEGig0-maléimide 9 pour former le surfactant SA-

PEG100-Ga|NAC 10.
2.2.3. Couplage

Le dérivé GalNAc-SSPys 6 obtenu précédemment est ensuite couplé au SA-PEG1go-maléimide 9. Cette
réaction de couplage est réalisée en présence de tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP), un agent
réducteur capable de réduire in situ le lien disulfure et ainsi libérer le thiol libre.?!® Ce dernier,
maintenant disponible, peut réagir de maniére spécifique avec la fonction maléimide par une addition
de Michael et former le SA-PEG100-GalNAc 10 (Figure 82). L’évolution de cette réaction est suivie par

RMN avec la disparition des protons caractéristiques du maléimide (Cf annexe 2).

HO OO g O g S N
HO “NHAc N HO 0 O\/\O/\/o
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Figure 82 : Réactifs et conditions : TCEP, H,O/ACN (1/3) (v/v) 87 %.
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Finalement le SA-PEGigo-GalNAc 10 est obtenu apreés purification par dialyse sous la forme d'une
poudre blanche avec un rendement de 87 %. Ce surfactant GalNAc sera ensuite incorporé lors de la
formulation des nanoparticules.

Il faut noter que des essais de couplage utilisant une réaction de cycloadditon 1,3-dipolaire azoture-
alcyne ont également été réalisés (Figure 83). Pour cela, un dérivé GalNAc portant une fonction
azoture 16 et un surfactant a terminaison dibenzocyclooctyne (DBCO) 17 commercial ont été engagés
dans une réaction de cycloadditon entre un azoture et un alcyne contraint sans cuivre. L'utilisation du

DBCO comme alcyne contraint, proposé par Bertozzi en 2004%Y

permet, en abaissant I'énergie
d’activation nécessaire a la formation du cycle triazole, de s’affranchir de I'utilisation de cuivre.
Cependant ces tentatives ont été rapidement arrétées en raison de la faible stabilité du dérivé DBCO

17 en milieu aqueux.
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Figure 83 : Réactifs et conditions : eau/ACN (1/1).

2.3 NLC - Formulation et caractérisation

Afin d’évaluer I'influence du nombre de motifs GalNAc a la surface des nanoparticules sur la capacité
a entrer dans les cellules hépatiques, différents lots de nanoparticules lipidiques (NLC) ont été
formulés :

- Des NLC fonctionnalisées avec un mélange de Myrj™ S40 et de SA-PEG100-GalNAc 10, notés lots B, C
etD.

- Des NLC contréles, utilisant uniguement du Myrj™ S40 ou un mélange de Myrj™ S40/ Myrj™ S100

notés lots A, B’, C’' et D’.
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Les lots formulés avec le Myrj™ S100 servent ici de contréle négatif du SA-PEG100-GalNAc 10. De la
méme maniére que le Myrj™ S40 posséde 40 unités d’éthyléne glycol, le Myrj™ S100 posséde 100
unités d’éthylene glycol et a donc une taille similaire au SA-PEG100-GalNAc 10.

Les quantités de surfactants utilisés, SA-PEG10-GalNAc 10 ou Myrj™ $100, sont 2,1 %, 5,3 % et 13,6 %
molaires par rapport a la quantité totale de surfactants PEGylés investie a la formulation ; 13,6 % étant
la quantité maximum de SA-PEG1g0-GalNAc qu'il a été possible d'utiliser pour la formulation des NLC.
Des essais de formulation avec des quantités supérieures de SA-PEG100-GalNAc 10 (27 %) n'ont pas

permis d'obtenir des nanoparticules stables et monodisperses.

2.3.1. Formulation

Comme présenté précédemment (Cf Ch 1.2.3.4), les NLC sont des nanoparticules lipidiques formulées
en mélangeant une phase organique, contenant de I’huile de soja, de la suppocire™® et du lipoid s75™
(ou lécithine) avec une phase aqueuse contenant les surfactants PEGylés (Myrj™ S40 et le cas échéant
SA-PEG100-GalNAc 10 ou Myrj™ S100) solubilisé dans un tampon phosphate (10 mM phosphate, NaCl
154 mM, pH 7,4 noté PBS 1X).

Différents lots de particules contenant différents pourcentages molaires : 0 %, 2,1 %, 5,3 % et 13,6 %
de SA-PEG100-GalNAc 10 ou de Myrj™ S100 ont été formulés. Ces pourcentages molaires sont calculés
en prenant en compte I'intégralité des surfactants PEGylés introduits lors de la formulation (Cf annexes
3). Les quantités d'ingrédients utilisées pour chacune des formulations sont présentées dans le Tableau
5 pour le contrdle (A), les formulations contenant 2,1 %, 5,3 % et 13,6 % de SA-PEGig-GalNAc 10

(respectivement B, C, D) ou de Myrj™ S100 (respectivement B', C', D').

A B C D B' c' D'
Phase lipidique
Huile de soja™ mg 85 85 85 85 85 85 85
SuppocireNB (cire) mg 245 245 245 245 245 245 245
Lipoid s75™ (lécithine) mg 65 65 65 65 65 65 65
Phase aqueuse
Myrj™ S40 mg 345,0 327,0 298,3 241,1 327,0 298,3 241,1
SA-PEG10-GalNAc 10 mg 0 18,7 46,7 105,4 - - -
%mol SA-PEG100-GalNAc 10 0% 2,1% 53% 13,6 % - - -
Myrj™ S100 mg 0 - - - 18,7 46,7 105,4
%mo Myrj™ S100 - - - - 2,1% 5,3 % 13,6 %

Tableau 5 : Composition des formulations A : formulation contréle ; B, C et D contenant respectivement 2,1, 5,3 et 13,6 % de

SA-PEG300-GalNAc 10 ; B', C' et D' contenant respectivement 2,1, 5,3 et 13,6 % de Myrj™ S100.
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Afin d’obtenir une phase lipidigue homogeéne, les composés lipophiles (cire, huiles et lécithine et
éventuellement DiD comme fluorophore lipophile) sont solubilisés dans du dichlorométhane, qui est
ensuite éliminé par évaporation a 45°C sous un flux d’argon. Apres ajout de la phase aqueuse
contenant les ingrédients hydrophiles, les nanoparticules sont formées par des cycles de sonication de
5 min a l'aide d'un processeur a ultrasons VCX750. Cette étape permet le cisaillement de la phase

lipidique dans la phase aqueuse (Figure 84).178
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Figure 84 : Procédé de formulation des NLC par ultra-sonication.

Afin de rendre ces nanoparticules fluorescentes pour étudier par la suite leur capacité a entrer dans
les cellules hépatiques, un fluorophore lipophile (DiD) a été incorporé dans le coeur lipidique des NLC.
Apres formulation, les nanoparticules lipidiques sont purifiées par dialyse afin d’éliminer tous les

ingrédients non incorporés pendant la formulation.

2.3.2. Caractérisation des NLC

Les nanoparticules lipidiques formulées et dialysées sont caractérisées par 3 parameétres principaux :
le diametre hydrodynamique, I'indice de polydispersité (PDI) et le potentiel zéta.

Le diameétre hydrodynamique est contrélé par diffusion dynamique de la lumiéere (en anglais Dynamic
Light Scattering ou DLS). Ce diamétre mesuré, qualifié d’hydrodynamique, représente la taille de la
nanoparticule plus sa sphére d’hydratation.?’® Le PDI, également mesuré par DLS, représente la
dispersion de taille des nanoparticules dans un méme lot. Un PDI inférieur a 0,2 indique que la
population de particules est monodisperse c’est-a-dire que toutes les particules ont une taille similaire.
Le potentiel zéta est quant a lui mesuré par diffusion électrostatique de la lumiére (en anglais
Electrostatic Light Scattering ou ELS). Ce potentiel prend en compte les charges des différentes couches

de solvatation et est représentatif des charges de surface des nanoparticules en solution.
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La stabilité des nanoparticules en suspension a été évaluée par mesure DLS du diameétre
hydrodynamique et du PDI sur une période de 1 an. Une variation du diamétre hydrodynamique et du
PDI par rapport a la mesure initiale indique une déstabilisation colloidale des nanoparticules.

Ces parametres déterminés pour les différents lots de NLC obtenus sont reportés ci-dessous (Tableau

6 et Tableau 7)

A0% B2,1% C53% D 13,6 %
Diametre hydrodynamique (nm) 42+1 37+1 52+1 60+1
PDI 0,11+0,02 0,11+0,03 0,11+0,02 0,14+ 0,02
Potentiel Zeta -4+1 -6t2 -6+2 -6+2
Stabilité colloidale - Stockage a 4°C lan 5 mois 3 mois 3 semaines

Tableau 6 : Caractérisation des lots ; A : formulation contréle ; B, C et D contenant respectivement 2,1, 5,3 et 13,6 % de SA-

PEG;00-GalNAc 10.

B'2,1% C'53% D'13,6 %
Diameétre hydrodynamique (nm) 37+1 50+1 64+1
PDI 0,11+ 0,02 0,12+ 0,01 0,18 + 0,02
Potentiel Zeta -5+2 -612 -41+2
Stabilité colloidale - Stockage a 4°C 4 mois 4 mois 1 mois

Tableau 7 : Caractérisation des lots B, C' et D' contenant respectivement 2,1, 5,3 et 13,6% de Myrj™ S100.

Les NLC contréles 0 % (Formulation A) et les NLC ayant un faible pourcentage en SA-PEG100-GalNAc 10
(Formulation B, 2,1 %) ou en Myrj"™ S100 (Formulation B', 2,1 %) ont une taille similaire d’environ 40
nm et un PDI relativement faible de 0,11 + 0,02 indiquant des particules homogénes en taille. En
revanche, une augmentation du diametre des particules est observée avec |'augmentation du
pourcentage de SA-PEG;00-GalNAc 10 (< 50 nm Formulations C et D) ou de Myrj™ S100 (Formulations
C' et D'). Cette augmentation de la taille est attribuée a une quantité plus importante de SA-PEGqo-
GalNAc 10 ou Myrj™ S100. Pour rappel, ces surfactants fonctionnalisés par le motif GalNAc possédent
une chaine de polyéthyléne glycol 2,5 fois plus longue que les chaines de Myrj™ S40. La formulation
de lots contrdle contenant des pourcentages identiques en Myrj™ S100 a permis de confirmer cette
hypothése. Les nanoparticules controles ainsi obtenues présentent, pour le méme pourcentage de
surfactants « longs », des diametres identiques et croissants avec le pourcentage incorporé lors de la

formulation (Figure 85).
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Figure 85 : Evolution du diamétre des NLC en fonction du pourcentage des surfactants PEGylés.

La taille des nanoparticules mesurée par DLS est une mesure du diameétre hydrodynamique ; c’est-a-
dire qu'elle prend en compte le diamétre du coeur des particules mais également de la couche formée
par les surfactants PEGylés a la surface des nanoparticules. A de faibles pourcentages d’incorporation
de surfactants « longs » (2,1 %, formulations B et B'), la quantité de Myrj™ S100 n'est pas suffisante
pour impacter de facon significative leur diametre. A des pourcentages plus importants (5,3 % et 13,6
% ; formulations C, C', D, D'), les surfactants PEGylés forment une couronne autour des nanoparticules
suffisamment denses pour influencer le diamétre des nanoparticules.

De plus, I'incorporation des surfactants SA-PEG100-GalNAc 10 et Myrj™ S100 dans la formulation tend
a déstabiliser ces nanostructures, surtout a de forts pourcentages. La présence du sucre GalNAc ne
semble cependant pas étre la cause de cette déstabilisation, les formulations B', C' et D' ayant
sensiblement les mémes stabilités que respectivement les formulations B, C et D. Il semble donc que
la longueur de la chaine PEGylée soit la cause de la déstabilisation colloidale. Toutefois, la stabilité des
particules fonctionnalisées est suffisante (3 semaines pour les nanoparticules formulées avec 13,6 %
de SA-PEG100-GalNAc 10 et > 3 mois pour les nanoparticules formulées avec un pourcentage inférieur
ou égal a 5,3 %) pour effectuer les différentes expériences de quantification et d’évaluation de la

capacité de ces nanoparticules a entrer dans les cellules hépatiques.

Des images effectuées par microscopie électronique a transmission (TEM) ont également permis

d'obtenir une idée de la dispersion de la suspension de nanoparticules (Figure 86).
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Figure 86 : Images TEM de NLC formulation D obtenues par coloration négative.

Les NLC apparaissent ici sous la forme de gouttelettes gris foncé dont la forme est circulaire.

3. Quantification des motifs GalNAc a la surface des NLC

Le principal challenge dans le développement et le design de nanoparticules fonctionnalisées est
I’acces a une caractérisation correcte et précise de ces nano-objets. De nombreuses études présentent
d'excellents résultats d'internalisation cellulaire sans toutefois quantifier de maniere précise le

213221 pans le domaine

pourcentage exact de ligands a la surface des nanoparticules fonctionnalisées.
des nanoparticules glycoconjuguées i.e. fonctionnalisées par des mono-, di ou polysaccharides, des
tests qualitatifs sont parfois effectués a I'aide de lectines. En effet, lors de I'ajout de telles protéines a
la solution contenant les nanoparticules fonctionnalisées, la reconnaissance spécifique des lectines
pour leurs sucres présents a la surface des nanoparticules conduit a leur agrégation.??? La solution
devient alors trouble ce qui atteste de |'accessibilité des sucres a la surface des nanoparticules.
Cependant cette méthode n'est pas quantitative et ne donne donc aucune information sur le
rendement d'incorporation ou la densité de surface en sucres. A notre connaissance, aucune méthode
guantitative sur des liposomes ou des nanoparticules lipidiques n'a, a ce jour, été établie. C'est
pourquoi au cours de ce projet, une méthode de quantification a été développée afin d’évaluer de
maniere précise le taux d’incorporation et la quantité de SA-PEG100-GalNAc 10 présent a la surface des

NLC. Cette méthode repose sur la technique de Chromatographie Liquide a Ultra haute Performance

(UPLC) couplée a un détecteur a diffusion de lumiere (ELSD).

3.1 Optimisation de la méthode de séparation

La quantification des surfactants incorporés dans les formulations a été réalisée par UPLC couplé a un
détecteur a diffusion de lumiére (ELSD). Cette méthode de chromatographie liquide repose sur
I'utilisation d’une phase stationnaire composée de particules de taille inférieure a 2 um. Elle permet,

en plus d’augmenter le débit et donc la vitesse d'analyse sans altérer les performances de séparation,
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|’étude de molécules de haut poids moléculaire (5000 g/mol pour le SA-PEG100-GalNAc 10). De plus le
recours a un détecteur a diffusion de lumiére (ELSD) permet la détection des surfactants Myrj™ S40 et

SA-PEG100-GalNAc 10 qui ne sont pas détectables par absorption UV-visible.

3.1.1. Appareillage et méthodes

Le détecteur ELSD comprend 3 étapes pour I'analyse de composés : nébulisation, évaporation et

détection (Figure 87).

Figure 87 : Détecteur de lumiére diffusée (ELSD).2%3

Nébulisation : Aprés passage et séparation sur la colonne, I'éluant contenant les molécules a analyser
est mélangé a un gaz inerte puis entre dans le nébuliseur ou il est converti en tres fines gouttelettes.
Evaporation : Le solvant de la phase mobile est ensuite évaporé. Pour cela, le flux de gaz inerte
entraine les gouttelettes dans un tube de chauffage a basse température. Les composés ainsi isolés
peuvent ensuite étre détectés.

Détection : Ces particules solides entrent ensuite dans une cellule composée d’une source lumineuse
et d’un photomultiplicateur. La lumiére entre alors en contact avec les particules. Elle est alors déviée

en fonction de la taille des molécules et cette déviation est analysée grace a un photomultiplicateur.

La réponse de I'ELSD dépend de la composition de la phase mobile. Les facteurs sont par exemple la
tension de surface, la densité ou la viscosité. Ces parametres déterminent la taille et le nombre des
gouttelettes produites pendant la nébulisation et ainsi la taille des particules qui atteignent la cellule
de détection.??* L'interaction complexe de ces différents facteurs conduit & une réponse non linéaire
du détecteur ELSD. Il est ainsi nécessaire d'établir des courbes de calibration pour chaque produit afin
de relier I'aire mesurée a la concentration du composé.

Afin de quantifier précisément la quantité de SA-PEG10o-GalNAc 10 et Myrj™ S40 incorporés dans les
formulations de NLC obtenues, une méthode UPLC-ELSD précédemment mise au point au laboratoire

a été optimisée afin de séparer distinctement les pics correspondant aux chaines de Myrj™ S40 et SA-
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PEG100-GalNAc 10.%2° Une colonne C18 est utilisée pour la séparation des différents composés et les

parameétres utilisés pour cette analyse sont répertoriés dans le Tableau 8.

UPLC:
Temps Débit A B C
(min) (mL/min) eau MeOH iPrOH/ACN
0 0,25 30 70 0
3 0,3 10 90 0
15 0,3 0 100 0
22 0,3 0 35 65
25 0,3 0 35 65
25,1 0,25 30 70 0
30 0,25 30 70 0
ELSD :

Température 55,0°C
Débit gazeux | 1,5 L/min
Gain 4

Tableau 8 : Parametres UPLC et ELSD pour la détection des différents surfactants PEGylés.

Dans la premiére partie de la méthode de séparation (de 0 & 15 min), les surfactants PEGylés (Myrj™
5S40, le SA-PEGio-GalNAc 10) ainsi que les phospholipides sont séparés grace a un gradient
eau/méthanol. Dans la 2éme partie (de 15 min a 25 min), les lipides sont élués grace a un mélange

MeOH/iPrOH/ACN.

3.1.2. Analyse de chaque constituant

Dans un premier temps, les différents composés entrant dans la composition des NLC sont analysés
séparément par UPLC-ELSD. Le SA-PEG100-GalNAc 10 et le Myrj™ S40 sont dissouts dans du méthanol
a une concentration de 1 mg/mL. Les huiles, cires et phospholipides sont quant a eux dissouts dans un
mélange chloroforme/méthanol 3/1 (v/v) a une concentration de 1 mg/mL. Chaque composé a été
injecté en triplica. Les chromatogrammes (Figure 88) montrent que la méthode utilisée est
parfaitement reproductible avec une superposition « parfaite » des 3 chromatogrammes pour chaque

ingrédient.

99



CH Il. FONCTIONNALISATION DE NPS LIPIDIQUES PAR DES MOTIFS GALNAC POUR LA DELIVRANCE VERS LE FOIE

FONCTIONNALISATION PAR DES MOTIFS GALNAC ET QUANTIFICATION

1000 500 | [
|
800 ] 400 | | 800

300

2 600 | % | 2 600
E E
400 | 200 | 400 ‘
200 - ‘ 100 200 | ‘ . ‘ l
0 — o - -~ — 0- EETAENI
0 IS ‘10 ‘15 ‘20 25 |30 0 5 1IO 1‘5 20 2“5 3‘0 0 5 1|o 1‘5 io 2‘5 30
Temps (min) Temps (min) Temps (min)
SA-PEGi00-GalNAc 10 Myri™ sS40 SuppocireM®

2000 1600 -
1600 | 1200 - '
{
1200 + | 2
2 Z 800
£ £
800 |
400
400
A 0
0
; ; . . T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Temps (min) Temps (min)
. . . . TM
Huile de soja Lipoid s75

Figure 88 : Superposition de 3 chromatogrammes pour chaque composé entrant dans la composition des NLC.

Le SA-PEG100-GalNAc 10 apparait sous la forme d’un seul pic avec un temps de rétention de 5,8 min. Le
Myrji™ S40 est, selon le fournisseur, un mélange de 3 différents composés : PEG-OH sans chaine
lipophile, PEG-C16 avec une chaine carbonée C16 (palmitate) et PEG-C18, un polyéthylene glycol lié a
une chaine carbonée C18 (PEG-stéarate). Les pics correspondants a ces 3 composés ont été
précédemment attribués respectivement a 1,9 min, 6,4 min et 7,2 min.?? La suppocire™® est composée
d’un mélange de mono-, di- et triglycérides possédant différentes longueurs de chaine acyles (C8-C18).
Sur le chromatogramme, elle apparait sous la forme de 15 pics entre 8 min et 26 min. L’huile de soja
est un mélange de triglycérides insaturés C16-C18 et apparait sous la forme de 8 pics entre 17 min et
24 min. Enfin le lipoid s75™ (ou lécithine) est un mélange de phospholipides majoritairement
composés de phosphatidylcholine avec une petite portion de phosphatidyléthanolamine et
lysophosphatidylcholine. lls se présentent comme un groupe de pics correspondant respectivement a
9,6 min, 10,3 min et 9,2 min.?®

La superposition de ces différents chromatogrammes (Figure 89) montre que les pics correspondants
au SA-PEGio0-GalNAc 10 et au Myri™ S40 sont suffisamment éloignés entre eux et des autres

correspondant aux phospholipides et a la cire pour permettre leur quantification sans ambiguité.
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Figure 89 : Superposition des chromatogrammes des différents ingrédients composant les NLC.

Pour vérifier d'éventuelles interférences dans les nanoparticules désassemblées qui modifieraient les
temps de rétention, des mélanges de différents ratios de Myrj™ S40 et SA-PEG100-GalNAc 10 ont été
analysés par UPLC-ELSD (Figure 90).
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Figure 90 : Chromatogramme d'un mélange 90/10 (w/w) Myrj™ S40 et SA-PEG100-GalNAc 10.

Aucune interférence au niveau des pics n'a été observée sur les chromatogrammes. Ces résultats
démontrent donc l'influence négligeable de la matrice sur le procédé de quantification du SA-PEG1go-

GalNAc 10 et du Myrj™ S40.
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3.2 Calibration des surfactants PEGylés

Afin de déterminer précisément la quantité de SA-PEG100-GalNAc 10 incorporée lors de la formulation
des nanoparticules, les courbes de calibration du SA-PEG100-GalNAc 10 et du Myrj™ S40 ont, dans un

premier temps, été établies.

3.2.1. SA-PEG100-GalNAC 10

Une courbe de calibration est établie pour le SA-PEG100-GalNAc 10 en solubilisant ce dernier dans du
méthanol a une concentration de 1 mg/mL. Les 6 autres concentrations de 15,6 pg/mL a 500 pg/mL

sont obtenues par dilution en cascade au demi (Figure 91).
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Figure 91 : Chromatogrammes correspondant a l'injection du SA-PEG100-GalNAc 10 pour une gamme de concentration de

15,6 ug/mL a 1 mg/mL.

L'intégration de l'aire du pic correspondant au SA-PEGio-GalNAc 10 reportée en fonction de la
concentration en ug/mL permet d’obtenir une courbe de calibration (Figure 92). Chaque point de la
courbe est obtenu en triplicas afin de valider la reproductibilité et d’améliorer la précision de la
guantification. Cette courbe a pour équation y = 6,2424x* + 1851,6x — 50827 et présente un excellent
coefficient de régression R? = 0.9999. Cette équation sera utilisée par la suite pour la quantification du

SA-PEG100-GalNAc 10 effectivement présent a la surface des NLC.
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Figure 92 : Courbe de calibration du SA-PEG100-GalNAc 10 établie pour une gamme de concentration de 15,6 ug/mlL a 1

mg/mL.

3.2.2. Myrj™ s40

Comme énoncé précédemment, le Myrj™ S40 est un mélange de 3 composés : PEG-C18, PEG-C16 et
PEG-OH. Une quantification précise de la composition du Myrj™ S40 a précédemment été effectuée??
et a permis de déterminer la composition suivante : 35,3 % (w/w) de PEG-C18, 34,6 % (w/w) de PEG-
C16 et 30,1 % (w/w) de PEG-OH (Tableau 9).

Masse molaire %w/w dans le Myrj™ sS40
PEG-OH 1778 30,1
PEG-C16 2016 34,6
PEG-C18 2044 35,3

Tableau 9 : Caractéristiques du Myrj™ S40.

Il est donc nécessaire, dans le processus de quantification, de quantifier précisément l'incorporation
de chacun de ces composés. Pour cela, 3 courbes de calibration ont été établies : une premiere courbe
en intégrant I'aire du 1° pic (PEG-OH), une deuxi€me courbe en intégrant 'aire du 2™ pic (PEG-C16)
et une troisiéme courbe en intégrant I'aire du 3™ pic (PEG-C18). Pour la concentration, les ratios
déterminés précédemment??® ont permis d’établir la concentration de chacun des composés. Ainsi une
solution a 1 mg/mL en Myrj™ S40 contient 0,353 mg de PEG-C18 (0,173 mmol) ; 0,346 mg de PEG-C16
(0,271 mmol) et 0,313 mg de PEG-OH (0,176 mmol).

La courbe de calibration pour le PEG-C18 est présentée ci-dessous (Figure 93). Les autres courbes de

calibration correspondant au PEG-C16 et au PEG-OH sont reportées en annexe 4.
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Figure 93 : Courbe de calibration du PEG-C18 établie pour une gamme de concentration de 5,5 ug/mL & 352,8 ug/mL.

Afin d’injecter les échantillons de NLC en UPLC et déterminer la quantité de SA-PEG100-GalNAc 10 et de
Myrj™ S40, les particules ont été désassemblées. Cette étape est indispensable, les nanoparticules ne
peuvent pas étre injectées sous leur forme integre dans la colonne C18 a cause de la petite taille des

pores (environ 90 A) ; celles-ci boucheraient la colonne.
3.2.3. Destruction des nanoparticules

Pour désassembler les particules, les lipides sont dans un premier temps précipités dans I'acétonitrile
(Figure 94). Apres centrifugation, le surnageant contenant les surfactants PEGylés est séparé du culot
composé des lipides. Il est ensuite concentré sous vide afin d'éliminer le solvant puis dissout dans un
volume adéquate de méthanol permettant d'obtenir une concentration en surfactants d'environ 1
mg/mL (pour permettre I'analyse UPLC). Les lipides sont quant a eux dissouts dans un mélange

chloroforme/méthanol (3/1) (v/v).

Elimination du
Acetonitrile Centrifugation culot
e > >

Précipitation des lipides

Figure 94 : Désassemblage des nanoparticules par précipitation des lipides dans I'acétonitrile.

Pour évaluer la stabilité des composés d'intérét, le SA-PEG100-GalNAc 10 et le Myrj™ S40 standards ont

subi le méme traitement que les nanoparticules. Les chromatogrammes obtenus sont conformes a
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ceux obtenus lors de I'injection des ingrédients de facon séparée. La précipitation n’occasionne aucune
dégradation de ces 2 produits.

3.2.4. Analyse du surnageant

Le surnageant contenant le Myrj™ S40 et/ou le SA-PEGi0-GalNAc 10 est injecté en UPLC-ELSD. Les
chromatogrammes obtenus pour les différentes formulations sont présentés ci-dessous (Figure 95)

avec un focus sur la formulation D (13.6 % SA-PEG100-GalNAc 10).

a)
250 200 b) % % 200 C) I
200 1 i 150 l 150
(
150 : | \ 1 |
% ' I 100 100
100 ‘ ‘ |
50 . g, & 3 B H J
| & | 181 - & | i 1
I\ U\ I U\/\ \ ol SN AV i — ol b I
0 A |8
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 a 6 8 10 12 14 o 2 4 6 8 10 12 14
Temps (min) Temps (min) Temps (min)
d) 200 _
150 |
E: 100 _ §
£ |
| g
50 _ ‘| Eg
\A_/l | JU L A
0o || e
I I I I I I
o 5 10 15 20 25 30

Temps (min)

Figure 95 : Chromatogramme du surnageant des formulationsa-A (0 %), b-B (2,1 %), c-C(5,3%),d-D (13,6 %).

Les pics correspondant au Myrj™ S40 ont ici un temps de rétention de 2,4 min pour le PEG-OH, 6,8
min pour le PEG-C16 et 7,4 min pour le PEG-C18. Lors du passage des standards, ces 3 composés étaient
présents en quantités égales (30,1 %, 34,6 % et 35,3 % (w/w)). Or le pic correspondant au PEG-OH est,
sur le chromatogramme du surnageant, tres faible. En I'absence d’une chaine alkyle permettant
I'ancrage a l'interface coeur lipidique/phase aqueuse, ce composé PEG-OH est trés faiblement

incorporé dans la formulation et est en grande partie éliminé lors de I'étape de dialyse. Le pic
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correspondant au SA-PEGipo-GalNAc 10 a un temps de rétention de 6,3 min conforme a l'analyse
réalisée précédemment (Cf Ch 11.3.1.2).

Les autres pics entre 8 min et 13 min correspondent a des résidus de cire et de phospholipides non
éliminés pendant I'étape de précipitation. Ces pics n'occasionnent cependant pas de géne pour la

quantification du Myrj™ S40 et du SA-PEG1¢0-GalNAc 10.

3.2.5. Analyse des précipités

Afin de vérifier que le Myrj™ S40 ou le SA-PEG100-GalNAc 10 n'ont pas co-précipité avec les lipides, le
culot composé des lipides est analysé en UPLC-ELSD apres dissolution dans un mélange
chloroforme/méthanol (3/1) (v/v). A titre d’exemple, le chromatogramme correspondant a l'analyse
du culot obtenu lors du désassemblage de la formulation D (13,6 %) est présenté ci-dessous (Figure
96). Il présente plusieurs pics correspondants aux lipides, de 11 min a 26 min, et aucun pic dans la zone
du Myrj™ S40 ou SA-PEG100-GalNAc 10, de 0 a 8 min. Les chromatogrammes correspondants aux autres
formulations (B et C) sont reportés en annexe 5. L'étape de précipitation permet donc de récupérer

I'intégralité des surfactants PEGylés a quantifier.
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Figure 96 : Chromatogramme des lipides précipités lors de I'étape de désassemblage des NLC formulation D.
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3.3 Quantification des surfactants PEGylés

Pour chaque chromatogramme de surnageants obtenus apres désassemblage des formulations A, B, C
et D (Figure 95), les pics correspondants au SA-PEG100-GalNAc 10 et aux composants du Myrj™ S40
sont intégrés et les aires sont reportées dans le Tableau annexe 6. Grace aux courbes de calibration
établies précédemment, la quantité exacte de SA-PEG100-GalNAc 10 et de chaque composé du Myrj™
S40 ayant été incorporée dans les particules est déterminée. Le pourcentage d'incorporation peut donc
étre calculé, pour I'ensemble des formulations A, B, C et D (Tableau 10). Le pourcentage
d'incorporation est d'environ 7 % pour le PEG-OH, 47 % pour le PEG-C16 et 54 % pour le PEG-C18 (soit
globalement une moyenne de 36 % pour le Myrj™ S40). Pour les formulations B, C et D, le pourcentage

d'incorporation du SA-PEG1g0-GalNAc 10 est d'environ 85 %.

A B C D
% incorporation PEG-OH 8,3 8,3 3,5 6,8
PEG-C16 45,7 54,3 34,6 54,2
PEG-C18 44,5 57,7 53,6 62,0
Myrji™ s40 32,6 39,9 30,4 40,7
SA-PEG100-GalNAc 10 0 89,5 87,4 78,9

Tableau 10 : Pourcentage d'incorporation des surfactants PEGylés des NLC.

Le SA-PEG100-GalNAc 10 a donc une excellente incorporation dans les NLC fonctionnalisées. Cela peut
s'expliquer par sa chaine stéarate C18 permettant un bon ancrage dans le coeur lipidique. Le Myrj™
S40 a quant a lui une incorporation bien plus faible dans les 4 différentes formulations. Ce faible
pourcentage peut en partie s'expliquer par la composition de ce surfactant. Comme précisé plus haut,
le Myrj™ S40 contient 3 composés différents en quantité égales (PEG-OH, PEG-C16 et PEG-C18
respectivement a hauteur de 30,1 %, 34,6 % et 35,3 % (w/w)). Grace a leur chaine aliphatique en C16

5™ ainsi qu'avec

et C18, les PEG-C16 et PEG-C18 peuvent interagir avec les phospholipides Lipoid s7
les triglycérides. Ces deux composés sont donc bien ancrés a l'interface coeur lipidique/phase aqueuse
des nanoparticules. A contrario, le PEG-OH ne s'incorpore pas a cause de |I'absence d'ancre lipophile.
Il est donc éliminé lors de |'étape de purification par dialyse. Ainsi, aprés purification, le ratio
moléculaire SA-PEG100-GalNAc 10 / Myrj™ S40 n'est plus celui calculé avant formulation (Tableau 11).
Le pourcentage molaire de SA-PEGioo-GalNAc 10 est ainsi supérieur a celui introduit lors de la

formulation (4,6 % versus 2,1 % pour la formulation B, 13,9 % versus 5,3 % pour la formulation C et

23,3 % versus 13,6 % pour la formulation D).
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A B C D
%mol SA-PEG100-GalNAc 10 introduit a la formulation 0 2,1 5,3 13,6
%mol SA-PEG100-GalNAc 10 quantifié 0 4,6 13,9 23,3

Tableau 11 : Quantification du pourcentage de SA-PEG;00-GalNAc 10 a la surface des NLC aprés formulation et purification

par dialyse.

3.4 Densité de surface en ligand GalNAc

Grace a la méthode de quantification établie ci-dessus, les quantités précises de SA-PEG;00-GalNAc 10
sur la surface développée totale des NLC ont pu étre calculées pour chaque formulation. A partir de
ces données, il est possible de déterminer approximativement le nombre de résidus GalNAc a la
surface de chaque nanoparticule ainsi que leur densité a la surface des particules.

Le nombre de particules est déterminé grace au diamétre hydrodynamique établi par DLS ainsi que la
masse des particules obtenue aprés lyophilisation (Tableau 12). L'augmentation de la taille des
particules n'est pas due a un cceur lipidique plus volumineux (Figure 85), la masse totale du coeur (huile
+ cire + phospholipides) restant constante. Il a donc été décidé de prendre comme valeur de diamétre
des particules celui mesuré pour les nanoparticules présentant un faible pourcentage de SA-PEGiqo-
GalNAc 10 ou Myrj™ S100. Cette valeur a donc été fixée a 40 nm. Grace a ce diamétre, le volume du
cceur d'une particule peut étre calculé (34 000 nm?3). La densité des NLC est assimilée a celle des huiles
(1,05) et la masse d'une particule peut ainsi étre calculée (3,5.10"Y” g). En divisant la masse totale des
particules par la masse d'une seule particule, on obtient le nombre total de particules (1,4.10%
particules/100 mg de lipides). Le nombre total de SA-PEG;00-GalNAc 10 divisé par le nombre total de
particules permet d'avoir une valeur approximative du nombre de SA-PEGi00-GalNAc 10 par particule.

Les résultats sont précisés ci-dessous (Tableau 12).
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A B C D
%mol de SA-PEG100-GalNAc 10 0 4,6 13,9 23,3
Diameétre fixé des NLC (nm) 40 40 40 40
Volume des NLC (cm?3) 3,35.10% 3,35.10 3,35.10" 3,35.10%
Masse de 1 NLC (g) 3,52.10Y 3,52.10 3,52.10% 3,52.10"
Masse totale des NLC (g) 0,493 0,5056 0,486 0,5067
Nombre de NLC / 100 mg de lipide 14,01.10% 14,37.10% 13,81.10% 14,40.10%
Nombre total de SA-PEG100-GalNAcC 10 0 19,14.10Y 46,01.10Y 93,64.10"7
SA-PEG100-GalNAc 10 / NLC 0 135 333 650

Tableau 12 : Calculs du nombre de nanoparticules dans un échantillon de 5mL.

Pour déterminer la densité de GalNAc en surface, I'augmentation de la taille des particules (de 40 nm
a 60 nm) due a une quantité plus importante en SA-PEG100-GalNAc 10 (de 136 a 650) a cette fois-ci été
prise en compte. En divisant le nombre de SA-PEGio-GalNAc 10 / particule par la surface
hydrodynamique de chaque lot, on obtient |a densité de surface en GalNAc pour les nanoparticules

des formulations B, C et D. Les résultats sont présentés ci-dessous (Tableau 13).

A B C D
%mol de SA-PEG100-GalNAc 10 0 4,6 13,9 23,3
SA-PEG100-GalNAc 10 / NLC 0 136 333 650
Diametre hydrodynamique (nm) 42 37 52 60
Surface hydrodynamique (nm?2) 5489 4347 8626 11234
Surface / 1 GalNAc (nm?) 0 32 26 17

Tableau 13 : densité de GalNAc en surface des NLC.

Ainsi, les formulations de nanoparticules ont donc 1 GalNAc tous les 32 nm? (B), 1 GalNAc tous les 26
nm? (C) et 1 GalNAc tous les 17 nm? (D). L'ensemble de ces calculs ont également été effectués pour

tous les composants du Myrj™ S40 et sont disponibles en annexe 6 et 7.

4. Conclusion

Des nanoparticules lipidiques de 50 nm décorées par des motifs ciblants GalNAc ont été formulées.
Une stratégie "fonctionnalisation pré-synthese" a été utilisée pour incorporer de manieére efficace le

surfactant SA-PEGigo-GalNAc 10, synthétisé a partir de NH;-PEGig-NHBoc commercial. Afin de
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quantifier précisément la quantité de SA-PEGi00-GalNAc 10 et de Myrj™ S40 incorporée dans les
formulations, une méthode UPLC-ELSD a été optimisée. Différents lots initialement formulés avec 0 %,
2,1%, 5,3 % et 13,6 % (molaires) de SA-PEG100-GalNAc 10 présentaient effectivement aprés dialyse 0
%, 4,6 %, 13,9 % et 23,3 % (molaires) de SA-PEG100-GalNAc 10. Cette augmentation du pourcentage
d’incorporation est expliquée par une excellente incorporation du SA-PEG100-GalNAc 10 (=90 %) par
rapport au Myrj™ S40 (en moyenne 35 %). Cette quantification précise et la taille des NLC nous a
permis d’accéder a des densités de surface en motifs GaINAc comprise entre 136 et 650 motifs par
particule suivant les formulations. La comparaison avec d’autres nanoparticules reportées dans la

littératurel?4219,226,227

sera abordée dans la discussion générale a la fin de ce chapitre mais laisse
présager une reconnaissance efficace des NLC décorées par des motifs ciblants GalNAc par les ASGPR.
Des études sur des cellules hépatiques par cytométrie en flux permettront d’évaluer la capacité de ces
nanoparticules NLC-GalNAc a étre reconnues par les récepteurs aux asialoglycoprotéines (ASGPR) et
entrer dans ces cellules. De plus des expériences par résonance plasmonique de surface (SPR) nous

donneront des informations quant a I'accessibilité des motifs ciblants GalNAc présents a la surface de

ces nanoparticules.
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Evaluation de l'interaction de nanoparticules fonctionnalisées avec des cellules

hépatiques

1. Objectifs et démarche

Les nanoparticules lipidiques développées dans le cadre de ce projet de these ont été formulées avec
différents pourcentages en SA-PEGig-GalNAc 10 afin d’évaluer l'influence du nombre de motifs
GalNAc sur leur capacité a interagir avec les récepteurs aux asialoglycoprotéines (ASGPR). En effet, les
interactions de multivalence obtenues en "décorant" la surface de nanoparticules a I'aide de ce motif
de ciblage GalNAc devraient permettre une meilleure internalisation a l'intérieur des cellules
hépatiques. L'efficacité de ce processus de reconnaissance par les ASGPR dépend de nombreux
parametres structuraux tels que la nature, le nombre et I'orientation des monosaccharides comme
discuté dans I'introduction (Cf Ch 1.4.2).

Au cours de cette these, I'internalisation des NLC a été évaluée par cytométrie en flux (en anglais
Fluorescence-Activated Cell Sorting, FACS) grace a des expériences de saturation et de compétition. De
plus, I'interaction des motifs GalNAc, présents a la surface des NLC, avec une lectine modéle a été
évaluée par des expériences de résonance de plasmons de surface (en anglais Surface Plasmon
Resonance ou SPR).

Ces études ont donc permis d’évaluer la capacité des NLC a étre internalisées dans les cellules
hépatiques en fonction de la densité de surface en sucre GalNAc. Cette relation structure/activité
permettra également une meilleure compréhension des processus d’internalisation de ces

nanoparticules.

2. Etude de I'efficacité d’internalisation par cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique de choix pour évaluer l'internalisation de composés
fluorescents dans des cellules. Elle a dailleurs été utilisée précédemment au laboratoire afin d'évaluer
I'internalisation de glycoconjugués pour la délivrance ciblée de chélateurs du cuivre via une approche
moléculaire.’® Cette technique permet I'analyse d'un grand nombre de cellules avec une grande

vitesse d'acquisition.
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2.1 Cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique d'analyse qui permet I'étude de particules, ici des cellules selon
plusieurs parametres morphologiques ou de fluorescence et ce, de maniére simultanée. Il est possible
d'obtenir les caractéristiques de chaque cellule pour une grande population (plusieurs milliers). La
morphologie des cellules (taille, granulométrie) permet d'obtenir des informations sur leur structure
et viabilité. Leurs propriétés de fluorescence (correspondant aux fluorophores incorporés dans les NLC)

permettent quant a elles de mesurer la propension de ces nanoparticules a entrer dans les cellules.
2.1.1. Principe & Appareillage

Les cellules individualisées passent une a une devant une source lumineuse, le plus fréquemment un
laser. Ce dernier est préféré aux lampes a vapeur de mercure ou au xénon pour sa plus grande
puissance et la finesse du faisceau. Les données optiques résultant de cette excitation de la cellule par
la source laser (diffusion, réflexion, réfraction et fluorescence) sont ensuite collectées et analysées. Le

traitement des données est ensuite réalisé a I’aide du logiciel Cell Quest Pro.

Le cytometre utilisé dans le cadre de cette these est le Beckman Coulter FACsCalibur. Ce cytométre est
composé de 4 parties distinctes (Figure 97) :

Fluidique : Individualise et aligne les cellules avant leur passage devant la source laser

Optique : récolte les informations optiques notamment les perturbations du faisceau laser suite a son
interaction et I'émission de fluorescence

Electronique : Collecte et analyse des signaux optiques

Analyse des données

Analyse

Optique . /
Ve %

A s
A

Electronique

Fluidique

Figure 97 : Appareillage de cytométrie en flux.
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Certains cytomeétres possedent également un systeme de tri cellulaire qui permet la séparation de
cellules selon des parametres définis.

En pratique, I’échantillon contenant les cellules en suspension dans un tampon est fixé
hermétiquement a une tige creuse connectée a I'appareil. De I'air injecté dans ce tube permet ensuite
de les injecter dans une gaine liquide pressurisée. Ce liquide vecteur est composé d'eau distillée ou de
solution saline (PBS, eau de mer filtrée). Grace a la sous-pression de la gaine par rapport a celle de
I'échantillon, les cellules se séparent et s'alignent pour passer individuellement devant le laser. La
vitesse du flux laminaire (entre 6 et 40 m/s) peut étre adaptée en fonction de I'échantillon et en
particulier de sa concentration. Les appareils peuvent analyser jusqu'a 2000 cellules par seconde.
Une fois alignées, les cellules passent une par une a travers un faisceau laser. Les cytometres peuvent
avoir 1, 2 ou méme 5 lasers pour les modeles les plus récents, permettant ainsi de couvrir un plus
grand nombre de longueurs d'ondes (18 pour 5 lasers contre 3 pour 1 laser). Le FACSCalibur possede
deux lasers : 488 nm et 635 nm. Le faisceau est focalisé sur la cellule. La lumiére émise, suite a
I’excitation par la source laser, suit ensuite un canal optique jusqu'aux détecteurs. Des filtres et miroirs
dichroiques permettent la séparation et sélection des longueurs d'ondes allant jusqu'aux détecteurs

(Figure 98).
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Figure 98 : Chemin optique du FACSCalibur.

Il est également possible d'obtenir des informations sur la fluorescence émise par la cellule analysée
aprés excitation par le laser. Les fluorophores utilisés pour ces expériences sont généralement
détectés dans un canal unique de fluorescence. Les filtres et les miroirs dichroiques assurent la

sélectivité des longueurs d'ondes d’émission et la détection est alors spécifique.
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Le systéeme électronique permet de controler les détecteurs (varier le voltage ou le gain). Il permet de
convertir les données optiques en données électroniques et ainsi de traiter les signaux obtenus par les
détecteurs. Les données collectées peuvent étre représentées de différentes maniéres : histogramme,

points, densité, 3D, etc...

2.1.2. Données collectées & exploitation

2.1.2.(a) Morphologie

Chaque cellule qui passe a travers le faisceau laser est un évenement. La lumiere émise par cet
évenement est collectée grace au systéme optique puis analysée par le systeme électronique. Il est
ainsi possible d'obtenir des données relatives a la diffusion aux petits angles (en anglais Forward

Scatter FSC) ou aux grands angles (en anglais Side Scatter SSC) (Figure 99).

FSC | A 180° par rapport au laser

-//
@ A 90° par rapport au laser

Figure 99 : Principe de la diffusion aux petits angles (en anglais Forward Scatter FSC) ou aux grands angles (en anglais Side

Scatter SSC).

La lumiere diffractée aux petits angles (FSC) est collectée sous un angle de 1 a 10°. Elle renseigne sur
la taille des cellules. Il s'agit 1a d'une valeur approximative qui ne permet pas de mesurer avec précision
la taille des cellules mais permet de comparer les cellules entre elles. Elle permet ainsi de discriminer
les débris (trés petite taille) ou les doublets de cellules (grande taille).

La lumiére diffractée aux grands angles (SSC) est collectée a un angle de 90°. Elle donne des
informations sur la structure cellulaire (morphologie, rapport du volume noyau/cytoplasme) et traduit

ce que |'on appelle la granulométrie.
2.1.2.(b) Fluorescence

De maniere simultanée, il est possible d’acquérir, en plus de ces informations morphologiques, des

données de fluorescence. Collectées a un angle de 90°, les émissions de fluorescence peuvent étre
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dues a l'autofluorescence de la cellule ou au marquage par un fluorophore. Ces signaux émis apres
excitation du fluorophore par le laser sont concentrés par une lentille puis séparés selon leur longueur
d'onde grace aux miroirs dichroiques. lls sont ensuite sélectivement captés par les filtres des
photorécepteurs puis amplifiés et convertis en donnés électroniques par les photomultiplicateurs. Ici,

le voltage est proportionnel a la quantité de photons regus.

2.1.3. Analyse des données

Les données collectées décrites ci-dessus peuvent étre analysées et exprimées sous différentes formes
par le logiciel CellQuestPro® (Figure 100). La plus commune est |I’histogramme qui représente le
nombre d'événements ("counts") exprimé en fonction de l'intensité de fluorescence mesurée pour
chaque évenement. Le diagramme point par point permet de mettre en relation 2 parametres comme

I'intensité de fluorescence et la taille des cellules (Figure 100).

a) b)

g LG180126.002 LG180126.002
1

Counts

10! 102 108
0 200 400 600 800 1000
Fluorophore :
Taille
Sample 1D: 21- F50 0% 25ug/mL 30mn Sample ID: 21- F50 0% 25ug/mL 30mn
Marker % Gated Mean Median _Quad % Gated
uL 0.00
Al 10000 7576 63.21 UR 93.44
M3 9993 7581 63.21 LL 0.00
M2 9368  80.02 66.12 LR 6.56

M1 6.42 1278 13.82

Figure 100 : Exemples de résultats obtenus pour l'incubation (30mn) de nanoparticules lipidiques chargées en fluorophore
(DiD) sur des cellules HepG2, a — nombre d’événements en fonction de I'Intensité de fluorescence b - Taille des cellules en

fonction de l'intensité de fluorescence (indique le pourcentage de cellules positives).

2.1.4. Sélection & Réglages

Les cellules en nécrose ou en apoptose ont des tailles plus petites et produisent plus de débris,
conduisant a des valeurs de FSC plus petites que pour des cellules saines. De plus, leurs membranes
perdent leur intégrité ; des changements morphologiques s'opéerent et les cellules deviennent plus

granuleuses conduisant a des SSC plus grandes (Figure 101).
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Figure 101 : Exemple de sélections de population de cellules vivantes.

Afin de s’affranchir des événements correspondant a des cellules mortes, en apoptose, aux débris ou
encore a des doublets de cellules (taille supérieure), il est nécessaire de sélectionner une population
de cellules vivantes. Ceci est réalisé au préalable sur des cellules contréle en analysant uniquement les
paramétres structurels de taille (FSC) et la granulométrie (SSC). Une sélection, appelée « gate » est
ainsi effectuée autour de la population de cellules vivantes (Figure 101A). Cette gate permet d’évaluer
la viabilité des cellules en présence d’un composé cytotoxique. A titre d’illustration, les Figure 101B et
Figure 101C représentent le diagramme point par point FSC/SSC des mémes cellules apreés incubation
avec une quantité croissante de composé cytotoxique. En présence d’une quantité d’agent cytotoxique
plus importante (Figure 101C) une nette augmentation de la granulométrie et |'apparition
d’événements de petites tailles sont détectées. Le nuage de point s’oriente différemment. Le nombre
d’événements dans la gate sélectionnée pour la population de cellules contréles permet de calculer le

pourcentage de cellules vivantes.

2.2 Choix du type cellulaire, des nanoparticules et du fluorophore

2.2.1. Cellules

Pour ces expériences de cytométrie en flux, la lignée cellulaire HepG2 a été choisie. Une lignée est
issue d’une isolation clonale, elle correspond donc a un type cellulaire bien défini qui évolue peu au
cours du temps et qui a été immortalisée ; les cellules peuvent se diviser indéfiniment. L'immortalité
peut étre due a la nature des cellules cancéreuses ou les cellules ont pu étre modifiées génétiquement

("immortalisées"). Les cellules HepG2 sont des cellules hépatiques humaines cancéreuses prélevées
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par biopsie d’un hépatocarcinome en 1979.2% Elles sont trés largement utilisées en tant que modéle

é2%° ou de délivrance ciblée vers le foie.

d’hépatocytes humains pour des essais de cytotoxicit
Ces cellules possédent a leur surface et de maniére abondante, le récepteur aux asialoglycoprotéines
(ASGPR). Plus de 75 000 lectines, capables de reconnaitre les motifs GalNAc, sont présentes par cellule
; faisant des cellules HepG2 un des modeéles les plus décrits pour I'étude des mécanismes
d’internalisation médiés par ce recepteur.?°

L'avantage d’utiliser une lignée cellulaire est la possibilité de reproduire facilement une expérience
avec un modeéle biologique relativement stable dans le temps. De plus, ces cellules ont un temps de
génération d’environ 20h, relativement rapide. Ce sont également des cellules adhérentes, ce qui
signifie qu’elles s’attachent au support sur lequel elles sont cultivées, un aspect pratique pour les
étapes de ringage ol les cellules en suspension peuvent étre perdues. Par contre, ces cellules ont une

certaine propension a s’agréger, compliquant I’analyse par cytométrie en flux ou les cellules doivent

étre séparées et alignées.

2.2.2. Nanoparticules

Les nanoparticules congues dans le cadre de ce projet pour la délivrance de chélateurs de cuivre vers
le foie ont un diameétre hydrodynamique de 50 nm. En effet, il a été montré que les nanoparticules de
diametre inférieur a 100 nm présentent un intérét tout particulier pour la délivrance de
médicaments.?®! Leur petite taille leur permet de réduire leur prise en charge par les macrophages.
Ces particules ont donc un temps de circulation dans le sang plus long. Elles peuvent également entrer
en contact avec les hépatocytes en passant par les pores des sinusoides. Ceux-ci sont composés, entre
autres, de cellules endothéliales perforées par des fenétres de 150-175 nm.?32 Les particules de moins
de 100 nm ont donc de maniére générale une meilleure internalisation cellulaire. De plus, une étude
sur la taille optimale pour l'internalisation de liposomes fonctionnalisés par des motifs Gal ou GalNAc

a montré qu'un maximum d’internalisation était atteint pour des particules de 70 nm.2%*

Les nanoparticules lipidiques développées dans le cadre de ce projet de these ont été formulées avec
différents pourcentages en SA-PEG100-GalNAc 10 quantifiés dans la partie précédente : Formulation A
(0 %), Formulation B (4,6 %), Formulation C (13,9 %) et Formulation D (23,3 %).

Ceci nous permettra d’évaluer I'influence du nombre de motifs GalNAc sur leur capacité a interagir
avec les récepteurs aux asialoglycoprotéines (ASGPR).

Des nanoparticules contréles F50-Myrj™ S100, présentant des pourcentages similaires en Myrj™ S100

(Formulation B', C' et D'), ont également été formulées. Comme nous I'avons vu précédemment (Cf Ch
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1.2.1), le Myrj™ S100 posséde une taille similaire au SA-PEG100-GalNAc 10. Elles serviront de contrdles

afin d'évaluer I'impact de la présence des sucres GalNAc sur la reconnaissance par les ASGPR (Figure

102).

Figure 102 : Nanoparticules évaluées par cytométrie en flux a - F50-0 % ; b - F50-Myrj™ S100 ; ¢ - F50-GalNAc.

2.2.3. Fluorophore

Afin d’évaluer la quantité de NLC effectivement internalisée dans les cellules HepG2 par cytométrie en
flux, un fluorophore, le DiD (1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindodicarbocyanine, 4-
Chlorobenzenesulfonate Salt), est encapsulé a l'intérieur des NLC. Le DiD est un dérivé lipophile de la
cyanine 5 utilisé classiquement pour le marquage des Lipidots™ (Cf Ch 1.3.2). Il est encapsulé a plus de
99 % dans le coeur des nanoparticules sans modifier leur diamétre ni les déstabiliser (Figure 103).18% De

plus, le DiD conserve ses propriétés de fluorescence et ne diffuse pas a I'extérieur des nanoparticules.

b
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Figure 103 : a — Structure du fluorophore 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindodicarbocyanine, 4-
Chlorobenzenesulfonate Salt (DiD), b - Distribution de taille de nanoparticules non-dopées et charges en fluorophore (DiD ou
DiR) mesurée par DLS dans un tampon PBS 0,1X. Sur la photo — gauche : NLC chargées en DiR, milieu : NLC non-dopées,
droite : NLC chargées en DiD.
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Le DiD a une longueur d’onde d’excitation a 644 nm et d’émission a 663 nm, compatible avec le
cytometre. De plus, 'autofluorescence des cellules est minime dans cette gamme de longueurs
d’ondes. Ceci permet donc d’avoir une détection spécifique en optimisant le rapport signal/bruit.
Pour permettre son encapsulation dans les NLC, le fluorophore est solubilisé dans du dichlorométhane
et ajouté a la phase lipidique contenant la cire, I'huile et les phospholipides. Aprés évaporation sous
pression réduite du solvant, les nanoparticules sont formulées comme décrit dans la Figure 67.

Tous les lots utilisés pour ces analyses par cytométrie en flux contiennent une quantité identique en
DiD encapsulé et leur fluorescence est systématiquement mesurée avant chaque expérience afin de

contrdler d’éventuels perte ou photoblanchiment du fluorophore.

Des images obtenues par microscopie confocale ont permis d'observer le devenir des NLC chargées en

DiD sur la lignée cellulaire HepG2 (Figure 104).

Figure 104 : Cellules HepG2 dont I'ADN contenu dans les noyaux a été marqué au Hoechst (bleu). Observation de la
fluorescence émise par le DiD (rouge) encapsulé dans les NLC au sein de cellules apres 30 min d'incubation, 37 °C, 5 % CO,, et

fixation des cellules.

Les NLC semblent ici s'accumuler dans des vésicules a l'intérieur des cellules hépatiques. De plus,
aucune fluorescence n'est visible au niveau des membranes cytoplasmiques. Les NLC ne restent donc
pas accrochées a I'extérieur des cellules et la fluorescence mesurée en cytométrie en flux sera due

uniquement aux NLC ayant été effectivement internalisées.
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2.3 Mise au point des expériences de cytométrie en flux
2.3.1. Expérimentation FACS

Pour les expériences de cytométrie en flux, les cellules sont mises en culture dans des plaques 12 puits
puis incubées avec les nanoparticules pendant 30 min, 37 °C, 5 % CO, (Figure 105). Le cycle
d'internalisation des ASGPR est d'environ 10 min,?*® ce temps de 30 min est donc théoriquement
suffisant pour permettre l'internalisation des NLC. Les cellules sont ensuite lavées afin d'éliminer les
particules n’ayant pas été incorporées, puis détachées de leur support. Pour cela, un traitement
trypsine-EDTA est appliqué. La trypsine est une protéase du suc pancréatique qui hydrolyse les liaisons
peptidiques, responsables de I'adhésion des cellules. L'EDTA quant a lui favorise la déstabilisation des
protéines d'adhérence, facilitant ainsi |'activité de la trypsine. Une fois décrochées, les cellules sont
mises en suspension dans du tampon de dissociation afin d'éviter que les hépatocytes ne s'agregent.
Celui-ci est composé de PBS et d'EDTA et ne comporte pas de calcium ni de magnésium afin de bloquer

les mécanismes d'adhésion.
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HepG2 en culture
— plaque 12 puits

Ajout de nanoparticules Incubation 30mn,
marquées 37°C, 5% CO,

.. Transfert dans un tube
- .. FACS et passage au
™ cytometre
L]
L]
Lavage au PBS Suspension des cellules par ‘

ajout de trypsine + EDTA

Figure 105 : Préparation des échantillons pour le FACS

Les cellules en suspension dans le tube polypropyléne sont conservées dans la glace avant leur passage
au cytomeétre. Le froid permet de ralentir les mécanismes cellulaires et évite un éventuel relargage des

nanoparticules.
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2.3.2. Evaluation des résultats

Les résultats obtenus en cytométrie en flux sont analysés sur 20 000 cellules vivantes collectées par le
cytomeétre. Pour chaque expérience, un contréle composé de cellules n'ayant pas été incubées avec
les nanoparticules est systématique réalisé. |l représente la répartition de taille et granulométrie d'une
population cellulaire vivantes ou « gate » comme discuté précédemment (Figure 101).

Afin d'évaluer la capacité de particules a entrer dans les cellules hépatiques, l'intensité de fluorescence
des hépatocytes est mesurée. Aux longueurs d'onde du DiD (644/663 nm), les cellules auto-fluorescent
faiblement. Lorsque celles-ci sont incubées avec des NLC chargées en DiD (NLC-DiD), on peut voir une
augmentation de la fluorescence correspondant a l'internalisation de particules dans la cellule. On
peut voir en Figure 106 que méme a faible concentration (25 pg/mL), la quasi-totalité des cellules ont
internalisé des NLC. L'utilisation du pourcentage de cellules positives n'est donc pas I'outil adéquat

pour comparer les NLC-GalNAc avec les autres nanoparticules.

a b

LG180126.001 LG180126.002

104
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Figure 106 : Pourcentage de cellules HepG2 positives évalué par cytométrie en flux a — cellules contréles, observation de
'autofluorescence des cellules b — cellules incubées pendant 30 min avec des NLC Formulation A (0 %) a 25 ug/mL en lipides.
93,44 % des cellules sont dites "positives" ; elles ont incorporé suffisamment de NLC pour passer le seuil de fluorescence

choisi.

Pour les différentes conditions testées, la Moyenne d'Intensité de Fluorescence (MFI) peut également
étre comparée.?® Dans le cas de NLC et a concentration égale, une MFI plus grande signifie qu'une
plus grande quantité de nanoparticules a été internalisée. Généralement, les données de fluorescence
peuvent étre source d'erreurs car dépendantes de nombreux parametres : pH, potentiel oxydo-
réducteur du milieu. Ici, comme le fluorophore est incorporé a l'intérieur des NLC, il n'est pas en
contact direct avec le milieu extérieur et de ce fait, est moins affecté par les changements qui peuvent

survenir en contact direct avec le milieu intracellulaire.

En plus d'analyser les MFI, la comparaison des concentrations efficaces médianes (EC50) de saturation

de fluorescence peut étre intéressante. L'EC50 est la concentration en nanoparticules a laquelle 50 %
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de l'intensité maximale de fluorescence est atteinte. Cet indicateur est un parameétre pertinent pour
comparer |'efficacité d'internalisation des NLC lorsque le méme mécanisme est mis en jeu. Il permet

également de mettre en évidence des mécanismes différents.

2.4 Expérience & résultats

2.4.1. Toxicité des nanoparticules

La toxicité des NLC développées au DTBS a déja été évaluée précédemment dans de nombreuses

étud esl38,183,184,234

mais jamais sur des cellules HepG2. Les nanoparticules contréles (Formulation A, 0
%) sont toxiques a environ 1000 pg/mL en lipides sur cellules MCF-7 (lignée tumorale mammaire) aprés
24h d'incubation.?* Pour les expériences de cytométrie en flux, il a donc été décidé de travailler sur
une gamme de concentration ou les nanoparticules n'entrainent pas de toxicité au niveau des cellules.
Cette gamme a donc été fixée de 0 pg/mL a 500 pg/mL en particules.

La toxicité négligeable des NLC a la plus forte concentration (500 pg/mL) a été confirmée par

cytométrie en flux pour un temps d'incubation de 30 min (Figure 107).
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Figure 107 : Diagrammes point par point de la granulométrie (SSC) des cellules HepG2 en fonction de leur taille
(FSC, 20 000 cellules). La région de cellules viables déterminée sur le contréle est ici entourée et dupliquée sur les analyses en
présence de NPs (incubation 30 min). Gauche : cellules contréles ; Milieu : cellules incubées avec les NLC A (0%), a 500 ug/mL

; Droite : cellules incubées avec les NLC D (23,3% GalNAc) a 500 ug/mL.

La fenétre effectuée autour de la population de cellules vivantes sur le contréle sans NLC indique un
pourcentage de cellules vivantes de 83 %. Cette méme fenétre, appliquée aux diagrammes

correspondants aux populations de cellules incubées avec les formulations A et D, indique des
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pourcentages de cellules viables de 88 % pour la formulation A et 86 % pour la formulation D. Les
différents lots de nanoparticules utilisés ne sont donc pas toxiques pour les cellules HepG2 a la

concentration maximale utilisée 500 pg/mL pour un temps d'incubation de 30 min.

2.4.2. Internalisation des NLC dans les cellules HepG2

L'internalisation des différents lots de nanoparticules dopées en fluorophore est étudiée par
cytométrie en flux sur les cellules humaines HepG2 exprimant les ASGPR. Cette étude donne des

éléments de compréhension sur les mécanismes d'internalisation des NLC dans les cellules hépatiques.

2.4.2.(a) Comparaison des MFI

Les cellules sont incubées pendant 30 min en présence des NLC décorées par des motifs GalNAc
(Formulations B, C et D), des formulations controles (Formulations B', C', D') et des F50-0 %
(Formulation A) dans une gamme de concentration de 0 a 500 pg/mL en lipides. Les courbes
représentant l'intensité moyenne de fluorescence (MFI) en fonction de la concentration en NLC sont
reportées Figure 108. Ces courbes donnent des indications sur la capacité des NLC a entrer dans les

cellules HepG2 et le processus d'internalisation.
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Figure 108 : Courbe d'internalisation des NLC (dopées en fluorophore DiD) de 0 & 500 ug/mL dans les cellules HepG2 aprés

30 min d'incubation. MFl = Mean Fluorescence Intensity, n=3.

Pour chaque lot de NLC testé, une hyperbole est obtenue. Ce type de courbe est souvent obtenu dans

3

le cadre de l'internalisation de nanoparticules lipidique'®® et montre ici que, quel que soit la

formulation, les NLC entrent bien dans les cellules hépatiques.
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Les moyennes des intensités de fluorescence maximales (MFI-max) pour les formulations D (23,3 %
GalNACc) et A (0 %) sont supérieures aux autres formulations (395 et 350 respectivement contre 250 a
170). Les formulations B, C et les contrdles B’, C' et D’ sont internalisés avec la méme efficacité. Il
semble donc que dans le cas de ces derniéres formulations les motifs GalNAc n’aient pas d’influence
sur le processus d’internalisation. Par contre une meilleure internalisation est obtenue avec les
formulations A (0%) et D (23,3 % GalNAc).

Les NLC de la formulation A sont de petite taille et surtout, ne possedent pas de surfactants « longs »
PEGylésino, ce qui pourrait étre a l'origine de cette meilleure internalisation. La comparaison des
courbes pour la formulation D (23,3 %) et le contréole D' correspondant (présentés Figure 109) met en
évidence une différence significative d’internalisation. La composition et |a taille de ces nanoparticules
est la méme. La seule différence est la présence, ou non, du ligand GalNAc a I’extrémité des surfactants

PEGylés.
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Figure 109 : Courbe d'internalisation des NLC Formulation D (23,3 % GalNAc) et D' (23,3 % Myrj™ S100) de 0 a 500 ug/mL en

lipides dans les cellules HepG2 aprés 30 min d'incubation, n=3.

Ceci montre que la présence de motifs GalNAc, en quantité importante, a une influence notable sur
I'internalisation des NLC dans les cellules hépatiques. Comme discuté précédemment, de nombreux
parameétres structuraux jouent un role clé dans les interactions de multivalence avec les ASGPR. Il est
donc possible que le nombre et 'orientation des motifs GalNAc dans la formulation D permettent une

géométrie adaptée pour la reconnaissance par les ASGPR.
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2.4.2.(b) Détermination et comparaison des EC50

Pour comparer les différents types de NLC, les EC50 ont été déterminés grace a la modélisation de
I'équation de Hill.?3> Cette équation est classiquement utilisée en pharmacologie pour représenter des
résultats d'expériences de liaison d'un ligand a son récepteur.

Equation de Hill :

— ymax X le
Y = EC50m + xm)

Vmax €St la valeur maximale de y (intensité de fluorescence)

x est la concentration en lipides de nanoparticules

EC50 est la valeur de x a 50 % du plateau (soit pour y = max)

n est le coefficient de Hill, il reflete le nombre de ligands liés par récepteurs ou peut étre considéré
comme un coefficient "d’interaction”. Il reflete alors la coopérativité entre plusieurs sites de liaison de
ligands.

Sin =1, unligand se lie simplement a un récepteur, comme dans |'équation de Michaelis et Menten.
Sin>1,ilyaplusd'unsite de liaison par récepteur. Ce nombre peut également étre interprété comme
une coopération positive. La liaison d'un ligand facilite la liaison du ligand suivant au niveau d'autres
sites de liaison du récepteur.

Sin<1,ilyathéoriguement moins d'un site de liaison par récepteur. Il peut ici y avoir une coopération
négative. La liaison d'un ligand diminue |'affinité du récepteur pour des liaisons ultérieures d'autres

ligands.

Grace a cette équation, il est donc possible de déterminer les EC50 des différentes courbes. Un

exemple de modélisation de cette équation pour la Formulation D est présenté en Figure 110.
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Figure 110 : Courbe d’internalisation des nanoparticules lipidiques Formulation A (23,3 % GalNAc) de 0 a 500 ug/mL en

lipides de NLC dans les cellules HepG2 (*) modélisées par une équation de Hill (-).
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Les données d'EC50 et du coefficient de Hill n, obtenus grace aux fits effectués a I'aide de I'équation

de Hill, sont répertoriés dans le Tableau 14.

Coefficient de Hill EC50
n (ng/mL)
A (0 %) 1,3+0,2 36+8
B (4,6 % GalNAc) 1,5+0,6 43+7
C (13,9 % GalNAc) 1,5+0,5 4114
D (23,3 % GalNAc) 1,5+ 0,6 70+ 15
B' (4,6 % Myrj™ $100) 1,0+0,2 47+6
C' (13,9 % Myrji™ $100) 1,3+0,6 44 £ 10
D'(23,3% l\/Iyro'VI $100) 1,7+0,7 45 £ 20

Tableau 14 : Résultats d'EC50 et de coefficient de Hill modélisés grdce a I'équation de Hill.

Les valeurs d'EC50 et de coefficient de Hill sont similaires pour tous les lots (43 £ 4 pg/mLet 1,4+0,9
respectivement) a I’exception de la Formulation D dont I'EC50 est de 70 + 15 pg/mL. Cette valeur, trés
différente des autres, suggere alors que les NLC de la formulation D ne sont pas internalisés par le
méme récepteur que les autres formulations de nanoparticules.

L'étude des MFlmax montre une meilleure internalisation des NLC de la formulation D. Ces résultats
vont donc également dans le sens d’un mécanisme d’entrée différent pour la Formulation D par
rapport aux autres formulations. Il est donc possible que pour ce lot de NLC (formulation D),
I'accessibilité et I'orientation spatiale des motifs GaINAc permettent une reconnaissance par les

ASGPR, et que le mécanisme d'internalisation des autres NLC soit différent.

2.5 Conclusion

Dans les expériences précédentes, la quantité de GalNAc présents a la surface des nanoparticules
lipidiques (NLC) a été déterminée avec précision par UPLC couplé a une détection ELSD.

L'évaluation de l'internalisation dans les cellules HepG2 des NLC décorées par des GalNAc par
cytométrie en flux a montré que :

- Toutes les NLC sont tres rapidement et facilement internalisés dans les hépatocytes
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- Les sucres GalNAc n’ont pas d’influence significative sur l'internalisation des NLC pour les
formulations B et C (respectivement 4,6 % et 13,9 % SA-PEG100-GalNAc 10)

- En quantité plus importante (Formulation D ; 23,3 % SA-PEG100-GalNAc 10), ces sucres ont un impact
significatif sur le processus d’internalisation. Ceci suggére un mécanisme différent pour ces
nanoparticules qui pourrait étre médié par les ASGPR.

Plusieurs hypotheses peuvent expliquer ces différences de processus d’internalisation :

- La densité de surface en GalNAc (et I'organisation spatiale des sucres) dans la formulation D permet
une reconnaissance multivalente par les ASGPR alors que celle-ci n’est pas suffisante dans le cas des
formulations B et C.

- Les sucres GalNAc a I’extrémité des surfactants des formulations B et C ne sont pas accessibles pour

la reconnaissance des ASGPR (conformation champignon par exemple (Figure 122)).

Afin d'évaluer l'accessibilité des GalNAc a la surface des NLC, des expériences de résonance des

plasmons de surface ont été effectuées.

3. Evaluation de l'accessibilité des ligands GalNAc a la surface des NLC par

résonance de plasmons de surface

La résonance de plasmons de surface (SPR) est une technique de choix pour étudier I'interaction d’un
ligand avec son récepteur. Dans le cadre de cette thése, une lectine reconnaissant spécifiquement les
motifs GalNAc, la macrophage galactose-type lectin (MGL)?*® et la Dendritic Cell-Specific ICAM3-
Grabbing Nonintegrin (DC-SIGN), utilisée comme controle négatif, ont été greffées sur une surface
d'or. L'interaction entre les sucres GalNAc présents a la surface des NLC et le récepteur est ensuite
évaluée par SPR sur un systéme Biacore T200 sur puce CM3 série S. Pour ces expériences, les
formulations B, C et les contrdles incorporant un pourcentage identique de Myrj™ S100, B' et C' ont
été analysées. La formulation D, dégradée apres les expériences de cytométrie en flux, n'a
malheureusement pas pu étre testée. Ces travaux ont été effectués a I'IBS dans I'équipe de Franck

Fieschi en collaboration avec Corinne Deniaud.

3.1 Larésonance de plasmons de surface

La résonance de plasmons de surface (SPR) permet d'obtenir des informations sur des interactions
entre des molécules. Dans le cas ci-présent, une lectine (la MGL) est immobilisée sur une surface d'or

recouverte d'un polymére de glucose, le dextran. Les NLC fonctionnalisées par des GalNAc sont ensuite
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injectées. La SPR permet I'analyse de cette interaction grace a un changement de |'angle du rayon

réfléchi 6.
3.1.1. Principe
Avant d'aborder en détail le principe de la SPR, il est nécessaire de rappeler certaines notions.

Les plasmons de surface

Dans les métaux tels que I'or ou I'argent, les électrons libres peuvent générer une oscillation de la
densité de charge. Cette onde distincte est appelée onde plasma. Un plasma est composé d'atomes
ou de molécules partiellement voire totalement ionisés, mais dont la charge globale reste neutre. A
titre d'exemple, un plasma d'hydrogene est composé d'atomes d'hydrogeéne H, de protons hydrogene
H* et d'électrons e". L'oscillation des électrons, induite par le couplage avec des photons, sont appelés
les plasmons. Les plasmons de surface (SPs) sont donc des ondes de surface. Elles se propagent selon
une composante longitudinale a une interface métal (or) et milieu diélectrique (verre ; non conducteur
mais polarisable).

Notion de lumiere polarisée et onde évanescente

Un faisceau de lumiéere polarisée monochromatique, lorsqu'il traverse deux milieux possédant des
indices de réfractions différents, est réfléchi et réfracté (Figure 111a). Il est cependant possible
d'obtenir une réflexion totale de la lumiere en ajustant I'angle du rayon réfléchi 6 (a la résonnance).
Malgré cette réflexion totale, une onde se propage a travers l'interface des deux milieux, I'onde

évanescente (Figure 111b).

Lumiére polarisée - _
Lumiére polarisée

monochromatique

 Bricomnance
Lumiére réfléchie Air ) Lumiére réfléchie

Plaque de verre Plaque de verre ‘

monochromatique

Air

Liguide

Lumiére réfractée Liquide

v

Figure 111 : Principe de réfraction de la lumiere et génération d'onde évanescente a — Réflexion partielle de la lumiéere b —

Réflexion totale de la lumiére a I'angle de résonnance et génération d'une onde évanescente.

En pratique, une fine couche d'or est déposée sur une surface. Un prisme est utilisé afin de réaliser le
couplage entre les photons de la lumiére incidente et les électrons du métal. A la résonance, les

plasmons de surface ainsi générés sont une onde évanescente. Cette onde évanescente est le point
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clé des mesures d'interactions. Une perturbation méme infime de cette onde induit une modification

de I'angle de résonance.

Dans le cadre de ce projet, la StrepTactine est d’abord immobilisée sur la surface d'or, recouverte de
dextran, d’'une puce CM3 série S. Elle permettra ensuite la fonctionnalisation de la surface par les

lectines MGL et portant une étiquette StrepTagll (Figure 112).

Or

StrepTagll

Domaine de reconnaissance
des carbohydrates

Figure 112 : Fonctionnalisation de la surface de dextran par la StrepTactine permettant le greffage d'une lectine-StrepTagll

possédant 3 domaines de reconnaissance des carbohydrates.

Ensuite, un flux continu de tampon chargé en nanoparticules lipidiques permet de mettre en contact
les NLC avec les récepteurs. L'interaction entre les NLC-GalNAc et les lectines entraine une
perturbation dans I'onde évanescente ayant pour conséquence un changement de I'angle SPR. Cette
variation est enregistrée par un détecteur. Il est alors possible de suivre en temps réel la fixation des

ligands (Figure 113).
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Figure 113 : Principe de I'analyse SPR. Le systéeme SPR est composé d'une partie fluidique permettant I'injection de composés

en solution au niveau d'une surface d'or ot sont greffés les récepteurs. Une source de lumiére polarisée génére une onde
plasmonique induisant des changements au niveau de I'angle de la lumiere réfléchie. Ce faisceau est ensuite collecté par un

détecteur optique convertissant les données optiques en sensorgramme.

3.1.2. Choix des lectines et établissement des voies

La technique de SPR sur le Biacore permet d’analyser en série un échantillon sur plusieurs surfaces
fonctionnalisées de maniére différentes. Ceci permet d'évaluer et de comparer l'interaction d’un
méme composé avec différents récepteurs.

Comme présenté précédemment, les lectines utilisées dans le cadre de ces expériences de SPR sont la
macrophage galactose-type lectin (MGL)*® et la Dendritic Cell-Specific ICAM3-Grabbing Nonintegrin
(DC-SIGN).%7 Ces lectines de type C possédent un domaine de reconnaissance des carbohydrates (CRD)
impliquant un atome de calcium lors de I'interaction protéine-sucre.

Macrophage galactose-type lectin MGL

La MGL humaine est une lectine transmembranaire reconnaissant les monosaccharides galactose et
GalNAc. Elle est présente a la surface des macrophages et des cellules dendritiques. Deux isoformes
de la MGL existent et ont été clonés séparément par deux équipes. L'isoforme 1 a été obtenue a partir
de cellules dendritiques (DC) et appelée DC-ASGPR pour sa sélectivité similaire a celle de I'ASGPR.2*®
L'isoforme 2 a quant a elle été obtenue a partir de macrophages : la MGL.2* La MGL et la DC-ASGPR

possedent des CRD identiques, suggérant qu'elles reconnaissent les méme sucres.
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Le domaine extracellulaire de la lectine humaine MGL (MGL S ECD) a été cloné a partir de la séquence
de l'isoforme 2. Cette lectine, utilisée ici pour les expériences de SPR, posséde des domaines de
reconnaissance des carbohydrates (CRD).23® Elle reconnait spécifiquement les motifs N-acétyl-D-
galactosamine et sera utilisée pour la reconnaissance des sucres GalNAc sur les NLC fonctionnalisées.
Elle permettra alors de déterminer I'accessibilité de ces sucres en surface des nanoparticules.
Dendritic Cell-Specific ICAM3-Grabbing Nonintegrin DC-SIGN

La DC-SIGN est une lectine membranaire possédant 4 CRD permettant ainsi de reconnaitre des motifs
multivalents.?*® Ces domaines reconnaissent spécifiquement les résidus mannose. Cette lectine est
présente a la surface des cellules dendritiques et est notamment connue pour son réle de protéine
récepteur du VIH.?*! Elle servira ici de contrdle de sélectivité, afin de vérifier que I'interaction observée

entre la MGL et les NLC est spécifiquement due aux GalNAc.

Ces lectines, portant une étiquette StrepTagll, ont été greffées a la surface d'or recouverte de dextran
par liaison spécifique avec la StrepTactine. Les différents canaux résultants sont répertoriés dans le

tableau ci-dessous (Tableau 15).

FC1 StrepTactine

FC2 StrepTactine/MGL S ECD
FC3 StrepTactine/MGL S ECD
FC4 StrepTactine/DC-SIGN S ECD

Tableau 15 : Correspondances des canaux utilisés en SPR avec la fonctionnalisation effectuée.

Le canal FC1 est un canal contrdle, fonctionnalisé uniquement par la StrepTactine. Les canaux FC2 et
FC3 sont les canaux ol les puces ont été fonctionnalisées par la lectine MGL reconnaissant
spécifiguement les GalNAc. La présence de ces deux canaux identiques permettra un dupliqua des
résultats. Le canal FC4 est fonctionnalisé par la lectine DC-SIGN S ECD reconnaissant spécifiqguement

les sucres mannoses et servira de contréle négatif.

3.1.3. Acquisition des résultats

L'injection d'un composé interagissant avec le récepteur greffé a la surface d'une puce génére un

sensorgramme représentant le signal obtenu en fonction du temps (Figure 114).
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Figure 114 : Sensorgramme obtenu pour le passage de BSA-GalNAc sur biocapteurs fonctionnalisés par la lectine MGL.

Durant la phase d'association, les ligands GalNAc se lient au récepteur.

Un palier est ensuite atteint lorsque |'on atteint I'équilibre.

Le flux de ligand est ensuite stoppé et une décroissance est observée, indiquant un début de
dissociation des ligands.

L'EDTA est ensuite ajouté. Ce composé permet de chélater les ions Ca?* présents dans le milieu. Les
lectines utilisées dans cette expérience étant calcium dépendantes, cette injection d'EDTA permet la
dissociation totale des ligands GalNAc de leur récepteur.

La surface est ainsi régénérée et peut a nouveau étre utilisée.

Les composés a analyser sont donc passés successivement sur les différentes voies (de FC1 a FC4). Pour
analyser les résultats, le logiciel BlIAeval permet de soustraire la piste FC1 (contréle StrepTactine) aux
différentes pistes afin de s'affranchir des interactions non spécifiques. Par exemple, I'analyse de
I'interaction observée en FC3 est présentée sous la forme de FC3 - FC1.

La FC2 et FC3 ayant montré des résultats identiques pour toutes les expériences, seule la FC3 sera

présentée ici.

3.2 Mise au point de I'expérience

Les puces sont recouvertes d'une surface de dextran sur laquelle il est d'abord nécessaire de greffer la

StrepTactine. Ensuite, les voies FC2, FC3 et FC4 sont fonctionnalisées avec les lectines.
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3.2.1. Fonctionnalisation de la surface de dextran

Pour greffer la StrepTactine sur la surface de dextran, 80 pL d'un mélange d’EDC/NHS a 0,05 M sont
injectés sur les pistes FC1, FC2, FC3 et FC4 a 5 pL/min. En conservant le méme débit, 195 L de
StrepTactine a 170 ug/mL sont injectés sur les différentes pistes. La surface est ensuite inactivée par
ajout de 80 pL d'éthanolamine. Le lavage de la surface est réalisé a un débit de 100 uL/min avec 100
pL de HCI 10 mM et 100 pL de NaCl 1 M / NaOH 50 mM.

Le sensorgramme obtenu est identique pour les 4 pistes et caractéristique de ce type de

fonctionnalisation (Cf annexe 8).

Les lectines MGL S ECD et DC-SIGN S ECD sont ensuite greffées sur la surface StrepTactine. Ces étapes
concernent donc uniquement les canaux FC2, FC3 et FC4 et sont identiques. Bien que la fixation des
lectines se fasse via l'interaction entre la StrepTactine et le StrepTagll présent en NTer des protéines,
une activation EDC/NHS est tout de méme réalisée afin d'obtenir un couplage covalent qui assure la
stabilité de la surface. A un débit de 5 uL/min, 50 uL de EDC/NHS sont injectés. Ensuite, 45 uL de lectine
(MGL S EDC ou DC-SIGN S ECD) a 100 ug/mL sont ajoutés. La surface est ensuite inactivée par 50 pL
d'éthanolamine pH 8 1 M puis lavée avec 20 pL de NaCl 1 M / NaOH 50 mM a 100 pL/min.

3.2.2. Contr6les des voies

Afin de vérifier la fonctionnalisation effective des différents canaux, une titration de ligands connus
des lectines est réalisée. Sur la surface MGL S ECD, la BSA-GalNAc est titrée et sur la surface DC-SIGN
S ECD, on utilise la BSA-Man.

Les titrations sont effectuées par dilutions en cascade au demi de solutions stock de BSA-GalNAc (1uM
a 5,6 pM) et BSA-Man (266 nM a 0,26 nM) dans du tampon de course. Celui-ci est composé de : 1xPBS
1 mM CacCl,, 0,05 % Tween20.

3.2.2.(a) Titration BSA-GalNAc

La BSA-GalNAc est une protéine de sérum albumine bovin galactosylée. Elle posséde 28 GalNAc a sa
surface et est utilisée ici pour évaluer l'interaction entre la MGL S ECD et la BSA-GalNAc. Les

sensorgrammes obtenus pour les FC3 - FC1 et FC4 — FC1 sont présentés Figure 115.
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Figure 115 : Titration de la BSA-GalNAc (de 0 a 1 000 nM) sur les surfaces MGL S ECD (FC3) et DC-SIGN S ECD (FC4).

Sensorgramme obtenus avec surface de référence FC1 soustraite.

Les sensorgrammes pour la FC3 — 1 montre une interaction entre la lectine MGL S ECD et la BSA-GalNAc
(Intensité maximale de 700 RU). La MGL S ECD reconnait donc les motifs GalNAc. Par contre, le
sensorgramme FC4 — FC1 ne montre aucune interaction entre le récepteur et la protéine. La DC-SIGN

S ECD ne reconnait donc pas les motifs GalNAc. Les pistes FC2 et FC3 sont donc fonctionnelles.

3.2.2.(b) Titration BSA Man

La BSA-Man posséde 12 sites de trisaccharides branchés (Man(a1-3)Man(al-6)Man) et est utilisée ici
pour évaluer l'interaction entre la protéine mannosylée et la lectine DC-SIGN S ECD greffée.

Les sensorgrammes obtenus pour les FC3 - FC1 et FC4 — FC1 sont présentés Figure 116.
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Figure 116 : Titration de la BSA-Man (de 0 a 1 000 nM) sur les surfaces MGL S ECD (FC3) et DC-SIGN S ECD (FC4).

Sensorgrammes obtenus avec surface de référence FC1 soustraite.

Les sensorgrammes pour la FC3 — FC1 ne montrent pas d'interaction entre la lectine MGL S ECD et la

BSA-Man (Intensité maximale de 15 RU). La lectine ne reconnait donc pas les sucres mannoses présents
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alasurface de la protéine. En revanche, les sensorgrammes FC4 — FC1 montre une courbe de saturation
atteignant environ 700 RU. Ce sensorgramme est caractéristique d'une interaction avec un récepteur.
La BSA-Man est donc effectivement reconnue par la DC-SIGN S ECD.

La piste FC4 fonctionnalisée par la DC-SIGN S ECD est donc fonctionnelle.

3.3 Expériences et analyse des résultats

Les nanoparticules analysées dans le cadre de ce projet sont les NLC décorées par des motifs GalNAc
(Formulation B 4,6 % SA-PEG100-GalNAc 10 et Formulation C 13,9 % SA-PEGi00-GalNAc 10) ainsi que
leurs contrdles respectifs, Formulation B' (4,6 % Myrj™ $100) et Formulation C' (13,9 % Myrj™ $100).
La Formulation D n’a pas pu étre analysée, les lots formulés précédemment s'étant dégradés.

Une gamme de concentration est établie de 7,8 UM a 2 mM par dilution en cascade (au demi) de
solutions stock a 2 mM. Ces concentrations molaires sont les concentrations en GalNAc calculées dans
le chapitre précédent (Cf 0). Pour les NLC contréles ne possédant pas de GalNAc, le méme facteur de
dilution que la formulation correspondante en NLC-GalNAc est appliqué. Les concentrations en GalNAc

utilisées pour la titration représentent une concentration en lipides de NLC de 97 pug/mL a 80 mg/mL.

Les différents lots de nanoparticules contenant des motifs GalNAc a différentes concentrations ont été
injectés sur les 4 pistes de I'appareil SPR. Les sensorgrammes correspondants aux formulations B et C

sont présentées ci-dessous (Figure 117).
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Figure 117 : Interaction des NLC-GalNAc Formulations B (haut) et C (bas) sur les surfaces de MGL S ECD (FC3) et DC-SIGN S

ECD (FC4). Sensorgrammes obtenus avec surface de référence FC1 soustraite.

A premiere vue, ces spectres semblent tres différents des spectres caractéristiques obtenus pour les
tests a la BSA-GalNAc ou la BSA-Man. Tout d'abord, que ce soit pour la formulation B ou C, l'interaction
mesurée est négative.

Pour rappel, les données sont obtenues par soustraction des mesures du contréle FC1 aux mesures
des FC2, FC3 et FC4 (FC2 — FC1 etc...). Habituellement, les interactions sur la FC1 sont bien inférieures
aux interactions obtenues avec les autres pistes et ne sont pas considérées comme une véritable
interaction entre la StrepTactine et le composé a analyser. Ici il semble cependant que les NLC

interagissent avec cette surface comme en témoigne le sensorgramme de la FC1 (Figure 118).

FC1 NLC Formulation C

12000 -

10000 <
—0
—T
8000 £
'2— — 18,828
E E000 - — ? iz}
" —a&25
=
@ 4000 25
§. 250
F
e 20004 — 500
" — 1000
o1 — 2000
-2000 t t t t t t
-100 ] 100 200 3200 400 500 600 TOD B0 S0
Time (0= Sample 1 start) s

Figure 118 : Interaction des NLC-GalNAc Formulation C sur la surface StrepTactine (FC1). Sensorgramme obtenu avec la piste

FC1.

On reconnait ici les étapes association — pallier — dissociation caractéristiques d'une interaction avec
la surface. Le ligand lié a la surface est libéré au moment ou les NLC ne sont plus injectées dans les

voies (a 250 s). Les NLC sont donc capables d'interagir avec la surface de dextran ou la StrepTactine.
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Les interactions entre NLC — FC1 étant plus intenses que NLC — FC2, FC3 et FC4, la différence FC3 — FC1

donne donc des signaux négatifs. Les sensorgrammes des FC3 et FC4 pour la formulation C, en

s'affranchissant de la FC1, sont présentés Figure 119.
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Figure 119 : Sensorgrammes des FC3 et FC4 sans soustraction de la FC1

00

Les sensorgrammes présentés précédemment (Figure 117) montrent la dissociation de ligand juste

apres la fin de I'injection () a 300 s ainsi que la régénération totale des surfaces apres ajout d'EDTA

() a550s uniqguement dans le cas de la formulations C et de la voie 3 (et 2) (FC3 — FC1). Ceci témoigne

d'une interaction Ca?* dépendante spécifique avec la lectine MGL pour la formulation C. Aucune

interaction n’est observée avec la formulation moins concentrée B ou avec la lectine DC-SIGN (FC4).

Les différents lots de NLC contrdles contenant le Myrj™ S100, a différentes concentrations (facteur de

dilution identique aux formulations B et C correspondanta 7,8 uM a 2 mM en "GalNAc") ont également

été analysés. Les sensorgrammes correspondant aux formulations B' et C' sont présentés ci-dessous

(Figure 120).
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Figure 120 : Interaction des NLC-Myrj™ S$100 Formulations B' (haut) et C' (bas) sur les surfaces de MGL S ECD (FC3) et DC-

SIGN S ECD (FC4). Sensorgrammes obtenus avec surface de référence FC1 soustraite.

A nouveau, les interactions observées sont négatives. Contrairement a I'analyse de la Formulation C,
aucune dissociation ni aucune régénération n'est observée aprés |'ajout d'EDTA pour chacune des
pistes testées. Les NLC contrdles fonctionnalisées par le Myrj™ S100 n'interagissent donc pas

spécifiguement avec les lectines.

3.4 Conclusion

Les résultats obtenus par SPR tendent a montrer que les motifs GaINAC pour la formulation C, celle
présentant la plus grande densité de surface en sucre (13,9 % SA-PEG100-GalNAc 10) qui a été testée,
sont suffisamment accessibles pour étre reconnus par la lectine MGL et non la lectine DC-SIGN. Les
autres lots de NLC des formulations B, B’ et C' ne montrent pas d'interaction spécifique. Cependant la
forte interaction non spécifique des NLC a la surface des puces ne permet pas d’exploiter plus en détails
ces résultats.

Pour de futures études, il sera donc nécessaire de minimiser les interactions non-spécifiques.
L'utilisation de puces C1, sans dextran, pourraient étre un premier parametre a modifier afin de
minimiser ces interactions non spécifiques et évaluer plus justement l'interaction spécifique des NLC-

GalNAc avec les lectines.
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Discussion

Discussion générale

Dans ce projet, I'adressage de chélateurs du cuivre vers le foie est envisagé via les récepteurs aux
asialoglycoprotéines (ASGPR) ayant déja démontré leur intérét pour le ciblage des hépatocytes. 202293
Comme présenté en introduction (Cf Ch 1.4.2.1), ces récepteurs sont des complexes
hétérooligomériques composés de deux sous unités notées H1 et H2 différentes mais hautement
homologues. Ces deux sous unités noté H1 et H2 forment majoritairement un complexe trimérique
avec des stoechiométries 2-5 : 1.1% De par leur structure, I'affinité de ces récepteurs généralement
faible avec les monosaccharides est significativement augmentée par des interactions multivalentes.
Il faut souligner que la multivalence augmente également la sélectivité. Dans ce contexte, la structure
des systémes moléculaires ou nanoparticulaires envisagés est déterminante pour le processus de
reconnaissance. Des études empiriques ont été réalisées pour évaluer |'effet de la multivalence. Elles
ont montré que I'affinité pour les ASGPR était fortement dépendant du nombre de motifs Gal ou
GalNAc ainsi que de leur arrangement spatial (distance entre les sucres et flexibilité). Notamment

|106

Khorev et al'% ont déterminé les distances « optimales » entre les sucres (environ 15 a 25 A) pour une

interaction par effet multivalent avec le récepteur (Figure 121).

Gal - -.Gal

A
1204“Gal«5“1

Figure 121 : Architecture optimale pour la reconnaissance via les ASGPR.1%6

Dans le cas des nanoparticules, la reconnaissance par le récepteur via des interactions multivalentes,
et donc I'efficacité du ciblage, peut étre dépendante de la densité de surface en Gal ou GalNAc

Les nanoparticules lipidiques développées dans le cadre de ce projet de thése ont été formulées avec
différents pourcentages en SA-PEGig-GalNAc 10 afin d’évaluer l'influence du nombre de motifs

GalNAc sur leur capacité a interagir avec les récepteurs aux asialoglycoprotéines (ASGPR). La
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qguantification de ligands GalNAc par UPLC couplé a I'ELSD a permis de déterminer avec précision la
densité de surface en GalNAc de ces nanoparticules lipidiques. L'internalisation des NLC a été évaluée
grace a des expériences de cytométrie en flux. De plus, I'interaction des motifs GalNAc présents a la

surface des NLC avec la lectine MGL a été évaluée par des expériences SPR.

Les expériences de cytométrie en flux ont permis d'évaluer l'effet de la fonctionnalisation sur
I'internalisation dans des cellules HepG2. Il était plutdt attendu que les NLC-Myrj™ S100 ne soient pas,
ou faiblement, internalisés dans ces cellules. Cependant, contrairement aux études déja décrites avec
des nanoparticules similaires,!”4?27:242 toutes les nanoparticules ont été internalisées dans les cellules
hépatiques, indépendamment de leur fonctionnalisation (Figure 108). Les MFI et EC50 n'ont pas
montré de différence significative d'internalisation ou d'affinité pour le récepteur entre les
formulations B et C et leurs contréles B' et C'. Ces nanoparticules semblent donc étre internalisées par
un mécanisme qui ne serait pas médié par I'ASGPR. Des hypothéses peuvent étre émises quant a la
nature du mécanisme médiant I'internalisation des NLC (Formulations B, C, B' et C'). Il est connu que
les nanoparticules a base de lipides sont internalisées par endocytose a médiation clathrine.?*® Ce
phénoméne semble étre di en partie a la formation d'une couronne protéique autour des particules
qui peut, dépendamment de la nature de ces protéines, étre reconnue par des récepteurs.?* Les
nanoparticules lipidiques tendent par exemple a adsorber sur leur surface des apolipoprotéines.?* Les
apolipoprotéines peuvent ensuite étre reconnues par des récepteurs aux HDL ("high density
lipoproteins", LDL ("low density lipoproteins" etc...) présents a la surface des hépatocytes. Le
revétement de surfactants PEGylés en surface des NLC permet généralement d'éviter ces phénomenes
et font écran face aux protéines du milieu biologique. Les NLC contrdles de la formulation A (0 %) ont
montré une internalisation similaire aux NLC fonctionnalisées avec le pourcentage le plus important
de SA-PEG100-GalNAc 10 (23,3 % - Formulation D) et plus efficace que les autres lots. Ces nanoparticules
ne possedent pas de surfactants « longs » PEGylésiq. Il est donc possible qu'une couronne protéique
se forme plus facilement autour de ces NLC, par rapport aux autres lots possédant des chaines
PEGylées plus longues, et favorise ainsi leur entrée dans les cellules hépatiques. Ces parametres, ainsi
que leur petit diamétre hydrodynamique (40 nm) peuvent en partie expliquer la meilleure
internalisation des nanoparticules de la formulation A.

La formulation D (23,3 % SA-PEG100-GalNAc 10), quant a elle, présente une intensité de fluorescence
significativement plus grande par rapport a son contréle D'. Le calcul des EC50 a donné un EC50
différent pour la formulation D (70 pg/mL) de celui des autres formulations (40 pg/mL). Ces résultats

suggerent que l'internalisation des NLC dont la densité de surface en GalNAc est la plus élevée (D ; 1
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GalNAc pour 17 nm?) a lieu selon un mécanisme de reconnaissance différent des autres NLC

(Formulation B, C, B' et C'), qui pourrait étre médié en partie par les ASGPR.

Indépendamment de la compétition entre les deux mécanismes, la faible accessibilité des sucres a la
surface des NLC pour les formulations B et C pourraient étre une piste pour expliquer leur
internalisation similaire au NLC contréles B' et C'. Pour cela des expériences par SPR ont été réalisées.
Les surfactants PEGylés peuvent adopter plusieurs conformations a la surface des nanoparticules : la
chaine peut étre totalement repliée et I'extrémité se retrouve alors proche du coeur des particules
(conformation champignon) ou les chaines peuvent étre droites, I'extrémité est alors en surface
(conformation en brosse). Ces différentes conformations ainsi que les conformations intermédiaires

sont présentées Figure 122,24

sacan gy HEAEH LKLY

Champignon Champignon  Intermédiaire Brosse
entrelacé Brosse/
Champignon

Figure 122 : Représentation schématique des différentes conformations de surfactants PEGylés observées a la surface de

nanoparticules lipidiques.?#¢

Des expériences de SPR ont donc été effectuées en immobilisant une lectine reconnaissant les GaINAc
(MGL) sur une surface d'or recouverte de dextran. Les expériences réalisées avec les différentes
nanoparticules (Formulations B, C et B', C') tendent a montrer que les motifs GalNAc pour la
formulation C (13,9 % SA-PEG100-GalNAc 10) sont suffisamment accessibles pour étre reconnus par la
lectine MGL, qui reconnait spécifiqguement les motifs GalNAc. Cependant, cette interaction n'est visible
gu'a forte concentration en particules. Les concentrations utilisées en cytométrie en flux, largement
inférieures, ne semblent pas suffisantes pour permettre la reconnaissance par les ASGPR.

Il faut garder a I'esprit que la lectine MGL ne présente pas la méme structure que les ASGPR. En effet,
les interactions multivalentes nécessaires a la reconnaissance de ligands par les ASGPR sont des
processus complexes impliquant de nombreux parameétres (Cf Ch 1.4.2.1). Les domaines de
reconnaissance de carbohydrates (CRD) sont identiques a I'ASGPR, selon les modeéles de structure 3D
de MGL développés, les acides aminés interagissant avec le sucre sont les mémes que ceux de
I'ASGPR.?*” Cependant la topologie des CRD n'est pas la méme. Un exemple concret est la mesure
d'interaction par SPR de la BSA-GalNAc (également utilisée lors de cette thése en tant que contrdle)

avec la MGL ainsi que I'ASGPR (Figure 123).247
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Figure 123 : Sensorgramme SPR de la liaison de BSA-GalNAc a la MGL (haut) et I'ASGPR (bas).?*”

La BSA-GalNAc est reconnue par la MGL mais pas par I'ASGPR, car elle ne posséde pas les paramétres
structurels adéquats. Les expériences de SPR effectuées dans le cadre de cette thése permettent donc
d’avoir des informations sur I'accessibilité des sucres GalNAc mais pas de conclure quant a I'affinité
apparente des NLC-GalNAc pour les ASGPR.

Il estintéressant de comparer les résultats d'internalisation obtenus avec les NLC-GalNAc avec d'autres
études décrites dans la littérature. En effet, il existe plusieurs études rapportant l'internalisation
efficace de nanoparticules dans des cellules hépatiques grace a leur fonctionnalisation par des motifs
Gal ou GalNAc.220221.227.248 Dgns ces travaux, des tests de reconnaissance par des lectines et/ou
d’internalisation dans des cellules hépatiques ou sur des souris ont mis en évidence l'intérét de ces
nanoparticules fonctionnalisées pour la délivrance de substances thérapeutiques vers le foie.'’*
Cependant, la fonctionnalisation effective par les motifs Gal ou GalNAc n'a pas été quantifiée de facon
précise dans ces études.®392 || est généralement admis que la totalité des surfactants introduits lors
de la formulation de ces nano-objets est incorporée a la surface des particules.

Par exemple, Hashida et al. ont développé des liposomes de 85 nm fonctionnalisés par un pourcentage
molaire en galactose croissant : de 0 & 7,5 %mo.2*%?2%%?7 Les formulations contenant 3,5 %, 5 % et 7,5
% de Gal s"accumulent efficacement dans le foie de souris (environ 85 % de la dose injectée contre 12
% pour les nanoparticules non fonctionnalisées). Pour évaluer la densité en Gal en surface de ces
liposomes, il est nécessaire de faire certaines approximations. Les liposomes sont des vésicules dont

la membrane est composée d'une bicouche lipidique couplée a des molécules de cholestérol. La taille
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des chaines lipidiques utilisées est d'environ 3 nm. Grace aux données disponibles dans cet article, il
est possible de déterminer la surface de la cavité et la surface extérieure du liposome (Figure 124) et
d’estimer, de maniére approximative, la densité de surface en Gal. Ceci permet de comparer ces

données a nos résultats quantifiés concernant la densité en GalNAc a la surface des NLC.

Figure 124 : Représentation de la taille des liposomes, de la cavité interne et de I'épaisseur de la bicouche lipidique.

La surface totale des liposomes fonctionnalisés par 1%m en Gal est de 38 748 nm? (Tableau 16). Une
occupation de 1 % de cette surface (387 nm?) en Gal (5,6 nm? pour 1 Gal) représente donc environ 70
Gal sur la totalité du liposome. La surface extérieure représentant 58 % de la surface totale du
liposome, ce sont en fait en premiére approximation 40 galactoses qui sont orientés vers |'extérieur.
Nous pouvons ainsi faire une grossiere estimation de la densité en galactose : 1 galactose pour 552
nm? pour I'exemple de 1 %mo. Les résultats estimés pour les autres formulations sont reportées dans

le tableau ci-dessous (Tableau 16).

%mol Galactose 1 2,5 3,5 5 7,5

Diameétre des liposomes nm 84,3 87,7 86,8 87,9 78,5

Diamétre de la cavité interne nm 72,3 75,7 74,8 75,9 66,5
Surface de I'extérieur des liposomes nm? 22 326 24 163 23670 24273 19 359
Surface totale des liposomes nm? 38 748 42 166 41247 42 371 33252
Surface totale occupée par les Gal nm? 387 1054 1444 2119 2494

Nombre total de galactoses 70 190 260 381 449

Nombre de galactoses en surface 40 110 151 221 260

Surface / galactose nm? 552 220 157 110 74

Tableau 16 : Calcul de densité de surface en galactose pour des Liposomes de 85 nm fonctionnalisés par différents

pourcentages de galactose.

Les valeurs obtenues de densité de surface pour ces liposomes sont inférieures a celles obtenues pour
les NLC formulées dans le cadre de cette thése (pour rappel, formulations B, C et D respectivement 1

GalNAc pour 32 nm?, 26 nm?, 17 nm?). Cette comparaison suggéere que les NLC fonctionnalisées avec
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des GalNAc pourraient étre internalisées de facon efficace dans les cellules hépatiques, d’autant que
le motif GalNAc possede une affinité environ 50 fois plus élevée que le Gal. Cependant, il faut garder

a I'esprit que les nanoparticules décrites par Hashida et al.219226227

sont des liposomes de 85 nm,
différents des NLC de 50 nm développées ici et que le comportement de ces nanoparticules peut étre
différent. En effet, les liposomes sont composés d'une bicouche lipidique (phospholipides) dans
lesquels sont insérés des molécules de cholestérol afin de stabiliser la structure de la nanoparticule. Il
est connu que, au niveau de la membrane cellulaire, le cholestérol et les sphingolipides présents dans
la bicouche lipidique interagissent et forment des "rafts lipidiques".?>® Ces rafts sont des agrégats de
protéines et molécules lipidiques qui "flottent" sur la bi-couche lipidique. Il se pourrait que
similairement, la surface des liposomes puisse se réorganiser pour former des domaines riches en
surfactants cholestérol-Gal (tel que le "Gal-C4-Chol" utilisé par Hashida et al).?'° Ces domaines, riches

en Gal a la surface des liposomes, pourraient alors permettre l'interaction multivalente de galactoses

avec les ASGPR et I'internalisation des liposomes dans la cellule.?*

Une autre étude se rapprochant de ces travaux de thése est celle de Morille et al.l’* Cette équipe a
congu des nanocapsules lipidiques de 110 a 180 nm de diametre, fonctionnalisées par des galactoses
pour la thérapie génique.’”® Pour rappel (Cf Ch 1.2.3.3), les nanocapsules lipidiques sont composées
d’un ceeur lipidique liquide de triglycérides (alors que le coeur des NLC est visqueux) entouré d’une
couronne de tensioactifs amphiphiles contenant de courtes chaines PEG (HS-PEGgeo). Elles ont de ce
fait une structure et des propriétés physico-chimiques distinctes mais assez proches des NLC. Afin de
concevoir ces nanocapsules lipidiques fonctionnalisés par des Gal, deux stratégies ont été établies
utilisant deux types de surfactants différents (Figure 125) :

- Le DSPE-PEG;000-Gal constitué d’une chaine de PEGas (45 unités de PEG) liée a une extrémité a un
phospholipidide hydrophobe, le distéaroylphosphatidyléthanolamine, et a I'autre extrémité un motif
galactose

- Le F108, un copolymeére amphiphile ayant une structure tri-séquencée de type A-B-A : OEx-OPy-OEx
(OE oxyde d’éthylene hydrophile et OP oxyde de propylene hydrophobe avec des valeurs de x et y

variables respectivement de 132 et 50 unités).
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Figure 125 : Structures du DSPE-PEG2p00-Gal et F108-Gal.17#

Les nanocapsules ont été obtenues par post-insertion de DSPE-mPEG2000Gal et F108-Gal (entre 25 et
30 % massique).’® Nous avons calculé le nombre de galactose présents a la surface des nanocapsules
et leur densité de surface a partir des données fournies dans cet article, reposant sur I’hypothese d’une
incorporation totale des surfactants a la surface des nanocapsules (Tableau 17). Les résultats sont
présentés avec, a titre de comparaison, les résultats calculés pour les NLC développées dans le cadre

de cette thése.

DPSE-PEG;000-Gal (mM) F108-Gal (mM) SA-PEG100-GalNAC 10 (mM)

2 5 10 1 2 3 06(B) 15(C) 3,1(D)
Nb de sucres par NP 324 813 1627 324 648 972 136 333 650
Diamétre des NPs (hnm) 132 136 172 129 138 182 37 52 60

Surface des NPs (nm?) 54739 58107 92941 52279 59 828 104 062 4347 8626 11234
Surface / sucre (nm?) 169 71 57 161 92 107 32 26 17

Tableau 17 : calculs théoriques du nombre de Gal présents a la surface des nanocapsules. Comparaison avec les résultats

obtenus pour la fonctionnalisation des NLC par le GalNAc.

Des tests d’agrégation par une lectine (Soybean agglutinin, SBA) ont mis en évidence une interaction
spécifique 3 fois plus importante avec les nanocapsules fonctionnalisées avec le F108-Gal qu'avec
celles fonctionnalisées par le DSPE-PEG2000-Gal, suggérant une différence d’accessibilité des sucres a la
surface de ces nanocapsules. De plus, des études sur des hépatocytes primaires de rat ont montré que
I'introduction du F108-Gal a la surface permet une augmentation significative (18 x) de la transfection
par rapport aux NCL non fonctionnalisées. En revanche, I'introduction de motifs Gal via le DPSE-
PEG2000-Gal n’a pas d’influence significative.
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Ces résultats ne peuvent pas étre directement corrélés a la densité de surface qui est similaire pour les
deux systemes. lls suggerent que la longueur des chaines PEG et la présentation des motifs Gal a la
surface ont un impact important sur les interactions avec les récepteurs ASGPR. En effet la longueur
des chaines PEG du F108 plus importante permet d’éloigner plus les motifs galactose de
I’environnement fortement PEGylé présent a la surface des nanocapsules. A l'inverse, le galactose
greffé au surfactant PEGylé n'est pas accessible et serait, d'apres Morille et al., dans une conformation
champignon (Figure 122).17% Ces résultats soulignent également la complexité de ces systémes et de

leur comparaison.

Dans notre cas, l'utilisation d’un surfactant comportant 100 unités d’éthylene glycol aurait d
permettre d’éloigner les motifs GalNAc de la couronne de Myrj™ S40 et les rendre plus accessibles vis-

Y74 leur

a-vis des ASGPR. De plus, leur taille inférieure aux nanocapsules décrites par Morille et a
densité de surface supérieure et I'utilisation de GalNAc possédant une affinité 50 fois plus élevée que

le Gal aurait di conduire a une reconnaissance spécifique plus efficace.

Les interactions ligand/récepteur sont régies par de nombreux parameétres discutés précédemment en
introduction (Cf Ch 1.4.2.1.(b)). La surface des nanoparticules posséde une structure complexe,
dépendante de nombreux parametres qui ont un impact important sur la présentation du ligand au
récepteur. La littérature ainsi que les expériences menées sur les NLC nous ont montré que la densité
en ligand, seule, ne suffit pas pour comparer différents systémes de nanoparticules. De plus, dans le
cas des NLC, un autre processus d’entrée dans les hépatocytes a été mis en évidence. L'internalisation
des nanoparticules probablement médiée par un autre mécanisme concurrent de la reconnaissance
par les ASGPR, s’est révélée efficace. Ainsi, dans le cadre de la vectorisation de drogues (en particulier
pour le traitement de la maladie de Wilson) vers le foie, les NLC apparaissent comme des
nanostructures de choix et ce, méme sans fonctionnalisation de surface. Dans la suite de ces travaux,
ce sont donc les NLC non fonctionnalisées qui ont été choisies pour la délivrance de prochélateurs

lipophiles dans les hépatocytes.
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Conclusions & perspective

Dans ce chapitre, des nanoparticules lipidiques fonctionnalisées par des surfactants SA-PEG100-GalNAc
10 ont été développées, caractérisées et évaluées au niveau cellulaire. L'étude de leur internalisation
sur lignée d'hépatocytes humains a révélé une internalisation médiée par un/des récepteur(s) pour
tous les lots testés. La nature lipidique de ces nanoparticules leur permet d'étre internalisées dans les
HepG2 par des récepteurs spécifiques, par exemple les récepteurs aux apolipoprotéines. Seule la
formulation D contenant le pourcentage le plus important de SA-PEG100-GalNAc 10 (23,3 %) a révélé
un effet significatif de la présence des sucres sur 'internalisation. L'évaluation de |'accessibilité des
sucres par SPR sur MGL a mis en évidence une densité en GalNAc insuffisante pour la formulation B et
modérée pour la formulation C.

Afin d’optimiser la reconnaissance par les ASGPR, il est donc nécessaire d’accéder a des systémes
possédant localement une haute densité de surface en GalNAc avec une meilleure organisation
spatiale des sucres pour obtenir des interactions multivalentes. Cela peut étre obtenu en modulant la
longueur et la structure des surfactants PEGylés afin d'améliorer |'accessibilité des sucres GalNAc a la
surface des NLC. Une autre stratégie pourrait étre de concevoir des NLC fonctionnalisées avec un
surfactant portant un motif triantennique a base de GalNAc (Figure 126). Cette stratégie a déja été

204

mise en ceuvre sur des liposomes*** afin de délivrer un anticancéreux dans des hépatocytes.

Figure 126 : Structure du surfactant PEGylé possédant un motif tri-antenne de GalNAc (SA-PEGip0-(GalNAc)s) afin

d'améliorer la reconnaissance par les ASGPR.

Les NLC contrdles de la formulation A (0 %) ont montré une bonne internalisation dans les cellules

hépatiques. De plus, elles sont plus stables, plus faciles a formuler que les autres formulations de NLC
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et ont pour ces raisons été choisies pour |'encapsulation des dérivés lipophiles du chélateur
NTA(CysNH,)s 12. Les prochaines études consisteront donc en la syntheése de ces dérivés lipophiles,
leur encapsulation dans les NLC, ainsi que la quantification du rendement d'encapsulation. La capacité

de ces nano-objets a délivrer un chélateur efficace du cuivre sera ensuite évaluée au niveau cellulaire.
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CHARGEMENT PAR UN DERIVE LIPOPHILE DU CHELATEUR DE CUIVRE ET QUANTIFICATION

Chargement de nanovecteurs pour la délivrance de chélateurs de

cuivre vers le foie

Chargement par un dérivé lipophile du chélateur de cuivre et quantification

1. Objectifs et démarche

Comme discuté dans lintroduction (Cf Ch 1.2.3), les nanoparticules lipidiques ont fait I'objet de
nombreux développements en tant que réservoirs pour le chargement de substances thérapeutiques
(agents anticancéreux, agents d’imagerie, acides nucléiques...). Cette stratégie de vectorisation permet
de protéger le composé encapsulé de la dégradation en milieu biologique et maximiser ensuite sa
biodisponibilité et son efficacité thérapeutique. En raison de leur nature lipidique, les NLC
(nanostructured lipid carriers) offrent de nombreux avantages en termes de biocompatibilité, sécurité
des ingrédients utilisés, colt de production et libération prolongée du principe actif. Comme vu en
introduction (Cf Ch 1.2.3.4.(a)), le coeur des nanoparticules développées au laboratoire DTBS est
composé d'un mélange de cire et d'huile. Il est visqueux et amorphe et de taille suffisante pour
permettre I'encapsulation de molécules d’intérét thérapeutique. Les NLC, dont la formulation est
basée sur l'utilisation exclusive d’ingrédients approuvés par la FDA, ont déja révélé leur potentiel

183,184

notamment pour I’encapsulation de fluorophores et plus récemment pour le développement de

vaccins dans le cadre du VIH (Cf Ch 1.3.5.1).2%7 En particulier, les études de biodistribution réalisées chez
la souris ou chez le chien ont démontré leur trés grand tropisme pour le foie.1831841861% pang |e
chapitre précedent, nous avons montré que ces NLC sont internalisées de maniére efficace dans les
cellules hépatiques et ce, méme en I'absence d'agent de ciblage a la surface des nanoparticules. Ces
nanoparticules, du fait de leur longue stabilité colloidale et de leur grande capacité d'encapsulation
des composés lipophiles, sont donc des candidats prometteurs pour la délivrance contr6lée de
chélateurs du cuivre vers le foie, et ce méme sans fonctionnalisation de surface.

Afin d’exploiter leurs avantages (protection, délivrance ciblée et libération contrélée du principe actif
encapsulé), nous avons choisi d’encapsuler le chélateur de cuivre NTA(CysNH,)s 12 dans des NLC
« nues » de 50 nm de diametre (F50 0 %). Ce chélateur NTA(CysNH;)s; 12 (Figure 127) développé au
laboratoire SYMMES et inspiré des métallothionéines (MTs), s’est révélé tres efficace et sélectif pour
la chélation du cuivre au degré d’oxydation +1.9% Cependant la nature hydrophile de ce composé

NTA(CysNH,)s 12 ne permet pas son encapsulation directe. Afin d’accéder a un chargement suffisant

pour obtenir une activité thérapeutique, il est indispensable de modifier ce composé pour le rendre
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lipophile. Pour cela, nous avons choisi d’introduire 3 chaines octyles CgH17 sur les fonctions thiols du

chélateur via un lien disulfure ou thioester (Figure 127).
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H,NOC o 15
HS\/\NJ\/N |:>
;\ 0.__CgHy7

07 “NH Y
. s
H,NOC" \ J/
SH '«

HN” “CONH,
H,NOC o)
NTA(CysNH )5 2 ' ‘
CBH17\[(S\/\NJ\/N;\ Lien thioester
12 © 07 NH

H,NOCY
s__O

NTA(Cys(COCgH,;)NH,)5 CgH17

13

Figure 127 : Chélateur NTA(CysNH>)3 12 et analogues lipophiles NTA(Cys(COCsH17)NH;)3 13 et NTA(Cys(SCsH17)NH>)s3 15.

Dans le cas de la molécule pro-drogue Chel2, |a stratégie de délivrance impliquait la réduction de liens
disulfures a I'intérieur de cellules hépatiques, entrainant la libération du chélateur pouvant alors piéger
le cuivre en exces. Cette approche fructueuse est reprise ici dans le cas de I'analogue lipophile
NTA(Cys(SCsH17)NH,)3 15 (Figure 127). Une autre stratégie utilisant un lien thioester avec le composé
NTA(Cys(COCgH17)NH3)s 13 a également été envisagée (Figure 127). En effet, de nombreuses pro-
drogues utilisant un lien ester>® et, dans une moindre mesure, thioester?>” pouvant étre clivés par les
(thio)estérases, sont reportées dans la littérature. De plus, ces enzymes sont présentes de maniére
abondante dans les hépatocytes.2>8-260

Ce chapitre s'articule donc autour de trois parties. La premiére sera consacrée a la synthese des deux
analogues lipophiles NTA(Cys(SCsHi7)NH;); 15 et NTA(Cys(COCsHi7)NH2); 13 présentés ci-dessus
(Figure 127). Ensuite la formulation de NLC chargées avec ces composés ainsi que la quantification du

rendement d'encapsulation seront détaillées. Enfin des études sur des cellules hépatiques présentant
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une surcharge en cuivre permettront d’évaluer la capacité de ces nanovecteurs a délivrer le chélateur

NTA(CysNH,)3 12 a l'intérieur des cellules hépatiques et de piéger le cuivre de maniere efficace.

2. Chargement des nanoparticules lipidiques par un dérivé lipophile du

chélateur de cuivre

2.1 Synthese des dérivés lipophiles

Afin d’accéder aux analogues lipophiles NTA(Cys(SCsH17)NHz); 15 et NTA(Cys(COCgH17)NH,)3 13, des
chaines octyles CgHi7 ont été introduites sur les fonctions thiols via un lien disulfure ou thioester a

partir du chélateur NTA(CysNH>); 12.
2.1.1. Synthése du chélateur NTA(CysNH;); 12

Dans un premier temps, le chélateur NTA(CysNH,); 12 a été synthétisé en deux étapes selon un

protocole développé et optimisé au laboratoire SYMMES (Figure 128).%

OH

o (§ o STrt SH
AN J) S,
(e] ;\O

HN~ “CONH, HN~ “CONH,
NTA O OH a H.NOC o o} b H:NOC o o}
— Trts\/’\NJ\/N — Hs\/’\NJ\/N
+ H ;\ H
07 "NH 0”7 NH
HN ot H,NOC" H,NOC"
CONHz STrt SH
Cys(Trt)NH, NTA[Cys(Trt)NH ,]5 NTA(CysNH,);
1" 12

Figure 128 : Synthése du chélateur NTA(CysNH,)s; 12; a- Cys(Trt)-NH, (3 eq.), EDCI (3 eq.), HOBt (3 eq.), CHsCN, 72h, t.a. (61
%); b- TFA (50 eq.), EtsSiH (6 eq.), CH:Cl,, 1,5h, t.a. (82 %).

La premiére étape consiste en un couplage de type peptidique entre |'acide nitrilotriacétique (NTA) et
trois équivalents de cystéinamide tritylée (Cys(Trt)NH,). Cette réaction en présence de EDCI et HOBt
comme agents de couplage permet d’obtenir le composé NTA[Cys(Trt)NH;]s avec un rendement de 61

%. La déprotection des fonctions thiols par traitement acide a I'aide de TFA permet d'obtenir le
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chélateur d’intérét NTA(CysNH,); 12 avec un rendement de 82 % aprés purification par HPLC

préparative.

2.1.2. Synthese du dérivé lipophile lien disulfure

Afin de lier les 3 chaines octyles CgHi7 via un lien disulfure sur les fonctions thiols du chélateur
NTA(CysNH,)s 12, une stratégie identique a celle utilisée pour la synthése du composé Chel2 a été
envisagée (Figure 129).1%8 Cette stratégie utilise un motif SPyridine connu pour favoriser le formation
de disulfure dissymétrique.?612%2 Le dérivé lipophile octanethiol commercial est dans un premier temps
activé par réaction avec le 2,2’-dithiodipyridine ou aldrithiol afin de former le produit 14 avec un
rendement quantitatif. Ce dérivé thiol activé réagit ensuite avec les fonctions thiols du chélateur
NTA(CysNH,); 12 dans un mélange eau/THF. Aprés 24h d'agitation sous argon, le produit est purifié

par précipitation dans I'éther et obtenu avec un rendement de 67 %.

/\/\/\/\SH
Octanethiol o-CeHr
a CsH17\S/S | X é
= NF J/CONH
HN
s N b H,NOC ¢
" —_ CsH17\ S\/\N/U\/N
o D
Aldrithiol J/
HN~ “CONH, H,NOC™
H,NOCH, o S.s
I
N
HS\/\N/U\/ ;\ NTA[CyS(SC8H17)NH2]3 CSH17
15
H,NOC
SH

NTA(Cys(NH )5
12

Figure 129 : Synthése du dérivé lipophile NTA(Cys(SCsH17)NH3)s. Réactifs et conditions : a — MeOH, 2h, t.a (quantitative), b —
THF/H,0 (5/1), 24h, t.a (67 %).

Cependant, malgré plusieurs précipitations successives dans I'éther, le produit NTA(Cys(SCsH17)NH,)s
15 obtenu n’est pas pur. Les analyses par RMN et spectrométrie de masse indiquent la présence du
composé monosubstitué possédant un lien disulfure intramoléculaire (Figure 130) a hauteur d'environ
8 % (déterminé par RMN), accompagné du produit résultant de la coupure du motif SSPyridine a

environ 5 % (déterminé par RMN).
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Figure 130 : Produit monosubstitué obtenu en mélange.

Plusieurs tentatives de purification par chromatographie sur colonne de cet analogue lipophile
NTA(Cys(SCsH17)NH,)s 15 ont été entreprises mais se sont révélées infructueuses, principalement a
cause de la faible solubilité de ce composé dans les solvants organiques et aqueux (eau, méthanol,
éthanol, dichlorométhane, chloroforme, acétonitrile etc...). Il a donc été décidé de poursuivre cette
étude en utilisant ce composé impur pour son encapsulation dans les nanoparticules lipidiques en

gardant a I'esprit une pureté estimée par RMN a 87 %.
2.1.3. Dérivé lipophile avec un lien thioester

Afin d’introduire les 3 chaines octyles CgHi7 via un lien thioester, une réaction de couplage entre le

chélateur NTA(CysNH,)s 12 et I’acide nonanoique commercial a été réalisée (Figure 131).%3

J/SH
HN” “CONH, o%‘/ch17
HNOC o (go 3
Hs\/'\N)K/N J/
H ;L HN” “CONH,
07 NH
. a HNOC o o
H,NOC :
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o]
NTA(CysNH.), 0" NH
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N N
+ CgH17

NTA[Cys(COCgH,;)NH, 5

OH
/\/\/\/\H/ 13

(0]

Figure 131 : Synthése de 15 a —acide nonanoique (4 eq), CH,Cl,, triéthylamine (6 eq), PyBOP (4eq), NTA(CysNH>); 12 (1 eq).

Cette réaction en présence de PyBOP comme agent de couplage permet, apres 4 jours sous agitation
suivis d’'une précipitation dans I'éther, d’obtenir le produit souhaité NTA(Cys(COCsH17)NH3); 13 pur

avec un rendement de 26 %.
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Deux analogues lipophiles NTA(Cys(SCsH17)NH2); 15 et NTA(Cys(COCgH17)NH;)3 13 ont été synthétisés
en respectivement 2 et 1 étapes avec des rendements modérés a médiocres. Ces rendements sont
principalement dus a la tres faible solubilité de ces dérivés. Si ces composés s’averent prometteurs, les
rendements de ces synthéses pourront étre améliorés en optimisant les conditions de couplage,
principalement au niveau des solvants utilisés ainsi que des techniques de purification. De plus, la
pureté d’environ 87 % du composé NTA(Cys(SCsH17)NH;); 15 sera prise en compte par la suite

notamment pour la quantification et le calcul du rendement d'encapsulation.

2.2 Formulation de NLC chargées

Les analyses de cytométrie en flux précédemment effectuées ayant montré une excellente
internalisation des F50-0 %, ces particules non fonctionnalisées ont été choisies pour I'encapsulation
des analogues lipophiles. Des formulations incorporant le dérivé NTA(Cys(SCsHi7)NH;)3 15 ou
NTA(Cys(COCsH17)NH3)3 13 ont donc été effectuées puis la quantification de la drogue effectivement

encapsulée ainsi que les rendements d'encapsulation ont été déterminés par HPLC.

2.2.1. Formulation

Dans un premier temps, des essais de solubilisation des dérivés NTA(Cys(SCsHi7)NH,); 15 et
NTA(Cys(COCgH17)NH2)3 13 ont été réalisés. Ainsi il est possible de dissoudre ces dérivés lipophiles dans
du méthanol, a chaud (45°C) et/ou a faible concentration (1 mg/mL). Les solvants chlorés
(dichlorométhane et chloroforme) permettent également de solubiliser ces composés a faible
concentration (2 mg/mL).

Comme présenté précédemment (Cf Ch 1.2.3.4.(b)), les NLC sont des nanoparticules lipidiques
formulées en mélangeant une phase organique, contenant de I’huile de soja, de la suppocire™® et du
lipoid s75™ (ou lécithine) avec une phase aqueuse contenant un surfactant Myrj™ S40 solubilisé dans
un tampon PBS 1X. Différents lots de particules contenant différentes quantités de
NTA(Cys(SCgH17)NH,)3 15 et NTA(Cys(COCgH17)NH,) 13 ont été formulés afin de tenter d'encapsuler un
maximum de chélateur. Il est commun pour ce type de nanoparticule d'effectuer des formulations
avec 1 % a 10 % (w/w par rapport a la quantité de lipides) de composé a encapsuler, les formulations
au-dela de 5 % étant généralement fortement déstabilisées.?®* Pour les formulations comprenant les

dérivés lipophiles NTA(Cys(SCsH17)NH,)s3 15 et NTA(Cys(COCgH17)NH3); 13, les quantités maximales
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incorporées correspondent a 4 % (w/w) par rapport a la quantité en lipides. Les quantités d'ingrédients

utilisées pour chacune des formulations sont présentées dans le Tableau 18.

Phase lipidique (mg)
NTA(Cys(COCsH17)NHz) 13 51 13,5 -
NTA(Cys(SCsH17)NH2)3 15 - - 13,1
Huile de Soja™ 85,0 85,0 85,0
Suppocire NB™ 245,0 245,0 245,0
Lipoid s75™ (lécithine) 65,0 65,0 65,0

Phase aqueuse (mg)

Myrj™ sS40 345,0 345,0 345,0

PBS (mL) gsp 2 mL gsp 2 mL gsp 2 mL gsp 2 mL

Tableau 18 : Formulations des NLC chargées en chélateurs lipophiles. Quantités en mg.

Les composés lipophiles (cire, huiles et phospholipides) ainsi que NTA(Cys(SCsHi7;)NH;)3 15 ou
NTA(Cys(COCgH17)NH3)3 13 sont solubilisés dans du dichlorométhane. Pour parvenir a solubiliser ces
composés faiblement solubles, la phase lipidique est passée aux ultrasons pendant environ 20 minutes
dans un bain chauffé a 45°C. Pour les formulations les plus concentrées (Il et 1), le dérivé lipophile n'a
pas pu étre totalement dissout. Apres élimination du solvant sous vide, la phase aqueuse contenant le
Myrji™ S40 est ajoutée et les nanoparticules sont formées par des cycles de sonication comme décrit
précédemment (Figure 84).

Aprés sonication, les dérivés lipophiles des formulations Il et Il qui n'étaient pas totalement dissouts
semblent avoir été incorporés aux nanoparticules ; aucun précipité ou solide n'est visible dans
I'échantillon. Les nanoparticules lipidiques sont ensuite purifiées par dialyse afin d’éliminer tous les
ingrédients non incorporés pendant la formulation. Une partie de la suspension de nanoparticules

brutes est prélevée pour des expériences d'extraction en phase solide (SPE).

2.2.2. Caractérisation

Les nanoparticules lipidiques ainsi formulées et dialysées sont caractérisées par leur diametre

hydrodynamique et I'indice de polydispersité (PDI). La stabilité des nanoparticules en suspension a

également été évaluée par mesure DLS, une variation dans la taille ou le PDI des NPs indiquant une
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dégradation des systemes. Les paramétres mesurés pour les différents lots de NLC obtenus sont

reportés ci-dessous (Tableau 19).

Diameétre hydrodynamique (nm) 55+1 49+ 1 55+1
PDI 0,13+0,03 0,18+ 0,02 0,18+ 0,02
Stabilité colloidale — Stockage a 4°C >4 mois > 4 mois 3 mois

Tableau 19 : Caractérisation des lots de NLC.

L'encapsulation des dérivés lipophiles NTA(Cys(SCgH17)NH3)s 15 et NTA(Cys(COCgH17)NH;)s 13 ne
semblent pas avoir influé sur la taille des NLC de maniére significative. De plus, les stabilités sont
excellentes, avec plus de 3 mois quel que soit le dérivé lipophile utilisé, et permettent ainsi de pratiquer

différents tests sur une longue période.

3. Quantification des chélateurs lipophiles encapsulé

Dans la partie précédente, nous venons de montrer qu’il est possible de formuler des nanoparticules
en présence des chélateurs lipophiles NTA(Cys(SCsHi7)NH2)s 15 et NTA(Cys(COCgHi7)NH3); 13.
Cependant il est crucial de déterminer avec précision la quantité de ces composés effectivement
chargés a l'intérieur des NLC. En effet, |'effet « thérapeutique » observé est dépendant de la dose
réellement administrée. Afin de quantifier la quantité de dérivé lipophile effectivement encapsulée

dans les NLC, une méthode par HPLC couplée a un détecteur UV-Vis a été mise au point.

3.1 Appareillage HPLC/UV vis et méthode

Il a été choisi, pour la quantification des dérivés lipophiles, d'utiliser I'HPLC plutot que I'UPLC
précédemment utilisée pour la quantification de SA-PEG100-GalNAc 10 a la surface des NLC. Ce choix
s'explique par la difficulté d'optimiser des méthodes de quantification de nanoparticules sur un tel
systéme. Les nombreuses surpressions rencontrées et la tres grande sensibilité de I'UPLC ont orienté
notre choix vers I'HPLC, un systéme plus robuste. De plus, les dérivés lipophiles absorbant dans I'UV,
|'utilisation du détecteur a diffusion de lumiere (ELSD) n'était pas nécessaire et donc il était possible
d'effectuer les analyses sur I'HPLC possédant uniquement une détection UV-Vis.

La colonne utilisée est une colonne chromolith® composée de silice sur laquelle sont greffées des

chaines C18. Cette colonne a l'avantage de retenir suffisamment les composés a analyser. Ces
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composés peuvent étre détectés par absorption UV-Vis a 235 nm du fait de la présence de fonctions
amides et thioesters dans le cas du NTA(Cys(COCgH17)NH>); 13.

La méthode HPLC utilisée ici est inspirée de la méthode UPLC optimisée précédemment pour la
guantification du surfactant fonctionnalisé SA-PEG100GalNAc (Figure 132). Les proportions de solvants
A et B sont conservées, seul le débit est ajusté 3 1 mL/min. Il est important de noter que les Myrj™s40
et les phospholipides seront présents dans ces échantillons. Il est donc nécessaire de conserver, dans
la méthode utilisée, des conditions permettant leur élution d’autant qu’ils ne sont pas détectables par

absorption UV-Vis a 235 nm.

Temps (min) A (MeOH) B (eau)
0 70 30
3 90 10
7 100 0
11 100 0
13 70 30
15 70 30

Figure 132 : Méthode HPLC utilisée pour I'analyse des chélateurs lipophiles incorporés dans les NLC, débit 1ImL/min.

3.2 Calibration des chélateurs lipophiles

Afin de quantifier la quantité effectivement encapsulée dans les NLC, des courbes de calibration pour

chacun des composés lipophiles NTA(Cys(SCgH17)NH3)3 15 et NTA(Cys(COCsH17)NH,) 13 ont été établies.

3.2.1. NTA(Cys(COCsH17)NH;) 13

Le composé NTA(Cys(COCgH17)NH;) 13 est solubilisé dans du méthanol a une concentration de 1
mg/mL, passés aux ultrasons pour une dissolution totale puis injecté en HPLC. Le chromatogramme
obtenu, reporté ci-dessous (Figure 134), présente un pic correspondant au composé

NTA(Cys(COCsH17)NH2)3 13 a un temps de rétention de 9,1 min.
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Figure 133 : Chromatogramme du NTA(Cys(COCgH;7)NH;)3 13, détection UV a 235nm.

Des pics supplémentaires d’intensité faible aux alentours de 6,5 et 10 min sont également observés.
Ces pics correspondent vraisemblablement a des traces de résidus de réactifs de couplage utilisés pour
greffer les chaines lipophiles non visible sur le spectre RMN. En effet 'agent de couplage utilisé, PyBOP
possede un motif benzotriazole qui confére a ce composé et ses résidus, un coefficient d’absorption
molaire trés supérieur a celui du NTA(Cys(COCgH17)NH,); 13. Il n'est donc pas aberrant d’observer en
HPLC de tels pics parasites correspondant a des traces de ces composés.

La courbe de calibration du dérivé NTA(Cys(COCsH17)NH,)3 13 est établie a partir d'une solution stock
de 1,1 mM dans le MeOH. Cing autres concentrations sont obtenues par dilution en cascade au demi

afin d’obtenir une gamme de concentrations de 0,03 a 1,1 mM.
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1600 | |

1200 | |
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Figure 134 : superposition des chromatogrammes obtenus pour I'établissement de la courbe de calibration du

NTA(Cys(€COCsH;17)NH;)5 13 de 0,03 mM & 1,1 mM). Détection UV a 235 nm.

L'intégration de I'aire du pic correspondant au composé a quantifier NTA(Cys(COCgH17)NH2); 13
reportée en fonction de la concentration permet d’obtenir une courbe de calibration (Figure 135). La

courbe ainsi obtenue a pour équation y = 27 253 649x + 264 848 et présente un excellent coefficient
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de régression linéaire R? = 1,00. Cette équation sera utilisée par la suite pour la quantification du

chélateur lipophile NTA(Cys(COCgH17)NH3); 13 effectivement encapsulé dans les NLC.

35000000
30000000 | vy =27 253 649x + 264 848 ..
25000000 R?=1,00
20000000 .
15000000 ’
10000000
5000000 | g+
o &¥
o 02 04 06 08 1 12
[NTA(Cys(COCgH;,)NH,);] mmol/L

Aire du pic

Figure 135 : Courbe de calibration du NTA(Cys(COCgH17)NH>)3 13 de 0,03 a 1,1 mM.

3.2.2. NTA(Cys(SCsH17)NH;)s 15

De la méme maniére, le composé NTA(Cys(SCsH17)NHz); 15 est solubilisé dans du méthanol a une
concentration de 1 mg/mL, passé aux ultrasons pour une dissolution totale puis injecté en HPLC.

Le chromatogramme obtenu reporté ci-dessous (Figure 136) présente un pic correspondant au
composé NTA(Cys(SCgH17)NH3)3 15 a un temps de rétention de 8,8 min. Comme cela avait déja été
observé par RMN, le chromatogramme indique la présence de plusieurs impuretés notamment le
produit de monosubstitution (Figure 130) et la 2-thiopyridine. Il est également possible que le procédé
de solubilisation de I'échantillon ait entrainé des dégradations du NTA(Cys(SCsH17)NH,)3 15. La courbe
de calibration du dérivé NTA(Cys(SCsH17)NH,); 15 a été établie en intégrant uniquement I'aire du pic a
8,8 min et en tenant compte d’une pureté estimée a 87 % par RMN. Une solution stock de 1,1 mM de
NTA(Cys(SCsH17)NH;); 15 dans le MeOH est préparée. Cing autres concentrations sont ensuite

obtenues par dilution en cascade pour obtenir une gamme de concentration de 0,03 a 1 mM.
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Figure 136 : Chromatogrammes du NTA(Cys(SCsH17)NH;)3 15, détection UV 235nm a — a une concentration de 1 mM b —

superposition des chromatogrammes obtenus pour I'établissement de la courbe de calibration (de 0,03 mM a 1 mM).

Comme précédemment, l'intégration de l'aire du pic correspondant au composé a quantifier
NTA(Cys(SCsH17)NH;)s 15 reportée en fonction de la concentration permet d’obtenir une courbe de
calibration. La courbe ainsi obtenue a pour équation y =57 942 609x + 860 537 et posséde également
un excellent coefficient de régression linéaire R? = 1,00 (Figure 137). Cette équation sera utilisée par la
suite pour la quantification du chélateur lipophile NTA(Cys(SCsH17)NH;)3 15 effectivement encapsulé

dans les NLC.

60000000
y =57 942 609x + 860 537 @

50000000 R2=1,00

40000000
30000000 o
20000000 -
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10000000 .
o ¢
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
[NTA(Cys(SCgH;;)NH,);] mmol/L

Figure 137 : Courbe de calibration du NTA(Cys(SCsH17)NH2)3 15, établie de 0,03 a 1 mM.
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3.3 Quantification

Grace aux courbes de calibration établies précédemment, il est possible de quantifier la quantité de
chélateurs lipophiles NTA(Cys(COCsH17)NH;); 13 et NTA(Cys(SCsH17)NH,); 15 effectivement encapsulée
dans les nanoparticules lipidiques. La quantification de ces composés a été réalisée pour les 3
différents lots de NLC chargées mais ici seront uniquement présentés les résultats obtenus pour les
lots les plus concentrés : Il (13,5 mg NTA(Cys(COCgH17)NH>); 13) et 111 (13,1 mg NTA(Cys(SCgH17)NH,)3
15).

3.3.1. Préparation des échantillons

Pour déterminer précisément le rendement d'encapsulation des chélateurs lipophiles
NTA(Cys(COCgH17)NH,)s 13 et NTA(Cys(SCsH17)NH,)s 15, les NLC formulées précédemment ont été
extraites en phase solide (SPE) avant et aprés dialyse. L'extraction en phase solide (Surface Phase
Extraction, SPE) est une technique permettant d'extraire un composé d'intérét. Elle a déja été
appliquée aux nanoparticules notamment pour déterminer le rendement d'incorporation de docetaxel
dans les liposomes?® ainsi que celui de la cyclosporine dans les NLC.2%® Le but ici est de séparer
efficacement les nanoparticules formulées des chélateurs lipophiles qui n'ont pas été encapsulés
pendant la formulation et pourraient rester accrochés aux surfactants PEGylés.

L'extraction en phase solide (SPE), au méme titre que la chromatographie, est composée de deux
phases : la phase stationnaire et la phase mobile. La phase stationnaire contient un mélange de
vinylpyrrolidone (polaire) et de divinylbenzéne (apolaire) possédant ainsi la juste balance hydrophile-
lipophile pour la rétention d'une large gamme de composés (Oasis® HLB). La phase mobile quant a elle
dépend du composé a éluer. La phase mobile utilisée pour cette étude est une solution de tampon
phosphate (10 mM, pH 7,4 noté PBS 1X), dans lequel les nanoparticules sont en suspension. Les

caractéristiques de la phase stationnaire sont présentées Figure 138.

« Specific Surface Area: 800 m2/g
« Average Pore Diameter: 80 A
« Specific Pore Volume: 1.3 mL/g

« Average Particle Diameter: 30 pm *

Figure 138 : Caractéristiques de la phase stationnaire Oasis® HLB et montage de I'extraction en phase solide (SPE).
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Le processus se déroule en 3 étapes. Tout d'abord, la phase stationnaire est conditionnée par un
solvant organique, afin d'activer les sites de rétention, puis par le tampon dans lequel les NLC sont en
suspension. Ensuite, I'échantillon de NLC chargés est déposé sur la colonne. Les nanoparticules ne sont
pas retenues par la colonne et sont donc récoltées dans la fraction notée F1 (Figure 139). L'élution des
composés retenus par la colonne est ensuite réalisée par ajout de méthanol. La fraction suivante notée
F2 contient ainsi les chélateurs lipophiles NTA(Cys(COCgH17)NH2)s 13 ou NTA(Cys(SCgH17)NH,)3 15 non

incorporés lors de la formulation, ou qui ont fui a travers les nanoparticules (Figure 139).

&

& &
Destruction des particules

F1 @ & (lyophilisation)
Destruction des particules
(lyophilisation)
6 &
¢
Quantification Drogue + Drogue non- pummm Drogue totaleintroduite
HPLC encapsulée encapsulée ~ — a la formulation

Figure 139 : Principe de la quantification de la drogue encapsulée dans les NLC par méthode SPE adaptée aux

nanoparticules.

Ensuite les nanoparticules chargées en chélateurs lipophiles de la fraction F1 sont détruites par
congélation dans I'azote liquide puis lyophilisation. Le solide obtenu est ensuite dissout dans un
volume connu de méthanol afin d'obtenir une concentration en dérivé lipophile théorique de 1 mg/mL.
Les ingrédients lipidiques des NLC étant insolubles dans le méthanol, la filtration des échantillons
permet leur élimination avant injection en HPLC. La fraction F2 contient quant a elle les composés non
encapsulés pendant I'étape de formulation (et/ou qui n'auraient pas été éliminés pendant |'étape de
dialyse). Cette fraction est donc concentrée sous vide, solubilisée dans un volume connu de MeOH et
filtrée avant injection en HPLC.

L'analyse de ces différentes fractions permettra de déterminer la quantité de chélateurs lipophiles
effectivement encapsulés ainsi que les rendements d’encapsulation. Elle permettra également de

détecter une éventuelle fuite du chargement. En effet, il est possible que le dérivé lipophile ne
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s'encapsule pas correctement dans le cceur des NLC mais soit par exemple inséré dans les
phospholipides. Cela entraine alors une déstabilisation de la particule et peut conduire a I'expulsion
de la molécule. Egalement, comme cela peut étre le cas avec certaines nanoparticules lipidiques de
type SLN (Solid Lipid Nanoparticle),’® il est possible que la drogue cristallise & I'intérieur des
nanoparticules entrainant son éjection.?¢’

La quantité totale en chélateurs lipophiles dans les échantillons de nanoparticules a été évaluée avant
dialyse et sans passage SPE. Cette étape permet la validation de la méthode de quantification ; la
guantité déterminée expérimentalement doit étre égale a la quantité introduite a la formulation. Une

différence entre ces deux valeurs indiquerait un probleme au niveau de la solubilisation des

échantillons dans le méthanol (insolubilité du dérivé lipophile).

3.3.2. Analyse de NLC formulées en présence des chélateurs

lipophiles

La quantification de composés encapsulés NTA(Cys(COCgH17)NH;)3 13 et NTA(Cys(SCgH17)NH2); 15 a été
réalisée pour les lots de NLC chargées Il (13,5 mg NTA(Cys(COCsHi7)NH2); 13) et Il (13,1 mg
NTA(Cys(SCsH17)NH;)s 15), par analyse HPLC des différents échantillons préparés comme décrit plus
haut (3.3.1).

3.3.2.(a) Quantification du NTA(Cys(COCsH17)NH,); 13

Les fractions F1 et F2 avant et apres dialyse sont analysées par HPLC ainsi que les NLC détruites sans
passage SPE. Les chromatogrammes obtenus sont présentés ci-dessous (Figure 140) et les résultats

des NLC détruites sont reportées sous le terme "quantité totale" (Tableau 20).
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Figure 140 : Chromatogramme des fractions obtenues apres passage des NLC chargées en NTA(Cys(COCgH17)NH>)3 13 aprés

passage par SPE (F1 et F2) avant ou apres dialyse des NLC. Chromatogramme de I'analyse des eaux de dialyse.

Le pic a 8,3 min correspondant au chélateur lipophile NTA(Cys(COCsgH17)NH,)3 13 est présent dans tous
les échantillons analysées avec des intensités variables. Pour chaque chromatogramme, |'aire du pic
correspondant a ce chélateur lipophile est intégrée. Grace a la courbe de calibration établie
précédemment (Figure 135 et Figure 137), la quantité de chélateur lipophile peut étre déterminée
pour chaque échantillon et le rendement d’incorporation calculé. Les résultats obtenus sont reportés
dans le tableau ci-dessous (Tableau 20). Le contenu total des nanoparticules évalué sur les échantillons
avant dialyse et sans passage SPE est également répertorié dans le Tableau 20 sous le terme "quantité
totale". Les quantités ainsi obtenues permettent d’évaluer des concentrations effectives en chélateur

lipophile également reportées dans le Tableau 20.

Lot Il - 13,5 mg de NTA(Cys(COCgH17)NH,)s 13

Quantité SPE

totale F1 non dia F2 non dia Fldia F2dia

Quantité finale (mg) 12,8 11,3 0,3 8,5 0,1
Rendement 95 % 83% 2% 63 % 1%

Tableau 20 : Quantification de NTA(Cys(COCgH17)NH>)3 13 dans les F50-lot N°II.
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Le taux de récupération déterminé grace la quantité totale en NTA(Cys(COCgH17)NH>); 13 est de 95 %.
Les étapes de lyophilisation, solubilisation et filtration entrainent donc une perte de 5 % en produit,
soit ici de 0,7 mg.

Les deux fractions F1 avant et aprés dialyse contiennent la majorité du chélateur lipophile
NTA(Cys(COCgH17)NH;)3 13 respectivement 83 % et 63 %. Des quantités tres faibles (2 % et 1 %) sont
présentes dans les fractions F2. Ceci indique que ce chélateur lipophile est encapsulé de fagon efficace
dans les NLC. Cependant, la différence observée sur les deux fractions F1 avant et apres dialyse suggere
une possible fuite du NTA(Cys(COCgH17)NH,)3 13 a travers la nanoparticule pendant I'étape de dialyse.
La possibilité d’une fuite de dérivé lipophile pendant le stockage des NLC a 4°C a été évaluée sur les
nanoparticules chargées, 2 semaines apres leur formulation. En effet, une diminution de la quantité
de NTA(Cys(COCgH17)NH,); 13 dans la fraction F1 au cours du temps signifierait que le dérivé lipophile
est relargué de la nanoparticule.

Apres passage sur SPE, congélation et lyophilisation, la fraction F1 dialysée obtenue et analysée par
HPLC a permis de quantifier la quantité de NTA(Cys(COCgH17)NH;); 13 encore présente dans les NLC
deux semaines aprés formulation. Une valeur de 10,9 mg (2,4 mM) pour la totalité d'échantillon de
NLC est obtenue (Cf annexe 9). Cette valeur est supérieure a celle mesurée précédemment (8,5 mg ;
1,9 mM). La quantité déterminée en premier lieu dans les NLC a donc visiblement été sous-estimée.
Ce résultat montre donc ici l'incertitude sur la mesure due a la perte de produit pouvant étre
occasionnée par les différents traitements subis par les nanoparticules (SPE, lyophilisation puis re-
solubilisation). 1l est cependant important de noter que la quantité déterminée en
NTA(Cys(COCgH17)NH3)3 13 est supérieure. Il semble donc que I'encapsulation du chélateur lipophile

13 dans les NLC soit stable sur de courtes périodes (2 semaines).

L'encapsulation du NTA(Cys(COCsH17)NHz); 13 dans les NLC a donc été un succés avec un rendement
d'encapsulation de I'ordre de 60 - 65 %. Cette valeur correspond a une quantité en dérivé lipophile

de 2,5 % de la quantité totale en lipide (w/w) et est un trés bon résultat d'encapsulation.

3.3.2.(b) Quantification du NTA(Cys(SCsH17)NH,)s 15

Concernant I'étude des NLC chargées avec NTA(Cys(SCgH17)NH,); 15, les fractions F1 et F2 avant et
aprés dialyse ainsi que les NLC détruites sans passage SPE sont analysées par HPLC. Les

chromatogrammes obtenus sont présentés ci-dessous (Figure 141).
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Figure 141 : Chromatogramme des fractions obtenues aprés passage des NLC chargées en NTA(Cys(SCsH17)NH;)s 15 apres

passage par SPE (F1 et F2) avant ou apres dialyse des NLC. Chromatogramme de I'analyse des eaux de dialyse.

Le pic a 8,8 min correspondant au chélateur lipophile NTA(Cys(SCsH17)NH>); 15 est présent dans les
fractions F1 avant et aprés dialyse. L'intégration de I'aire de ce pic et la courbe de calibration établie
précédemment (Cf Ch 11.3.2.1) permettent de déterminer la quantité de chélateur lipophile et le
rendement d’incorporation. Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau ci-dessous (Tableau

21)

Lot Il - 13,1 mg de NTA(Cys(SCsH17)NH,)s 15

Quantité SPE
totale F1 non dia F1 dia
Quantité finale (mg) 12,0 7,4 6,0
Rendement 92 % 57 % 46 %

Tableau 21 : Quantification NTA(Cys(SCsH17)NH)3 15 dans les NLC lot N°IlI

Aucun pic a 8,8 min correspondant au chélateur lipophile NTA(Cys(SCsH17)NH2)s 15 n’est observé dans
les fractions F2 avant et apres dialyse (Figure 141). En revanche, de nombreux pics de forte intensité,
qui n’étaient pas présents lors de I’analyse du composé NTA(Cys(SCgH17)NH,); 15, sont présents sur ces

chromatogrammes. Une analyse des eaux de dialyse donne un résultat similaire. Il semble donc que
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ce dérivé NTA(Cys(SCsH17)NH>)3 15 ne soit pas stable au contact de la SPE ou de la membrane de dialyse
et se dégrade. Cette dégradation rend impossible la quantification du chélateur lipophile non
incorporé pendant la formulation.

Avec un rendement d’incorporation de I'ordre de 50 %, le chélateur lipophile NTA(Cys(SCsH17)NH;); 15
est également encapsulé, de facon moindre que le NTA(Cys(COCgH17)NH,); 13, mais tout de méme
efficace dans les NLC.

Comme précédemment la possibilité d’une fuite de dérivé lipophile pendant le stockage des NLC a 4°C
a été évaluée sur les nanoparticules chargées, 2 semaines apreés leur formulation. Apres passage sur
SPE, congélation et lyophilisation, la fraction F1 dialysée obtenue est analysée par HPLC et permet
d’évaluer une quantité de NTA(Cys(SCsH17)NH;)3 15 de 7,5 mg soit une concentration de 1,6 mM (Cf
annexe 9). Comme pour le composé NTA(Cys(COCgH17)NH,)s 13, cette valeur est supérieure a celle
précédemment calculée pour la fraction F1 apres dialyse (6,0 mg ; 1,3 mM), certainement pour les

mémes raisons de pertes pendant les manipulations et incertitudes de mesures.

L'encapsulation du NTA(Cys(SCsHi17)NHz); 15 dans les NLC a donc également été un succés un
rendement de 45 - 50 % pour un taux de charge en drogue relativement élevé (1,7 % w/w). De plus,
les NLC montrent ici leur capacité a protéger la drogue incorporée ; le NTA(Cys(SCsHi7;)NH2); 15

encapsulé n'ayant pas été dégradé lors des étapes de dialyse et SPE.

4. Conclusion

Deux analogues lipophiles (composé 13 et composé 15) du chélateur NTA(CysNH;); 12, contenant 3
chaines octyles CgHi7 introduites via un lien disulfure ou thioester ont été synthétisés. Des NLC
chargées avec ces chélateurs lipophiles ont été formulées avec succes et leur grande stabilité (< 3 mois)
a permis leur caractérisation et la quantification du principe actif encapsulé. La quantité de chélateurs
lipophiles a l'intérieur des NLC a été déterminée par une méthode de quantification alliant la
séparation par SPE et la quantification par HPLC analytique. Deux lots de NLC Il et Ill contenant
respectivement une concentration de 2,1 + 0,4 mM de NTA(Cys(COCgH17)NH2); 13 et 1,5 £ 0,2 mM de
NTA(Cys(SCsH17)NH,)s 15 ont été obtenus. Des études sur des cellules hépatiques présentant une
surcharge en cuivre permettront d’évaluer la capacité de ces nanovecteurs a délivrer le chélateur

NTA(CysNH,)s 12 et de piéger le cuivre de maniére efficace
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Evaluation de la capacité de nanoparticules a délivrer un chélateur de cuivre au niveau

cellulaire

1. Objectif et démarche

Les versions lipophiles du chélateur NTA(CysNH,)3 12 portant des chaines aliphatiques lipophiles CgH1;
liées par un lien disulfure (NTA(Cys(SCsH17)NH;)3 15 ou thioester NTA(Cys(COCsH17)NH,); 13) ont été
encapsulées dans des transporteurs lipidiques nanostructurés (NLC) et quantifiées. Leur capacité a étre
délivrés dans des cellules hépatiques et a protéger les cellules des effets toxiques du cuivre en exces a

ensuite été évaluée.

Pour cela des expériences de viabilité en I'absence ou en présence d’un exces de cuivre, et de
guantification de la production de métallothionéines comme marqueur de la présence de cuivre
intracellulaire en exces, ont été réalisées sur des deux lignées cellulaires d'hépatocarcinome humain :
- lalignée HepG2/C3A, dérivé de la lignée HepG2 possédant la capacité a former des canalicules
biliaires mimant ainsi le systeme d’excrétion du cuivre
- la lignée C8 pour laquelle la protéine ATP7B a été délétée. Cette derniere représente un
modele pertinent de la maladie de Wilson.
En effet, comme nous I'avons vu en introduction (Cf Ch 1.2), cette maladie est provoquée par des
mutations du gene atp7b codant pour cette protéine. A titre de comparaison, ces expériences ont
également été réalisées avec les chélateurs (NTA(Cys(SCsH17)NH,)s 15 et NTA(Cys(COCgH17)NH,); 13)
non encapsulés et les traitements de référence utilisés ou en cours de développement pour le
traitement de la maladie de Wilson (D-Pen, Trientine et TTM, Cf Ch 1.3).
Ces expériences ont permis d’évaluer la capacité des NLC a délivrer dans les cellules hépatiques un

chélateur du cuivre efficace pour les protéger des effets toxiques d’une surcharge en ion métallique.

2. Evaluation de la viabilité cellulaire

L'impact de la chélation du cuivre médiée par les NLC peut étre évalué en comparant la toxicité d'une
surcharge en cuivre en I'absence ou en présence d’un agent potentiellement chélatant. Pour cela des
tests de viabilité ont été réalisés en utilisant le bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl
tétrazolium (MTT). Ce test colorimétrique permet une quantification rapide des cellules vivantes. Afin

de discuter les résultats obtenues avec les NLC chargées, l'effet du chargement seul
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(NTA(Cys(COCgH17)NH,)3 13 et NTA(Cys(SCgH17)NH3)3 15), des NLC non chargées et des traitements de

référence utilisés ou en cours de développement (D-Pen, Trientine et TTM) a également été évaluée.

2.1 Principe du test MTT

Le test MTT est classiquement utilisé pour mesurer la viabilité cellulaire, basé sur la mesure de
I'activité enzymatique de la succinate déshydrogénase mitochondriale.?®® Dans une cellule vivante, le
processus de respiration cellulaire est assuré dans la mitochondrie. Le bon fonctionnement de la
mitochondrie est donc indispensable a la survie de la cellule et I'évaluation d'une de ses activités
enzymatiques permet de suivre la viabilité cellulaire.

Dans les cellules viables, I'enzyme la succinate déshydrogénase réduit le MTT (jaune) en formazan

insoluble dans I'eau, conduisant a la formation de cristaux (violets) (Figure 142).

Succinate N
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Figure 142 : Principe de réduction du réactif MTT en formazan par la succinate déshydrogénase mitochondriale.

Si le MTT (jaune) est réduit en formazan (violet), alors la cellule est vivante. A contrario, si le milieu
reste jaune, les cellules sont mortes. Pour quantifier ces résultats, les cristaux de formazan ayant
précipité sont dissouts puis quantifiés par spectrophotométrie. La valeur de I'absorbance a 570 nm,
correspondant au formazan est proportionnelle a la viabilité cellulaire. Les résultats obtenus sont

normalisés en pourcentage par rapport a un contréle non exposé a un stress induit par le cuivre.
2.2 Cytotoxicité

Avant d’évaluer les effets sur la chélation du cuivre et de s’affranchir des effets de toxicité directe des
nanoparticules et/ou de leur chargement, il est nécessaire de déterminer une concentration pour
laquelle les nanoparticules ne seront pas cytotoxiques et également d’estimer la toxicité des dérivés

lipophiles seuls.
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Dans un premier temps des expériences de cytotoxicité en condition basale de cuivre, ont donc été
réalisées avec les dérivés lipophiles, les nanoparticules chargées et non chargées comme contrdles

(F50 0 %). Le protocole utilisé est présenté ci-dessous (Figure 143).

1) Incubation 24 h avec les composés a tester O

%

2) Ajout de réactif MTT, incubation 1 h

O
E® -
® -
o &
o

3) Formation de cristaux de formazan

@éi

=

4) Lyse des cellules, dissolution des cristaux
et lecture de I'absorbance a 570 nm

=

Figure 143 : Principe du test MTT.

Les cellules sont ensemencées a 20 000 cellules par puits, 48 h avant le test. Elles sont ensuite incubées
pendant 24 h avec des doses croissantes de :

- dérivé lipophile NTA(Cys(COCgH17)NH,); 13 et NTA(Cys(SCsH17)NH;); 15 de 0 a 400 uM

- NLC chargées en NTA(Cys(COCsH17)NH,)s 13 (NLC-SCO) et NTA(Cys(SCsH17)NH,)s 15 (NLC-SS) de O a
6,4 mg/mL en lipides de NLC, correspondant aux concentrations de 0 a 400 uM en dérivés lipophiles

- ou NLC contrdles (F50 0 %) de 0 a 6,4 mg/mL en lipides de NLC.

Aprés incubation et ringages, le milieu cellulaire est remplacé par une solution de MTT avec laquelle
les cellules sont incubées pendant 1h. La solution de MTT est ensuite éliminée et les cristaux de
formazan sont solubilisés dans un mélange isopropanol, HCl (4 mM), 0,1 % NP40. L'absorbance de la

solution de chaque puit est ensuite mesurée a 570 nm par un lecteur de microplaque.

Les résultats obtenus, exprimés en pourcentage de survie cellulaire pour chaque composé testé sont

reportés ci-dessous (Figure 144a). La dose causant la mort de 50 % des cellules (DL50) a été déterminée
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graphiquement et les valeurs obtenues pour les différents composés testés sont présentés (Figure

144b).
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Figure 144 : Evaluation de la viabilité cellulaire des différents composés par test MTT sur cellules C3A, n=2. Etablissement

des DL50 des différents composés testés.

Comme nous l'avions vu précédemment, les NLC contréle (--u--) sont peu toxiques (la DL50, dose
permettant de tuer 50 % des cellules, n'est pas atteinte ici). Par contre, leur toxicité tend a augmenter
lorsqu’elles sont chargées avec les chélateurs lipophiles NTA(Cys(COCgHi7)NH3); 13 et
NTA(Cys(SCsH17)NH,)s 15, avec des valeurs de DL50 de 117 uM pour les NLC-SCO et 145 uM pour les
NLC-SS. Cependant cette toxicité est relativement faible a 25 pM, 0,8 mg/mL équivalent en lipides de
NLC (Figure 145).

Viabilité a 25 uM en dérivé lipophile
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Figure 145 : Viabilité cellulaire des différents composés a 25 uM ou 0,8mg/mL équivalent en lipides de NLC.

La concentration a donc été fixée a 25 uM / 0,8 mg/mL pour les tests de viabilité effectués en présence

de cuivre.
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2.3 Effet protecteur des chélateurs

Pour évaluer la capacité des NLC a délivrer dans les cellules hépatiques le chélateur du cuivre
NTA(CysNH,)s 12 et protéger les cellules des effets toxiques de cet ion métallique en exces, des tests
de viabilité ont été réalisés en exposant les cellules a des concentrations croissantes en cuivre. Comme
présenté précédemment, deux lignées cellulaires HepG2/C3A capable de former des canalicules
biliaires, et C8, pour laquelle la protéine ATP7B a été délétée, ont été utilisées. Le test MTT permet ici
de déterminer une dose létale en cuivre causant la mort de 50 % des cellules (DL50) en présence ou

en absence des différents composés testés.

Les cellules sont co-incubées pendant 24h avec des doses croissantes en cuivre (de 0 a 800 uM) et :

- les dérivés lipophiles NTA(Cys(COCgH17)NH;); 13 et NTA(Cys(SCsH17)NH,)s 15 a une concentration de
25 uM

- les NLC chargées en NTA(Cys(COCgH17)NH3); 13 (NLC-SCO) et NTA(Cys(SCsH17)NH3)3 15 (NLC-SS) a une
concentration de 25 uM en dérivés lipophiles ; 0,8 mg/mL équivalents en lipides

- ou les NLC contrdles (F50 0 %) a 0,8 mg/mL en lipides de NLC.

Aprés incubation et ringages, le milieu cellulaire est remplacé par une solution de MTT avec laquelle
les cellules sont incubées pendant 1h. La solution de MTT est ensuite éliminée et les cristaux de
formazan sont solubilisés. L'absorbance de la solution de chaque puit est ensuite mesurée a 570 nm

par un lecteur de microplaque.

2.3.1. Viabilité sur cellules C3A

La capacité des NLC a piéger le cuivre et protéger les cellules de ses effets toxiques, a d'abord été
évaluée sur la lignée HepG2/C3A.

Les valeurs de DL50 sont déterminées en reportant la concentration en cuivre ol |I'on observe 50 % de
mort cellulaire. L'exemple du contréle de cellules C3A exposées uniquement au cuivre est présenté ci-

dessous (Figure 146).
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Figure 146 : détermination de la DL50 en cuivre par test MTT pour le contréle de cellules HepG2/C3A exposées uniquement

au cuivre.

Une valeur de DL50 significativement supérieure a ce contréle traduit un effet protecteur du chélateur
de cuivre. Ici, la DL50 déterminée pour le contrble est de 438 + 26 uM en CuCl,. Les résultats de DL50
obtenues pour ces NLC chargées en chélateurs lipophiles (NTA(Cys(SCsHi7)NHy)s 15 et
NTA(Cys(COCgH17)NH3)3 13) sont présentés Figure 147. A titre de comparaison, les valeurs obtenues
avec les chélateurs non encapsulés et les traitements de référence utilisés ou en cours de

développement pour le traitement de la maladie de Wilson (D-Pen, Trientine et TTM) sont également

reportées.
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Figure 147 : DL50 cuivre sur cellules C3A déterminées par test MTT, n=3. La valeur de DL50 correspondant au contréle sans

cuivre est représentée par la droite violette.
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Les valeurs de DL50 obtenues avec le dérivé lipophile NTA(Cys(SCgH17)NH>)3 15 (415 + 50 uM) et les
NLC chargées en NTA(Cys(SCgH17)NH3); 15 (NLC-SS) (453 £ 99 uM) sont similaires au controle (438 + 26
uM). Il n’y a donc pas d’effet protecteur significatif lorsque le chélateur lipophile portant des chaines
aliphatiques CgHi7 liées par un lien disulfure est utilisé. Par contre, les valeurs de DL50 obtenues pour
le dérivé lipophile NTA(Cys(COCsH17)NH,)s 13 de 773 + 61 uM et, dans une moindre mesure, les NLC
chargées en NTA(Cys(COCgH17)NH;)3 13 (NLC-SCO) de 503 + 40 uM en CuCl,, sont supérieures ala valeur
controble (438 £ 26 uM). Ceci suggere un effet protecteur avec le chélateur lipophile portant des chaines
aliphatiques lipophiles CgHi7 liées par un lien thioester NTA(Cys(COCgHi7)NH2); 13 et sa version
encapsulée dans les NLC (NLC-SCO).

Cet effet est particulierement prononcé pour le NTA(Cys(COCgH17)NH3)s 13 seul. De plus, la valeur de
DL50 (773 £ 61 uM) et donc I'efficacité de chélation du cuivre, est supérieure a celles obtenues pour
les traitements de référence a savoir le TTM (562 + 18 uM), la DPen (675 uM) et la trientine (840 uM).
Grace a ses chaines lipidiques, le NTA(Cys(COCgH17)NH,)s 13 semble entrer par diffusion de maniére
efficace dans les cellules hépatiques. Une fois a I'intérieur de la cellule, les estérases permettraient de
couper les liens thioesters, libérant ainsi le chélateur NTA(CysNH;)s 12 qui pourrait alors piéger le
cuivre en exces.

L'efficacité des (NLC-SCO) est inférieure a celle du NTA(Cys(COCgH17)NH,)s 13 seul. Comme nous
I’avons vu précédemment (Cf Ch 11.2.4.2), ces NLC sont efficacement internalisées dans les cellules
hépatiques. Cependant la libération du chélateur et/ou son transfert dans le cytosol est peut-étre
limitée, ou prend du temps, ce qui explique I'effet protecteur plus faible que pour la molécule lipophile

seule.

2.3.2. Viabilité sur cellules C8

Des expériences similaires ont été effectuées sur des cellules C8, un mutant de la lignée hépatique C3A
dont le géne codant pour I'ATP7B a été délété (ATP7B knock-out, KO). Ces cellules sont plus
représentatives de la maladie de Wilson. Pour rappel (Cf Ch 1.2.2), cette maladie est provoquée par des
mutations du gene atp7b qui rendent la protéine du méme nom dysfonctionnelle. Les résultats de
DL50 obtenues pour ces NLC chargées en chélateurs lipophiles NTA(Cys(COCgHi7)NH,); 13 et
NTA(Cys(SCsH17)NH;)s 15, sont présentés Figure 148. A titre de comparaison, les valeurs obtenues avec
le chélateur non encapsulé NTA(Cys(COCsH17)NH3)3 13 et les traitements de référence sont également
reportées (Figure 148). Pour ces tests, le dérivé lipophile NTA(Cys(SCgH17)NH,); 15 s’est révélé trop

cytotoxique sur cette lignée cellulaire et n’a pas pu étre étudié.
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Figure 148 : DL50 cuivre sur cellules C8 (ATP7B KO) déterminées par test MTT, n=3. La valeur de DL50 correspondant au

controdle sans cuivre est représentée par la droite violette.

Comme attendu, la DL50 pour le contrdle, est plus faible que précédemment avec une valeur de 328
146 UM sur cellules C8 contre 438 + 26 UM sur les cellules C3A. En effet, du fait de la délétion du gene
atp7b, les cellules C8 sont plus sensibles a la présence de cuivre. La tendance obtenue sur cette lignée
est la méme que précédemment. Aucun n’effet protecteur n'est observé lorsque les NLC-SS sont
utilisées. Ces nanoparticules sont méme toxiques pour les cellules (DL50 de 237 uM). Par contre, la
valeur de DL50 obtenue pour le dérivé lipophile NTA(Cys(COCgH17)NH;)3 13 de 630 + 46 uM en CuCl,
est trés largement supérieures a la valeur contréle (328 + 46 uM). Ceci confirme I’effet protecteur du
chélateur lipophile NTA(Cys(COCgH17)NH3); 13. Sa version encapsulée dans les NLC, NLC-SCO, a une
DL50 (347 + 70 uM) similaire a celle du controdle. Il ne semble donc pas y avoir un effet a I'utilisation de
NLC sur cette expérience. Cependant, il est possible que I'efficacité plus faible des NLC-SCO soit due a
la sensibilité plus importante des cellules C8 vis-a-vis des nanoparticules, comme le montre la DL50

des NLC a 0,8 mg/mL de 137 + 51 uM.

3. Evaluation de I'expression des métallothionéines par RT-gPCR

L'impact des NLC chargées en chélateurs lipophiles sur la chélation intracellulaire du cuivre peut
également étre évalué en mesurant I'expression des génes codant pour les métallothionéines (MTs).
En effet, ces protéines riches en cystéines lient des métaux physiologiques (zinc, cuivre) et d’autres

métaux non essentiels (cadmium, mercure). L'expression des génes codant pour les MTs est régulée
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par la concentration intracellulaire en ions métalliques. En cas de surcharge métallique, I'ion Zn(ll) lié
a la MT est déplacé par le métal en exces et se lie alors au facteur de transcription MTF1 (Metal
transcription factor-1) pour induire notamment |'expression des MTs. Pour suivre cette réponse de
protection contre un exces toxique de cuivre, I'ARN messager (ARNm) codant pour une MT peut étre
qguantifié par RT-qPCR.

Avant de présenter et commenter les résultats obtenus, il est nécessaire de décrire le principe de la

RT-qPCR.

3.1 Principe de la RT-gPCR

L'étude de I'expression des génes par RT-qPCR (Reverse Transcription - quantitative Polymerase Chain
Reaction) permet d’obtenir, a partir d’un extrait biologique complexe, des quantités importantes,
amplifiées, d’'un fragment spécifique d’ADN. Cette technique nécessite dans un premier temps
|'extraction de I'ARN des cellules et la dégradation de I'ADN génomique. L’ARN ainsi extrait est ensuite
rétro-transcrit en ADN complémentaire a l'aide d'une transcriptase inverse (en anglais Reverse

Transcription, RT) (Figure 149).

ARN
polymérase

Figure 149 : Transcription de I'ADN pour former I'ARN messager (ARNm) par I'ARN polymérase.

C’est cet ADN complémentaire qui est ensuite amplifié et quantifié par qPCR. Cette amplification est
réalisée par des réactions en chaine grace a une polymérase (en anglais Polymerase Chain Reaction
PCR). Elle permet de répliquer la séquence d’ADN et d’obtenir un million de copies de la séquence
choisie en quelques heures.
Elle se déroule pour chaque cycle en 3 étapes :

- Dénaturation (Figure 150) : a une température de 95°C, I'ADN est dénaturé en cassant les

liaisons hydrogéne qui maintiennent la structure de la double hélice

177



CH Ill. CHARGEMENT DE NANOVECTEURS POUR LA DELIVRANCE DE CHELATEURS DE CUIVRE VERS LE FOIE

EVALUATION DE LA CAPACITE DES NANOPARTICULES A DELIVRER UN CHELATEUR DE CUIVRE AU NIVEAU CELLULAIRE

Figure 150 : Etape de dénaturation de I'ADN par chauffage a 95°C.

Hybridation (Figure 151) : Deux amorces (directe et indirecte) sont choisies de maniere a
encadrer la séquence d'ADN a amplifier et s'hybrident sur la séquence d'ADN par

complémentarité des bases.

Figure 151 : Etape d'hybridation de I'amorce sur le brin d'ADN complémentaire.

- Elongation (Figure 152) : la Taq polymérase synthétise le brin complémentaire d'ADN. Cette
enzyme est stable et active a température élevée. Elle est extraite d'une bactérie
(Thermusaquaticus) vivant uniquement dans les sources chaudes et a une température

optimale d'action de 72°C.

178



CH Ill. CHARGEMENT DE NANOVECTEURS POUR LA DELIVRANCE DE CHELATEURS DE CUIVRE VERS LE FOIE

EVALUATION DE LA CAPACITE DES NANOPARTICULES A DELIVRER UN CHELATEUR DE CUIVRE AU NIVEAU CELLULAIRE

Taq polymérase

.
Taq polymérase
—]

Figure 152 : Etape d'élongation par la Taq polymérase.

Toutes ces étapes, réalisées dans un thermocycleur, constituent un cycle. Le cycle suivant reprend la
dénaturation, hybridation, élongation avec le double brin d'ADN nouvellement synthétisé. En théorie,

a la fin de chaque cycle, la quantité d'ADN de départ est doublée.

L'intérét de la PCR quantitative (qPCR) par rapport a la PCR classique est qu’il est possible de suivre
précisément la quantité d’ADN produite tout au long de I'amplification. Pour cela, le thermocycleur est
couplé a un spectrofluorimetre et un fluorophore est ajouté dans le milieu réactionnel. Les
fluorophores les plus couramment utilisés sont des agents intercalant de I'ADN double-brin comme
par exemple le SYBR-GREEN®. Ces agents se lient a chacun de ces doubles brins d'ADN et |'intensité de
fluorescence augmente proportionnellement a la quantité d'ADN synthétisée. L'étude de la courbe
représentant l'intensité de fluorescence en fonction du nombre de cycles permet de déterminer la
guantité initiale d'ADN cible dans I'échantillon. L'expression en conditions basales des genes des MTs
est normalisée a 1. La quantité de fragments d'ADN synthétisée obtenue dans les autres conditions est
comparée a cette référence. Ainsi une valeur > 1 indique une augmentation de I'expression alors

gu'une valeur < 1 indique sa diminution.

3.2 Evaluation de I'expression des métallothionéines par RT-qPCR

Pour évaluer la capacité du chélateur lipophile NTA(Cys(COCgH17)NH;)3 13 et des NLC chargées NLC-
SCO a protéger les cellules du stress métallique induit par un excés de cuivre, les expérience de RT-
gPCR ont été effectuées sur la lignée cellulaire HepG2/C3A uniquement. La quantification d'ARNm
permet ici d'évaluer I'expression du géne codant pour une MT (MT1) et de comparer les effets de
chélation du cuivre de ces systémes moléculaires et nanoparticulaires avec les traitements en cours.

Suite aux résultats précédents obtenus dans le cadre des tests de viabilité, nous avons choisi de ne pas
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tester le chélateur lipophile NTA(Cys(SCsH17)NH,)3 15 ainsi que les NLC-SS et de nous concentrer sur le
chélateur NTA(Cys(COCgH17)NH3); 13 et les particules NLC-SCO.

3.2.1. Expérimentation

L'analyse de I'expression de I'ARNm impliqué dans I'expression du gene codant pour les MTs par RT-
gPCR est basée sur le protocole suivant. Les cellules HepG2/C3A sont incubées pendant 2h avec :

- Le dérivé lipophile NTA(Cys(COCgH17)NH3)3 13 a 25 uM

- Les NLC chargées en NTA(Cys(COCgH17)NH>)3 13 (NLC-SCO) a 25 uM correspondant a 0,8 mg/mL en
lipides de NLC

- Ou les traitements en développement (TTM a 25 uM) ou de référence (D-Pen et trientine) aux
concentrations utilisés dans le cadre de la maladie de Wilson (500 uM).

Le milieu cellulaire est ensuite éliminé et les cellules sont incubées pendant 6h dans un milieu
contenant 50 uM de CuCl, afin d’initier un stress oxydant (Figure 153). Ceci permet de s'affranchir de

la chélation extracellulaire et de mettre en évidence la chélation intracellulaire.

C3A en culture Ajout des composés a Incubation 2h,
tester (25 pM) 37°C, 5% CO,

... etremplacé par

Le milieu est un milieu contenant

retiré... 50 pM de CuCl; « RT-gPCR
—— _—
’ O @
Seuls restent les composés Incubation pendant 6h
pouvant entrer dans les Expression des MTs &
cellules

Figure 153 : Principe de I'expérience d'évaluation de I'expression des métallothionéines dans des cellules C3A en présence de

cuivre.

Les résultats obtenus sont normalisés par rapport aux genes de référence dont le taux d'expression ne

varie pas entre les conditions d'étude.
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3.2.2. Résultats

L'expression des métallothionéines évaluée par RT-gPCR pour le chélateur lipophile
NTA(Cys(COCgH17)NH3)3 13 et les NLC chargées avec ce méme chélateur (NLC-SCO) est présenté Figure
154. A titre de comparaison, les résultats obtenus avec les traitements de référence (D-Pen, Trientine
et TTM) sont également reportés (Figure 154). Pour ces expériences, deux contréles sont effectués. Le
premier est un contréle négatif : les cellules n'ont pas été en contact avec le cuivre, il s'agit ici de la
représentation de I'expression normale des génes et a été normalisée a 1. Le second est un contréle
positif : les cellules ont été incubées uniguement avec le cuivre. La valeur d'expression des génes des
MTs ont été déterminées en fonction du contréle sans cuivre et est de 16,0. L'expression des genes
des MTs induite par une exposition a 50 UM en cuivre est donc 16 fois supérieure a celle des cellules

en conditions basales.
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Figure 154 : Evaluation de I'expression des métallothionéines par RT-qPCR suite a l'incubation de dérivés lipophiles du
chélateur de cuivre NTA(CysNH;)s 12 seul (25 uM) ou encapsulé dans les NLC (25 uM, 0,8 mg/mL en lipides), suivi de I'ajout

de CuCl, (50 uM) afin de générer un stress métallique.

Pour rappel, I'effet observé par RT-qPCR au niveau de I'expression des MTs est due uniquement a la
fraction de composé ayant pu entrer a l'intérieur des cellules hépatiques (Figure 153). Une haute
expression de la MT1 traduit un stress induit par le cuivre important, alors qu’une expression de la
MT1 réduite reflete une diminution de ce stress. Autrement dit, un effet de chélation du cuivre

intracellulaire conduira a une baisse de I'expression de la MT1.
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Les résultats obtenus montrent que les traitements de référence : trientine, D-Pen et le TTM n’ont pas
d’influence sur I'expression de la MT1. Ceci est vraisemblablement expliqué par leur faible propension
a entrer dans les cellules hépatiques.

Au contraire, le chélateur lipophile NTA(Cys(COCsH17)NH2)s 13 et les nanoparticules chargées avec ce
méme chélateur (NLC-SCO) diminuent de maniére significative I'expression des MTs (7,3 + 1,2 et 8,7 +

1,4 respectivement) par rapport au contréle positif (16,0 = 1,4).

3.3 Conclusion

Ces expériences confirment la capacité du chélateur lipophile NTA(Cys(COCsH17)NH,); 13 et des
nanoparticules chargées avec ce méme chélateur a piéger le cuivre en exces et mettent en avant le
caractere intracellulaire de cette chélation. Ces deux systémes moléculaires et nanoparticulaires sont
donc capables de pénétrer dans les cellules hépatiques et de libérer au sein de ces cellules un chélateur

efficace du cuivre.

182



CH Ill. CHARGEMENT DE NANOVECTEURS POUR LA DELIVRANCE DE CHELATEURS DE CUIVRE VERS LE FOIE

CONCLUSION & PERSPECTIVES

Discussion

Dans ce chapitre, nous avons montré que la modification du chélateur NTA(CysNH,); 12 par
I'introduction de 3 chaines octyles CgHi7 sur les fonctions thiols du chélateur via un lien disulfure ou
thioester, permet d’accéder a des composés suffisamment lipophiles pour étre encapsulés de maniere
efficace dans les NLC. La quantification de ces dérivés par HPLC a permis d'évaluer les rendements

d’encapsulation a 63 % pour le NTA(Cys(COCsH17)NH,)s 13 et 46 % pour le NTA(Cys(SCsH17)NH>)s 15.

Les résultats de quantification ont permis de mesurer une petite perte de dérivé lipophile lors de la
purification par dialyse (ex : pour le NTA(Cys(COCsH17)NH;)3 13, 11,3 mg avant dialyse et 8,5 mg aprés
dialyse). Il est possible, a cause de la nature amphiphile des dérivés lipophiles (chélateur NTA(CysNH>)3
12 hydrophile et chaines C8 hydrophobes), que les molécules encapsulées se situent en partie au
niveau des chaines de phospholipides plutét qu'au coeur des particules. Cette localisation pourrait
alors entrainer I'expulsion d'une fraction des composés pendant I'étape de dialyse. Cependant, les
guantifications effectuées afin d'évaluer la fuite pendant le stockage des NLC a 4°C n'ont pas montré
de diminution de la quantité de dérivés lipophiles encapsulés pendant 2 semaines. Les nanoparticules
et les pro-drogues encapsulées semblent donc stables pendant le stockage. Ces expériences seraient
a compléter par des suivis de formulation sur de plus longues durées de stockage. Cependant, nous

avons préféré concentrer nos efforts et les produits existants sur les tests biologiques.

Suite a la quantification de la drogue encapsulée, des études cellulaires ont été effectuées avec les NLC
chargées NTA(Cys(COCgH17)NH,); 13 et NTA(Cys(SCsH17)NH,)3 15. Les dérivés lipophiles seuls, ainsi que
les traitements en développement/actuels de la maladie de Wilson (TTM, trientine et D-Pen) ont
également été testés afin de comparer les résultats obtenus avec les NLC.

Les mesures de viabilité cellulaire ont mis en évidence une toxicité accrue pour le dérivé lipophile
NTA(Cys(SCsH17)NH;)s 15 seul ainsi que les NLC-SS. La structure des deux dérivés lipophiles est trés
similaire, seul le lien entre le chélateur et les chaines lipidiques est différent. La toxicité du
NTA(Cys(COCsH17)NH;)3 13 étant modérée dans toutes les études cellulaires, il se pourrait que la
cytotoxicité ne soit pas due au NTA(Cys(SCsHi7)NH,)s 15 directement, mais a ses produits de
dégradation. En effet, dés les premiéres analyses (comme par exemple le chromatogramme Figure
136), il était présagé que cette molécule ne serait pas stable en milieu biologique. Le lien disulfure est
connu pour subir des réactions de substitution avec les molécules soufrées présentes dans le milieu

de culture ou la circulation sanguine. Il semble donc que le NTA(Cys(SCsH17)NH,); 15 se dégrade et
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génére des espéces chimiques cytotoxiques. Pour I'ensemble de ces raisons, cette molécule n'a pas
été utilisée pour les tests de RT-gPCR.

En revanche, les mesures de viabilité cellulaire ont mis en évidence un effet protecteur du dérivé
lipophile NTA(Cys(COCsH17)NH;)s 13 pour les cellules vis-a-vis du cuivre, significativement plus grand
(DL50 773 + 61 uM) que sa version encapsulée dans les NLC (NLC-SCO, DL50 503 + 40 uM) pour des
concentrations identiques en chélateur (25 uM). Plusieurs hypothéses concernant cette différence
peuvent étre émises.

Tout d'abord, il peut y avoir un effet synergique entre la toxicité générée par les NLC et le stress induit
par le cuivre. Il y aurait alors une balance entre I'effet protecteur du chélateur de cuivre et la mort des
cellules due a une trop grande toxicité des NLC. Cependant, les valeurs de DL50 du controle (cellules
seules + cuivre) de 438 + 26 UM en CuCl; et celle des NLC seules de 403 + 45 uM ne sont pas
significativement différentes. L'écart observé entre les NLC-SCO et le NTA(Cys(COCgH17)NH2)5 13 seul
ne peut donc pas s'expliquer par la toxicité des NLC seules.

Il se peut également que le NTA(Cys(COCsHi7)NH;)3 13 entre plus facilement dans les cellules
hépatiques grace a ses chaines lipidiques. Une plus grande quantité de chélateur se retrouve donc en
intracellulaire et chélate une plus grande quantité de cuivre.

Enfin, il est possible que la totalité du NTA(Cys(COCgH17)NH>); 13 encapsulé dans les NLC, n'ait pas été
totalement libérée au moment de la mesure de viabilité (24h). Ces nanoparticules sont connues et
utilisées pour leur capacité a libérer la drogue lentement, il n'est donc pas rare qu'a 24h, la totalité de
la drogue n'ait pas été relarguée. C'est le cas par exemple de NLC chargés en paclitaxel (PTX)

développées par Shao et al.?®®

et fonctionnalisées par la transferrine (Tf). Des profils de libération de
la drogue ont été établis in vitro pour les différentes nanoparticules testées et sont présentés Figure

155 avec le Taxol en comparaison.
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Figure 155 : Profil de libération de paclitaxel (PTX) in vitro de différentes formulations de NLC. Profils de (A) Tfiok-PTX-DNA-
NLG, (B) Tfsi-PTXDNA-NLC, (C) PTX-DNA-NLC, et (D) Taxol®.262
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Pour les formulations de NLC-PTX (courbes A, B et C), la totalité de la drogue n'a pas été libérée, méme
au temps maximal de 72h. A 24h, temps utilisé pour effectuer les analyses de viabilité cellulaire sur les
NLC, seulement 40 — 60 % du paclitaxel a été libéré. La différence d'efficacité entre le
NTA(Cys(COCsH17)NH3)3 13 et les NLC-SCO pourrait donc s'expliquer par la libération lente du chélateur
de cuivre. |l serait alors intéressant de refaire ces différents tests a des temps plus longs (48h —72h).

Les NLC-SCO ont donc montré leur capacité a entrer dans les cellules hépatiques et libérer un chélateur
de cuivre en intracellulaire. Il serait donc intéressant d'effectuer ces mémes études sur le petit animal.
Le dérivé lipophile NTA(Cys(COCgH17)NH,)s 13 pourrait alors étre rapidement dégradé ou ne pas
atteindre sa cible hépatique en forte concentration. Les NLC-SCO pourraient en revanche démontrer
leur grande capacité d'accumulation dans le foie et les effets de la libération contrélée pourraient étre

observés.
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Conclusion & Perspectives

Les dérivés lipophiles, synthétisés a partir du chélateur de cuivre NTA(CysNH,)3 12 par ajout de chaines
lipidigues CgHi7, ont été encapsulés avec succés dans les NLC, avec des rendements d’encapsulation
de 63 % pour le NTA(Cys(COCgH17)NH2)s 13 et 46 % pour le NTA(Cys(SCsH17)NH;); 15. Les quantités de
dérivés lipophiles encapsulés représentent respectivement 2,5 % et 1,7 % par rapport a la quantité
totale en lipides pour les NLC-SCO et NLC-SS. La quantité de drogue encapsulée dans les NLC dépasse
rarement les 1-2 %, ces résultats sont donc excellents et pourraient encore étre améliorés. Pour cela,
des essais de formulation introduisant des quantités plus grandes en dérivés lipophiles seront
effectués afin d'établir une limite maximale de chargement. De plus, il peut étre intéressant de greffer
sur le chélateur de cuivre NTA(CysNH,); 12 différents types de chaines lipidiques (chaine stéarate
CieHs3 par exemple) afin d'augmenter la lipophilie du dérivé lipophile et augmenter encore les
rendements d'encapsulation.

Les tests au niveau cellulaire effectués sur cellules hépatiques C3A ont montré la capacité du
NTA(Cys(COCgH17)NH3)3 13 a entrer dans ces cellules et diminuer la toxicité induite par le cuivre. Les
résultats cellulaires des NLC-SCO, plus mitigés en termes d'effet protecteur contre le cuivre, ont quant
a eux montré un effet sur I'expression des métallothionéines par RT-gPCR. Les NLC-SCO sont en effet
capables d'étre internalisées dans les cellules hépatiques et d'agir au niveau de I'expression des
métallothionéines. Il serait intéressant de reproduire ces expériences de RT-gPCR sur cellules C8, ne
possédant pas le gene atp7b.

De plus, des études sur le petit animal permettraient également d'apprécier plus justement la capacité
des NLC a franchir les différentes barrieres biologiques et a s'accumuler dans le foie pour y délivrer

leur charge en chélateur.
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Ch IV.Conclusion générale

Durant ce projet de thése, de nouvelles stratégies thérapeutiques ont été développées dans le cadre
de la maladie de Wilson. Cette maladie génétique, se traduisant par une accumulation toxique de
cuivre dans le foie et le cerveau, ne bénéficie pas a I'heure actuelle de traitements complétement
satisfaisants pour les patients. En effet, la thérapie est généralement basée sur I'administration de
chélateurs de cuivres. Malheureusement, ces traitements sont peu efficaces, peu sélectifs et
entrainent de nombreux effets secondaires.

Afin de lutter contre le stress métallique induit par ces exces en cuivre, un chélateur de cuivre, efficace
et sélectif, a précédemment été développé au laboratoire SYMMES. La fonctionnalisation de ce
chélateur par des motifs de ciblage GalNAc afin de le vectoriser vers le foie a permis la chélation
efficace du cuivre intracellulaire en exces. Afin d'améliorer les propriétés pharmacocinétiques
(accumulation et libération contrélée), une stratégie similaire a été développée au cours de cette these
en transposant cette approche moléculaire a des nanoparticules lipidiques.

La vectorisation de principes actifs connus, par I'intermédiaire des nanoparticules lipidiques, est en
essor constant a travers la nanomédecine. Dans ce contexte, des transporteurs lipidiques
nanostructurés ont été fonctionnalisés par des motifs de ciblage GalNAc afin de vectoriser les
nanoparticules vers le foie. Le chélateur de cuivre NTA(CysNH)s, modifié par des chaines alkyles pour
le rendre lipophile, a ensuite été encapsulé dans les NLC. Cette stratégie, en vue de la délivrance ciblée
de chélateur du cuivre vers le foie, a été appréhendée selon deux axes :

- d’une part l'internalisation de NLC décorées par des motifs de ciblage GalNAc

- et d’'autres part I'aptitude de NLC chargées par une version lipophile du chélateur de cuivre
NTA(CysNH,)s 12 a délivrer ce chélateur dans les cellules hépatiques et piéger le cuivre intracellulaire
en exces.

Cette stratégie ainsi que les challenges de ce projet sont présentés Figure 156.
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Figure 156 : Stratégie de vectorisation d'un chélateur de cuivre vers les hépatocytes par une approche nanoparticulaire.
Etapes de conception de nanoparticules lipidiques vectorisées pour le ciblage des ASGPR et de nanoparticules chargées en

dérivé lipophile d'un chélateur efficace du cuivre.

La stratégie envisagée dans le cadre de cette thése pour cibler les cellules hépatiques est d’utiliser les
récepteurs aux asialoglycoprotéines ASGPR, quasi-exclusivement et abondamment exprimés a la
surface de ces cellules. Ces récepteurs reconnaissent les résidus glycosidiques en particulier le
galactose et la N-acétylgalactosamine avec une nette préférence pour cette derniere. L'affinité peut
étre grandement améliorée (de 100 a 1000 fois a chaque sucre supplémentaire) par des interactions
multivalentes. Plusieurs parametres structuraux tels que la nature, le nombre et I'organisation spatiale
du monosaccharide, jouent un role clé dans le processus de reconnaissance par I'ASGPR. Dans les
systemes moléculaires, une reconnaissance optimale est obtenue lorsque les monosaccharides sont
espacés d'environ 20 A. La fonctionnalisation des NLC par les motifs de ciblage GalNAc congu au cours
de ce projet devait donc répondre a différents critéres pour envisager une internalisation spécifique

médié par les ASGPR, a savoir :
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- Une densité de surface suffisante et une géométrie adaptée pour mimer la multivalence
efficace pour la reconnaissance par le récepteur
- L'accessibilité des motifs de ciblage GalNAc a la surface des NLC
Lors de ce travail de these, des nanoparticules lipidiques de 50 nm décorées par différentes quantités
de motifs ciblants GalNAc ont été formulées. La quantification précise par une méthode UPLC-ELSD de
ces motifs, réalisée pour la premiére fois sur de tels nano-objets, nous a permis d’accéder a des
densités de surface comprise entre 136 et 650 motifs par particule. Des études sur des cellules
hépatiques par cytométrie en flux ont ensuite permis d’évaluer la capacité de ces nanoparticules NLC-
GalNAc a entrer dans ces cellules hépatiques et étre reconnues par les récepteurs aux
asialoglycoprotéines (ASGPR). Cette technique a permis de mettre en évidence une excellente
internalisation des NLC dans les cellules hépatiques. Ces nanoparticules, indépendamment de leur
densité de surface en GalNAc, entrent de maniere efficace dans les hépatocytes, probablement via un
mécanisme médié par un récepteur. Il est ici supposé que la nature lipidique de ces nanoparticules
leur permet d'étre internalisées par des récepteurs spécifiques des lipoprotéines. Seule la formulation
possédant la plus grande densité de surface en GalNAc (23,3 %) a révélé un effet significatif de la
présence des motifs GalNAc sur l'internalisation dans les HepG2. De plus, des expériences réalisées
par résonance plasmonique de surface (SPR) tendent a montrer que les motifs GalNAc sont
suffisamment accessibles pour étre reconnus par la lectine MGL, qui reconnait spécifiquement les
motifs GalNAc. Cependant, cette interaction n'est visible qu'a forte concentration en particules.
Ces résultats suggerent un mécanisme d'internalisation différent pour les NLC contenant la plus grande
densité de surface en GalNAc, qui pourrait étre médié par les ASGPR. Cependant I'internalisation
médiée par les AGPR est dépendante de nombreux parameétres structuraux et la densité en ligand,
seule, ne suffit pas pour comparer différents systemes complexes telles que des nanoparticules. Il est
donc difficile de tirer de plus amples conclusions sur le mécanisme d'entrée dans les cellules de ces
NLC.
D’autres questions sur le comportement in cellulo de ces NLC restent encore en suspens et
mériteraient d’étre approfondies :
- Quels récepteurs sont impliqués dans l'internalisation des NLC contenant les plus faibles
densités de surface en GalNAc ?
- Quel est le devenir de ces NLC apreés leur entrée dans les cellules ? Quelle est I'influence du
mécanisme mis en jeu ?
Des études de microscopie confocale ont permis de visualiser et localiser les NLC dans des vésicules au
sein du cytoplasme. Cependant nous ne possédons actuellement pas d’informations complémentaires

concernant la localisation effective de ces nanoparticules a l'intérieur des cellules hépatiques.

191



CH IV. CONCLUSION GENERALE

Ce travail a permis de mettre en avant que la présence des motifs de ciblage GalNAc influence le
mécanisme d’entrée de ces NLC, probablement via les ASGPR mais que de nombreux parameétres sont
a prendre en compte pour la vectorisation efficace et spécifique. Comme I'augmentation de la densité
de surface en GalNAc de ces NLC tend a limiter leur stabilité, une maniére d’optimiser I'internalisation
médié les ASGPR, pourrait étre de concevoir des systemes possédant une meilleure organisation
spatiale des sucres pour induire des interactions multivalentes. Cela peut étre obtenu en utilisant un
surfactant portant un motif triantennique a base de GalNAc possédant une géométrie adaptée comme

cela a été discuté dans la discussion précédente (Cf Ch Il Discussion générale).

De par leur nature nanométrique et lipidique, les NLC entrent efficacement dans les cellules
hépatiques. La propension de ces nanoparticules a délivrer le chélateur a I'intérieur de ces cellules et
piéger le cuivre en excés a donc été évaluée sur des NLC de 50 nm non fonctionnalisés chargés en
dérivés lipophiles du chélateur NTA(CysNH,);. Ces dérivés lipophiles, obtenus par ajout de chaines
alkyles ont été encapsulés avec succes dans les NLC avec des taux de chargement de I'ordre de 2 %
(par rapport a la quantité totale en lipide). Les NLC résultant de cette encapsulation sont stables dans
le temps. Ces résultats déja encourageants pourront par la suite étre améliorés en établissant une
limite maximale de chargement et/ou en faisant varier la longueur des chaines lipidiques utilisées. Les
tests cellulaires de protection des cellules face a un stress métallique induit par une forte concentration
en cuivre et d'expression des métallothionéines ont mis en avant l'intérét du dérivé lipophile
possédant un lien thioester encapsulé dans les NLC. Ces nanoparticules lipidiques sont capables
d’entrer dans les cellules hépatiques et de libérer le chélateur de cuivre en intracellulaire
NTA(CysNH,)s. Il serait donc intéressant d’aller plus loin dans cette étude en optimisant le chargement
de ces NLC. De plus, des études sur le petit animal permettraient également d'apprécier plus justement

I’effet protecteur de ces NLC pour lutter contre les surcharges hépatiques en cuivre.

Enfin, I'objectif ultime sera de combiner les deux stratégies innovantes initiées lors de ce projet de
these pour répondre aux besoins thérapeutiques concernant la maladie de Wilson et ouvrir de
nouveau champs d’investigations dans le domaine de la nanomédecine dédiés a d’autres pathologies.
Ainsi des approches similaires pourraient étre envisagées pour la vectorisation de médicaments déja
connus vers le foie afin d’améliorer leur efficacité thérapeutique et également la délivrance des
chélateurs du cuivre vers le cerveau afin de traiter les atteintes neurologiques liées a la malade de

Wilson mais également dans le cas des maladies neurodégénératives.
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Partie expérimentale

Synthese organique

1. Informations générales

Solvents and reagents were purchased from Sigma Aldrich, Acros, Alfa Aesar, Carlo Erba, Fluka, and
VWR, and were used without further purification unless specified.
All water solutions were prepared from ultra-pure laboratory grade water that has been filtered and

purified by reverse osmosis using Millipore Milli-Q cartridge system (resistivity 18.2 MQ.cm at 25 °C).

BocNH-PEG100-NH; was purchased from Iris Biotech.

Thin Layer Chromatography (TLC) was performed on Silica gel 60 plates, coated with fluorescent
indicator F254 from Merck Millipore. The detection was done under UV light, at 254 or 365 nm, KMnO4
solution, 10 % H,SO4 solution in ethanol or 1 % ninhydrin solution in ethanol. Organic compounds were

purified when specified on a silica gel column with silica gel Kieselgel 60 (0.040-0.063 mm, Merck).

Analytical HPLC were performed with a VWR system fitted with a Chromolith RP18e column (L = 100
mm, @ = 4.6 mm), with flow rates of 1 mL/min. Preparative HPLC were performed with a VWR system
fitted with Chromolith RP18e column (L = 100 mm, @ = 25 mm) with flow rates of 30 mL/min. Used
solvents were water, acetonitrile, and solvents A and B (A : H,O /0.01 % TFA ; B: CHsCN / 0.01 % TFA
/ 10 % H,0). Samples were filtered before injection on 13 mm syringe filters (w/ 0.45 um PTFE) from
VWR international.

'H NMR and 3C NMR spectra were recorded on a Bruker Avance 400 spectrometer. Chemical shifts (5)
were reported in ppm with the solvent as the internal reference, except for 3C NMR spectra in D,0,
which were referenced to external DSS. Mass spectra were acquired with a Finigan LXQ-linear ion trap

(THERMO Scientific, San Jose, USA) equipped with an electrospray source.
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2. Synthese du surfactant PEGylé SA-PEG100-GalNAc 10

Compound 1

OAc
68 0.1 OAc
; C16H23NO1g
AcO” 4 2 “NHAC MW: 389.36
OAc
per-Ac-Gal

To a solution of commercial N-acetyl-D-Galactosamine (4.00 g, 18.1 mmol) in acetic anhydride (15 mL,
157 mmol, 8.7 eq.) under inert atmosphere, pyridine (25 mL, 325 mmol, 18 eq.) was added. The
reaction was stirred for 12 hours at room temperature and monitored by TLC (SiO,, ethyl acetate).
Then, the reaction mixture was poured into ice water (200 mL), and this mixture was extracted twice
with CH,Cl, (200 mL). The organic fraction was washed with brine (2 x 150 mL), dried over anhydrous
Na,SO,, filtered and evaporated under vacuum. The crude compound 1 (6.35 g, 90 %, Rf = 0.6) as an
orange oil was used without purification.

IH NMR (CDCls, 400 MHz, 298 K): 6 ppm = 6.22 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H-1); 5.43 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H-4); 5.37
(d,J=9.2 Hz, 1H, NH); 5.23 (dd, J = 3.2 and 11.5 Hz, 1H, H-3); 4.74 (ddd, J = 3.6 Hz, 9.2Hz and 11.5 Hz,
1H, H-2); 4.21-4.23 (m, 1H, H-5); 4.07, 4.12 (ABX, JBX = 6.6 Hz, JAX= 6.9 Hz, JAB = 11.2 Hz, 2H, H-6);
2.18 (s, 6H, 2xCOCHs); 2.04 (s, 6H, 2xCOCHs); 1.95 (s, 3H, COCHs).

13C NMR (CDCls, 100 MHz, 298 K): § ppm = 171.53 (CO); 170.68 (CO); 170.522 (CO); 170.30 (CO); 169.07
(CO); 91.69 (C-1); 68.87 (C-5); 68.15 (C-3); 67.01 (C-4); 61.60 (C-6); 47.33 (C-2); 23.53 (CHs); 21.28
(2xCH3); 21.00 (2xCHs).

Compound 2
OAc
O ‘\\O
- C14H19NOg
/ .
ACO "IN MW: 329.31
OAc

To a solution of compound 1 (7.00 g, 18.0 mmol) in anhydrous CH,Cl; (150 mL) under argon, TMSOTf
(9.5 mL, 52.2 mmol, 2.9 eq.) was added dropwise. The reaction mixture was stirred overnight at 45° C
and monitored by TLC (SiO,, CH,Cl,/EtOH, 95/5, v/v). Then at 0°C, EtsN (13.1 mL, 94 mmol, 5.2 eq.) was

slowly added. The reaction mixture was diluted with CH,Cl; (250 mL) and washed with saturated
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aqueous NaHCOs solution (until basic pH, 3 x 150 mL) and brine (2 x 150 mL). The organic fraction was
dried over Na,S0O,, filtrated and concentrated concentrated under vacuum. The crude product 2 (6.00
g, Qtt) was used without purification.

IH NMR (CDCls, 400 MHz, 298 K): 6 ppm =5.99 (d, J = 6.8 Hz, 1H, H-1); 5.46 (t, J = 3.0 Hz, 1H, H-4); 4.91
(dd, J = 3.3 and 7.4 Hz, 1H, H-3); 4.23-4.27 (m, 1H, H-5); 4.11 and 4.20 (ABX, JAX = 5.8 Hz, JBX = 7.0 Hz,
JAB =11.2 Hz, 2H, H-6); 3.98-4.02 (m, 1H, H-2); 2.12 (s, 3H, CH3); 2.07 (s, 6H, 2xCH3); 2.06 (s, 3H, CHs).

Compound 3

OAc

o O\/\O/\/O\/\CI C20H32CINO 1
MW: 497.92

AcO “/NHAc
OAc

To a solution of the crude product 2 (18.0 mmol) in anhydrous CH,Cl, (100 mL), molecular sieves 4 A
and 2-(2-(2-chloroethoxy)ethoxy)ethanol (4.5 ml, 30.6 mmol, 1.7 eq.) were added under argon. The
reaction mixture was stirred for 30 minutes at room temperature. Then, TMSOTf (2 ml, 10.9 mmol, 0.6
eq.) was added. The reaction was stirred overnight at room temperature and monitored by TLC (SiO,,
ethyl acetate/EtOH/AcOH, 8/0.2/0.2, v/v/v). Then, at 0°C, EtsN (2 mL, 14.4 mmol, 0.8 eq.) was added.
The mixture was filtered, diluted in CH,Cl, (200 mL) and the organic layer was washed with saturated
aqueous NaHCOs solution (until basic pH, 2 x 150 mL) and brine (3 x 150 mL). The organic fraction was
dried over Na,SO., filtrated and concentrated under vacuum. The crude product was purified by
column chromatography on silica gel (ethyl acetate/AcOH/EtOH: 8/0.2/0.2) to give the compound 3
(4.50 g, 50 %).

1H NMR (CDCls, 400 MHz, 298 K): & ppm = 6.22 (d, J = 9.9 Hz, 1H, NH); 5.30-5.33 (d broad, J = 3.2 Hz,
1H, H-4); 5.00 (dd, J = 3.4 and 11.2 Hz, 1H, H-3); 4.82 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-1); 4.24-4.34 (m, 1H, H-2);
4.12 and 4.19 (ABX, JAX = 6.5 Hz, JBX = 6.9 Hz, JAB = 11.2 Hz, 2H, H-6); 3.63-3.91 (m, 13H, 6xCH, and
H-5); 2.16 (s, 3H, COCHs); 2.05 (s, 6H, 2xCOCHs); 1.99 (s, 3H, NHCOCHs).

13C NMR (CDCl3, 100 MHz, 298 K): & ppm = 171.01, 170.91, 170.85, 170.76 (4xCO); 102.80 (C1); 72.25,
71.69, 71.45, 70.04, 70.97, 70.66 (4xCH,, C3 and C5); 68.00 (CH2); 67.05 (C4); 61.96 (C6); 50.93 (CH,
C2); 43.28 (CH,Cl); 23.70 (3xCOCH3); 21.02 (NHCOCHs).

ES-MS: calculated mass = 497.17; found m/z = 520.3 [M+Na]*
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Compound 4

C2oH3sN3041S”
MW: 526.58

OAc

To a solution of 3 (1.55 g, 3.11 mmol) in degased water (25 mL), thiourea (0.521 g, 6.85 mmol, 2.2 eq.)
was added. The reaction mixture was stirred for 24h at reflux (110°C) under argon and then directly
engaged in the following step of the synthesis.

'H NMR (D,0, 400 MHz, 298 K, portion of reaction mixture): 8 ppm = 5.35 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H-4); 5.05
(dd,J=3.2Hz, ) =11.1 Hz, 1H, H-3); 4.66 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-1); 3.98-4.28 (m, 4H, 2xCH,, H-5, H-6, H-
2); 3.92 (t, J = 4.8 Hz, 2H, CH,0); 3.72-3.82 (m, 8H 4xCH,); 3.31 (t, J = 5.6 Hz, 2H, CH,S); 2.17 (s, 3H,
COCHs3); 2.05 (s, 3H, COCH3); 1.97 (s, 3H, COCH3); 1.94 (s, 3H, COCHs).

Compound 5
OH
0] O\/\O/\/O\/\SH C14H27NOgS
) MW: 369.43
HO “NHAc
OH

After dilution of the previous mixture (compound 4) (3.11 mmol) in degased MeOH (50 mL), NaOH
(1M) was added until pH 9.6 under argon. The reaction was stirred at 85°C for 7 hours. To maintain a
pH at 9.6 during the reaction, an electrode was used (reference: Ag/AgCl in KCl 3 mol.L?). The pH was
controlled every 2 hours at room temperature and NaOH (1M) was added if pH < 9.6. Then, the pH
was adjusted at 7 by adding HCl (1M) and the reaction mixture was concentrated under vacuum. Crude
product 5 (1.14 g, Qtt) was used without further purification.

'H NMR (D,0, 400 MHz, 298 K) : § ppm = 4.53 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-1); 3.96-4.00 (m, 1H, H-5); 3.96 (d, J
=3.2, 1H, H-4); 3.68-3.87 (m, 14H, 5xCH,, H-2, H-3, H-6,); 2.77 (t, ) = 6.0 Hz, 2H, CH»-SH); 2.07 (s, 3H,
NHCOCHs).
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Compound 6

N C19H30N208S,
P MW: 478.58

To a solution of product 5 (3.11 mmol) in degased MeOH (30 mL), aldrithiol (1.36 g, 6.17 mmol, 2 eq.)
was added. The reaction was stirred for 4 hours at room temperature under argon and was monitored
by analytical RP-HPLC (gradient water/acetonitrile : 100/0 for 6 min and from 100/0 to 50/50in 16 min
and 5 min at 50/50; Rt = 16.2 min). After completion of the reaction, the mixture was concentrated
under vacuum and purified on RP-HPLC. Product 6 was obtained as a white solid (0.283 g, 19 % over 3
steps) after lyophilisation. This product is sensitive to oxygen.

'H NMR (D20, 400 MHz, 298 K): § ppm = 8.40-8.44 (m, 1H, CH, Hpyr); 7.96 (d, J = 8.4 Hz, 1H, CH, Hpyr);
7.86 (td, J = 1.8 Hz and 7.4 Hz, 1H, CH Hpyr); 7.25 (ddd, J = 0.8 Hz, 4.8 Hz and 7.2 Hz, 1H, CH, Hpyr);
4.46 (d, ) = 8.4 Hz, 1H, H-1); 3.90-3.97 (m, 1H, H-3); 3.81 (d, J =3.2 Hz, 1H, H-4); 3.70-3.76 (m, 5H, H-2,
2xCH,); 3.72 (t, ) = 6.4 Hz, 2H, CH,0); 3.58-3.65 (m, 4H, 2xCH,); 3.53- 3.57 (m, 2H, H-6); 3.48 (ddd, J =
1.2 Hz, 5.2Hz and 6.4 Hz, 1H, H-5); 3.02 (t, J = 6 Hz, 2H, CH,SS); 1.97 (s, 3H, NHCOCH3).

3CNMR (D0, 100 MHz, 298 K) : § ppm = 175.49 (CONH); 163.10 (Cpyr); 140.83, 123.74, 123.59, 122.56
(4xCHpyr) ); 104.50 (CH, C-1); 78.12, 74.94, 72.97, 72.78, 71.11, 71.02, 63.88 (C-3, C-4, C-5, C-6
5x%0CH,); 55.68 (C-2); 41.20 (CH,SS); 24.43 (CHs).

ES-MS: calculated mass: 478.12; found m/z: 479.2 [M+H]* ; 501.3 [M+Na]*; 517.3 [M+K]*; 276.2
Analytical RP-HPLC: purity = 99 %, Rt = 16.2 min

Compound 7

o)

MN/\VO\A\NHBOC

15 H 100

SA-PEG,,-NHBoC

To a solution of stearic acid (0.566 g 2 mmol) in CH,Cl, (40 mL), benzotriazol-1-yl-
oxytripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate (PyBOP ; 0.9 g, 1.7 mmol) was added. After
complete dissolution, commercially available BocNH-PEG00-NH2 1 (2.48 g, 0.51 mmol) and N,N-
Diisopropylethylamine (DIEA ; 445 mg, 3.4 mmol) were added. After stirring for 2 hours at room

temperature, the resulting mixture was concentrated under reduced pressure. Precipitation was
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obtained upon addition of cold diethyl ether. The precipitate was filtered, dissolved in water and
purified by dialysis for 48 hours versus large volume of water (MW cut-off 1 kDa). After lyophilisation,
SA-PEG100-NHBoC 7 was obtained as a white powder (2.2 g, 0.43 mmol, 85 % yield).

IH NMR (300 MHz ; CDCls) - 6: 0.87 (t, ) = 7.2 Hz ; 3H), 1.13 — 1.36 (m, 28H), 1.44 (s, 9H), 1.60 (quint, J
=15.1, 7.6 Hz, 2H), 2.42 (t, ) = 7.5 Hz, 2H), 3.30 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.40 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.48-3.80 (m,
360H), 3.87 (t, J=5.0 Hz, 2H), 7.79 (bs, 1H)

Compound 8

O

M”/\VO\A\NH; TFA"

15 100

SA‘PEG 100'NH3+ TFA-

To a solution of SA-PEG100-NHBoc 7 (2.2 g, 0.43 mmol) in CH,Cl; (40 mL), trifluoroacetic acid (TFA ; 22.3
g, 195 mmol) was added. After stirring for 1 hour at room temperature, the resulting mixture was
concentrated under reduced pressure and precipitation was obtained upon addition of cold diethyl
ether. The precipitate was filtered, dissolved in water, and purified by dialysis (MW cut-off 1 kDa) for
48 hours versus large volume of water (Mw cut-off 1 kDa). After lyophilisation, SA-PEG100-NH3*TFA" 8
was obtained as a white powder (1.9 g, 0.37 mmol, 86 % yield).

1H NMR (400 MHz ; CDCls) - 6: 0.87 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.13 — 1.36 (m, 28H), 1.60 (quint, J = 15.1, 7.6 Hz,
2H), 2.15 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 3.17 (bt, 2H), 3.4 (m, 4H), 3.48-3.80 (m, 360H), 3.87 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 6.14
(bs, 1H), 7.90 (bs, 2H)

Compound 9

o)
0
MN/\PO\A\N/\/\/\/N )

15 H 100H 0

To a solution of 6-maleimidohexanoic acid (0.16 g, 0.74 mmol) in CH,Cl, (4 mL), PyBOP (0.42 g, 0.81
mmol) was added. After stirring for 10 min under argon atmosphere, SA-PEG100-NH5*TFA 8 (1.9 g, 0.37
mmol) and DIEA (0.11 g, 0.81 mmol) were added. The reaction mixture was stirred for 1 hour. The

resulting mixture was concentrated under reduced pressure and precipitation was obtained upon
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addition of cold diethyl ether. SA-PEGig0-maleimide 9 was obtained as a white powder (97.6 mg, 0.02

mmol, 94 % yield)

IH NMR (400 MHz, CDCls) ) - 6: 0.87 (t, J = 6.7 Hz, 3H), 1.13 — 1.36 (m, 28H), 1.62 (qd, J = 15.1, 7.6 Hz,
6H), 1.80 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.15 (t, J = 7.6 Hz, 4H), 3.04 — 3.21 (m, 4H), 3.40 — 3.48 (m, 5H), 3.50 —3.75

(m, 360H), 3.81 (t, J = 5.6 Hz 3H), 6.14 (s, 1H), 6.68 (s, 2H)

Compound 10

HO © O\/\O/\/O\L

HO “’NHAc S
" gt
H H 7N O
\/H\WN\/%\O/*/N\H/\/\)
15§ 100

SA-PEG ,-GalNAC

To a solution of SA-PEGig0-maleimide 9 (97.6 mg, 0.02 mmol) and TCEP (23.5 mg, 0.1 mmol) in CHsCN

(3 mL), a solution of GaINAc-SSPy derivative 6 (18 mg, 0.04 mmol) in H,0 (0.5 mL) was added dropwise

under argon atmosphere. The resulting yellow solution was stirred at room temperature for 5 hours.

The mixture was concentrated under reduced pressure and purified by dialysis (MW cut-off 1 kDa) for

48h versus large volume of water. After lyophilisation, SA-PEG100-GalNAc 10 was obtained as a white

powder (87.2 mg, 0.016 mmol, 87 % yield).

IH NMR (400 MHz, D,0) & : 0.82 (t, J = 6.4 Hz, 3H), 1.21 (s, 28H), 1.42 — 1.61 (m, 5H), 2.08 — 2.20 (m,
3H), 2.38 (dd, J = 17.4, 9.3 Hz, 1H), 2.43 — 2.55 (m, 4H), 2.56 — 2.68 (m, 4H), 3.12 (d, J = 12.7 Hz, 1H),

3.19 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 3.30 (t, J = 5.4 Hz, 3H), 3.41 — 3.47 (m, 3H), 3.50 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 3.52 — 3.56

(m, 2H), 3.62 (s, 360H), 3.80 (dd, J = 5.4, 3.5 Hz, 3H), 4.42 (d, J = 8.5 Hz, 1H)
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3. Synthese des dérivés lipophiles

NTA(CysNH)s 12 was obtained according to already published procedure.®

Compound 11

STrt
o
HN”~ “CONH,
: C72HggN706S3
T"ts\/\HJ\/N;L MW : 1224.57
0”7 NH
H,NOC'
STrt

NTA[Cys(Trt)NH ,]5
To a suspension of commercial nitrilotriacetic acid (NTA; 0.351 g, 1.84 mmol) in acetonitrile (50 mL),
EDCI.HCI (1.10 g, 5.70 mmol, 3.1 eq.), HOBt (0.770 g, 5.70 mmol, 3.1 eq.) and commercial Cys(Trt)-NH,
(2.0 g, 5.52 mmol, 3 eq.) were added. After stirring for 2 days at room temperature under argon, the
reaction mixture was concentrated under vacuum. The resulting residue was dissolved in CH,Cl, (300
mL) and washed with saturated aqueous NaHCOs; solution (1 x 150 mL) and brine (1 x150 mL). The
organic layer was dried over Na,SO,, filtrated and concentrated under vacuum. Crude product (m =
3.5 g) was purified by column chromatography on silica gel (CH,Cl,/EtOH, 98/2, v/v) to afford the
compound 11 as a white solid (1.39 g, 61 %).
1H NMR (CDsCN, 400 MHz, 298 K): & ppm = 7.85 (d, J = 7.2 Hz, 3H, 3xNH); 7.16-7.32 (m, 45H,
3xSC(CgHs)s); 6.24 (s, 3H, 3xNH3); 5.70 (s, 3H, 3xNH,); 4.00-4.06 (m, 3H, 3xCHy); 3.14 and 3.19 (AB, Jas
=16.4 Hz, 6H, 3xCH,CO); 2.37-2.44 (m, 6H, 3xCH,S).
13C NMR (CD3sCN, 100 MHz, 298 K): & ppm = 176.15 and 178.074 (6xCO); 150.03 (3xC(C¢Hs)s); 132.37,
133.56, 134.89 (3xC(CgHs)3); 63.18 (3xCH,CO); 57.78 (3xCH); 38.89 (3xCH,SH).
ES-MS: calculated mass: 1223.45; found m/z: 1223.8 [M+H]*
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SH
of
HN” “CONH,
: C15H27N706S3
HS\/\H/UVN;\ MW: 497.60

o)
H,NOC"

NH

SH

NTA(CysNH ,)5

To a solution of compound 11 (0.970 g, 0.792 mmol) in CH,Cl, (30 mL), TFA (3.0 mL, 39.6 mmol, 50 eq.)

and triethylsilane (1.15 mL, 7.21 mmol, 9.1 eq.) were added. After stirring 2 hours at room

temperature, the reaction mixture was concentrated under vacuum. The resulting crude product was

purified by preparative RP-HPLC (gradient A/B from 95/5 to 80/20 in 15 min and 5 min at 80/20)

followed by lyophilisation to yield the compound 12 (0.322 g, 82 %) as a white solid.

IH NMR (D0, 400 MHz, 298 K): & ppm = 4.57 (dd, J = 5.2 Hz and 7.6 Hz, 3H, 3xCH,); 3.57 (s, 6H,

6xCH,CO); 2.80 and 3.01 (ABX, Jax = 5.0 Hz, Jgx = 7.6 Hz, Jag = 14.3 Hz, 6H, 3xCH,SH).

13C NMR (CDsCN, 100 MHz, 298 K): § ppm = 175.98 and 177.04 (6xCO); 60.85 (3xCH,CO); 57.93 (3xCH);

28.18 (3xCH,SH).
Analytical RP-HPLC: purity =97 %, Rt =6.7 min

ES-MS: calculated mass: 497.12; found m/z: 498.1 [M+H]*; 520.3 [M+Na]*
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Compound 13

o
J/s
HN” “CONH,
HNOC o (go
s. JK/N C42H75N700S3
/\/\/\/\W \/\H l MW: 918.28
0 07 NH
H,NOC"’
S._0O

NTA[Cys(C(O)CgH,7)NH,]5

To a solution of nonanoic acid (0.318 g, 2.01 mmol, 5 eq.) in CH,Cl, (40mL), triethylamine (0.56 mL,
4.02 mmol, 10 eq.) was added. After stirring for 10 min, PyBOP (1.05 g, 2 mmol, 5 eq.) was added to
the reaction mixture and the solution was stirred at room temperature under argon for 2 hours. Then
NTA(CysNH,); 12 (0.200 g, 0.402 mmol, 1 eq.) was added to the mixture and stirring was maintained
during 5 days. The resulting mixture was concentrated under reduced pressure and precipitation was
obtained upon addition of cold diethyl ether. Resulting solid was rinced with water (3x20mL) and
ethanol (3x5mL). NTA[Cys(COCgH17)NH;]5 13 was obtained as a white electrostatic powder (97 mg, 26
%).

'H NMR (DMSO-d®, 400 MHz, 298 K): 6 ppm = 8.36 (d, J = 8.6 Hz, 3H, 3xNH); 7.45 (s, 3H, 3xNH,); 7.22
(s, 3H, 3xNH,); 4.35 (t, J = 4.6 Hz, 3H, 3xCH), 3.38-3.22 (m, 6H, 3xCH,); 3.01 (dd, J = 8.6, 13.3 Hz, 6H,
3xCH,); 2.56-2.47 (m, 6H, 3xCH,); 1.53 (t, J=6.9 Hz, 6H, 3xCH,); 1.23 (s broad, 30H, 15xCH, aliphatic
chain); 0.85 (t, / = 6.9 Hz, 9H, 3xCHs).

13C NMR (DMSO-d®, 100 MHz, 298 K): § ppm = 198.20 (3xSCO), 171.52, 170.45 (6xCO), 57.39 (3xCH),
51.53, 43.33, 43.11, 31.23, 30.39, 28.65, 28.52,28.27, 25.03 and 22.07 (27xCH,), 13.95 (3xCHs)
ES-MS: calculated mass: 917.5; found m/z: 918.4 [M+H]*; 940.5 [M+Na]*

Analytical RP-HPLC: purity = 88.5 %, Rt = 8.3 min (gradient: from 70/30 (MeOH/water) to 90/10
(MeOH/water) in 3 min, then 100 % MeOH in 4 min and during 4 min).
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Compound 14

@S\S/\/\/\/\ C13H21NS;
~-N

MW: 255.44
CgH,,SSPy

To a solution of 1-octanethiol (0.245 mg, 1.67 mmol) in methanol (50mL) was added aldrithiol (0.933
g, 4.18 mmol, 2.5 eq.). The reaction mixture was stirred under argon atmosphere for 2 hours. Crude
product was purified by column chromatography on silica gel (Cyclohexane/Ethyl acetate: 9/1) to give
the compound 14 (360 mg, 84 %)

'H NMR (400 MHz, CDCls) ): & ppm = 8.44 (ddd, J = 0.8, 1.6, 4.8 Hz, 1H, Hpyr); 7.72 (dt, J = 8.1, 1.0 Hz,
1H,, Hpyr); 7.65-7.58 (m, 1H, Hpyr); 7.05 (ddd, /= 1.0, 4.8, 7.3 Hz, 1H, Hpyr); 2.81-2.74 (m, 2H, CH,);
1.67 (dt, J = 14.9, 7.4 Hz, 2H, CH,); 1.41 (s, 2H, CH,); 1.39 — 1.31 (m, 2H, CH,); 1.31 — 1.16 (m, 8H, 4x
CH3); 0.89 —0.83 (m, 3H, CHzs).

Compound 15

5
J/s
HN~ “CONH,
H,NOC o)
82 : )CJ)\/N C39H75N706S6
AN NN g O ;\ MW: 930.43
H
O~ "NH
H,NOC"
S.
S

NTA[Cys(SCgH;7)NH,15

To a solution of compound 14 (0.179 g, 0.700 mmol) in MeOH (20mL), NTA(CysNH,); 12 (0.100 g, 0.200
mmol) was added. The reaction mixture was stirred at room temperature under argon for 24 hours.
The resulting mixture was concentrated under reduced pressure and precipitation was obtained upon
addition of cold diethyl ether. NTA[Cys(SCsH17)NH;]s 15 was obtained as a white electrostatic powder
(125 mg, 67 %).
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1H NMR (DMSO-d®, 400 MHz, 298 K): 6 ppm = 8.44 (d, J = 8.5 Hz, 3H, 3xNH); 7.49 (s, 3H, 3xNH,); 7.22
(s, 3H, 3xNH,); 4.48 (td, J = 4.6, 9.0 Hz, 3H, 3xCH), 3.48-3.22 (m, 6H, 3xCH>); 2.85 and 3.10 (ABX, , Jax =
4.6 Hz, Jex = 9.5 Hz, Jag = 13.4 Hz, 6H, 3xCH,); 2.69 (t, J = 7.1 Hz, 6H, 3xCH,); 1.58 (quint, J=7.1 Hz, 6H,
3XCH,); 1.38-1.17 (m, 30H, 15xCH,); 0.85 (t, J = 6.8 Hz, 9H, 3xCHs).

13C NMR (CDsOD, 100 MHz, 298 K): & ppm = 175.18, 173.36 (6xC0O), 59.56 (3xCH), 53.61, 42.21, 39.57,
33.02, 30.38, 30.21, 29.54, 23.74 (27xCH,), 14.46 (3xCHs).

ES-MS: calculated mass: 930.4; found m/z: 929.4 ; 930.3 [M+Na]*; 952.3 [M+Na]*

Formulation de nanoparticules et caractérisation

1. General informations

Chemical reactants and solvents were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France)
and were used without further purification unless specified. Suppocire NB™ and Labrafac were
purchased from Gattefossé (Saint-Priest, France). Myrj™ S40 and Myrj™ S100 (poly(ethylene glycol)
stearate surfactants with respectively 40 and 100 ethylene glycol motifs), and Super-refined Soybean
0il™ were supplied by CRODA (Chocques, France). Lipoid s75™ was purchased from Lipoid GmbH
(Ludwigshafen, Germany). SpectraPor dialysis membrane 12-14.000 was purchased from Roth Sochiel
EURL (Lauterbourg, France)

The hydrodynamic diameter and zeta potential of the NLC were measured at 22°C with a Malvern Zeta
Sizer Nanoinstrument (NanoZS, Malvern, UK) in 0.1X PBS buffer. Physical stability was investigated by
DLS measurements over 4 months with samples stored at 4°C. At least three different NLC batches (2
mL, lipid dispersed phase weight fraction: 10 %) were used per condition. Mean average diameters
and polydispersity indices reported were obtained from scattered light intensity results. Data were
expressed in terms of mean and standard deviation of all the samples for each condition, each sample
result being the mean of three independent measurements performed at 25°C.

SPE system used was from Supelco : Visiprep™ 12-Port Vacuum Manifolds. The SPE-cartridges Oasis

HLB™ SPE tube (1mL, 80 A pore size, 30 um particle size) were provided by Waters.

2. Formulation

The lipid phase was prepared by mixing solid (Suppocire™ NB) and liquid (Super-refined Soybean oil™)

glycerides as well as the lipophilic surfactant Lipoid s75™, and eventually DiD and lipophilic derivative,

204



CH V. PARTIE EXPERIMENTALE

FORMULATION DE NPS ET CARACTERISATION

while the aqueous phase was composed of the hydrophilic surfactant, Myrj™ S40, eventually SA-
PEG100-GalNAc 10 or Myrj™ S100 and 1X PBS aqueous buffer (100 mM phosphate, NaCl 154 mM, pH
7.4). After homogenization at 45°C, both lipid and aqueous phases were crudely mixed and sonication
cycles were performed at 45°C during a 20 min period, amounting to 5 min of actual sonication (10 s
sonication/30 s without sonication). A sonication probe VCX750 Ultrasonic processor (power output
190 W, 3-mm probe diameter, Sonics) was used. A conical tip sonicator instrument (AV505 Ultrasonic
processor, Sonics) with a 3 mm diameter probe was used. Non encapsulated components were
separated from NLC by dialysis versus large volume of 1X PBS (1L, dialysis membrane MWCO: 12 kDa,
, 24h, changed 2 times). Prior to characterization, NLC dispersions were filtered through a 0.22 pum
cellulose Millipore membrane.

Particle concentration was assessed by weighting freeze-dried samples of NLC obtained from a known

volume. Typically, 300 pL NLC suspension were introduced in a lyophilisation vial.

3. Quantification des surfactants PEGylés SA-PEG100-GalNAc 10

Sample preparation

Each of the standards (Myrj™ S40, SA-PEG100-GalNAc 10, Suppocire™ NB, Super-refined Soybean oil™
and Lipoid s75™) was weighed on a calibrated, analytical balance and dissolved in a mixture of
CHClI3/MeOH 2/1 (v/v) to give 1 mg/mL stock solutions.

For UPLC-ELSD analysis, nanoparticles were disassembled. 300 pL of nanostructured lipid carriers were
added to 1700 pL of acetonitrile. Samples were centrifuged to pellet the lipids after precipitation. 500
uL of supernatant were added to 1500 uL acetonitrile and the samples were centrifuged once more to
remove any remaining lipid in the supernatant. 250 pL of supernatant were concentrated under
reduced pressure and dissolved in 500 pL of a mixture of CHCI3/MeOH 2/1 (v/v) to yield solutions with
approximatively 1mg/mL concentration of PEGylated surfactants (Myrj™ S40 and SA-PEGi-GalNAc
10) before UPLC-ELSD analysis.

Chromatographic conditions

The chromatographic analysis of the NLC ingredients was performed using an Acquity UPLC® HClass
system (Waters) coupled with an Alltech 3300 Evaporating Light Scattering detector (ELSD, Grace).
Separation of the different components was achieved using a CORTECS RP-18 column (1.6 um, 150 x
2.1 mm). The drift tube was set at 45°C with a flow of N, set at 2.0 L/min and a gain at 4. The injected

volume was 5 puL and the column temperature was set at 40°C. Eluents were solvent A: deionized
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water, B: methanol and C: mixture of isopropanol/acetonitrile 75/25 (v/v) and gradients are displayed

below.

Time (min) | Flow (mL/min) A B C

0 0.25 30 70 0

3 0.3 10 90 0

15 0.3 0 100 0

22 0.3 0 35 65

25 0.3 0 35 65

25.1 0.25 30 70 0

30 0.25 30 70 0

4. Quantification du taux d'encapsulation

Sample preparation

Prior to analysis, SPE separations were performed. Methanol (4 mL) followed by PBS-1X (6 mL) were
first introduced into the SPE-cartridges for cleaning and equilibration prior to introduction of the
formulated samples. The nanoparticles were eluted in a first fraction (F1) adding PBS 1X (4 mL) as
eluent into the SPE-cartridge. The free drug was eluted in a second fraction (F2) using methanol (4mL)
as a second eluent. The nanoparticles eluted in F1 could further be disintegrated to release entrapped
drug. Briefly, the disintegration step consisted in freezing the nanoparticle sample in liquid nitrogen
prior to lyophilisation. The resulting solid was solubilized in methanol to reach a theoretical drug
concentration of 1 mg/mL. The drug content was quantified using a suitable HPLC method. The free
drug eluted in F2 could be directly quantified by HPLC. The total drug content was determined for a
sample without being passed through SPE but directly prepared as previously described in the

disintegration step. The released entrapped drug and the free drug were quantified by HPLC.

Chromatographic condition

The chromatographic analysis of the NLC drug content was performed using a VWR Lachrom system
equipped with a UV monitor. Separation of the different components was achieved using Chromolith
Performance RP-18 endcapped column (100-4.6 i.d. mm, Macropore size 200 A and mesopore size 13
A, Merck Millipore). (1.6 um, 150 x 2.1 mm). The injected volume was 5 plL and the column temperature

was set at 40°C. Eluents were solvent A: deionized water, B: methanol. Gradients are displayed below.
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Time (min) | Flow (mL/min) | A (MeOH) B (water)
0 1 70 30
3 1 90 10
7 1 100 0
11 1 100 0
13 1 70 30
15 1 70 30

Expériences cellulaires

Cell culture equipment (cell culture medium, buffers, enzymes, serum and antibiotics) were purchase
at Life Technologies and Eurobio. Cell lines were purchase from ATCC: HepG2/C3A (ATCCR CRL-
10741™) and Hela (ATCCR CCL-2™). Supplies were purchase from Greiner Bio One, Dominique
Dutscher and Becton Dickinson. Reagents and solvents were purchase from Sigma Aldrich and Roche.
Cell culture was performed in sterile conditions under laminar flow. HepG2 cells were grown in
Minimum Essential Medium (MEM) containing L-glutamine supplemented with 10 % v/v fetal bovine
serum (FBS), 100 U/mL penicillin, 100 pug/mL streptomycin and amphotericin B 0.25 pg/mL. Cells were
cultured at 37°C in a humidified atmosphere with 5 % CO,. They were plated at 3 to 4 x 10* cells/cm?2
on round plastic tissue culture dishes (100 x 20 mm). Cells were counted and their viability was
evaluated using the Trypan Blue dye and a TC20 Automated Cell Counter (Bio-Rad). Cells were
suspended in calcium-free and magnesium-free phosphate-buffered saline (PBS) for flow cytometry

measurements.

The cell line HepG2 was preserved in liquid nitrogen (-80°C) in MEM supplemented HepG2 culture
medium (FBS and antibiotics) containing 10 % DMSO as cryoprotectant to prevent formation of crystals
which otherwise lyse the cells. Frozen cells were directly incubated in a 37°C bath. After complete
defrosting (1 mL), cells were centrifuged (2 min, 1000 rpm) to pellet the cells, and washed twice with
cell culture medium (2 mL). Then, cells were plated at 5 x 10 cells /cm?(on round plastic tissue culture
dishes 60 x 15 mm) and incubated at 37°C, 5 % CO,. This incubation at high concentration is performed
during 4 days in order to let them go back to a dynamic growth. Then cells were cultured on round
plastic tissue culture dishes (100 x 20 mm). HepG2 cells were passaged every 2-3 days at 80-90 %

confluency using a 0.25 % Trypsin- EDTA solution. Cells were washed with phosphate buffer saline 1x
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(PBS : 3 x 10 mL) and then treated with a 0.25 % Trypsin-EDTA (2 mM) solution (2 mL, 3-4 minutes) to
detach them from the support. The trypsin was inactivated by adding HepG2 culture medium (1 mL)
and the detached cells were collected in a 15 mL centrifugation tube. Cells were centrifuged (3
minutes, 1000 rpm) and suspended in culture medium. Eventually, cells were plated at 3 to 4 x 10*

cells/cm? on round plastic tissue culture dishes (100 x 20 mm).

Incubation des cellules et expériences de cytométrie en flux

HepG2 cells were seeded in 12-well plates with the same methodology explained above, at seeding
density of 1.5 x 10° cells/well (3.5 cm?/well; 4.3 cells/cm?) 24 hours before addition of the
nanoparticles.

The culture medium was removed and cells were washed twice with PBS before incubation in HepG2
cell culture medium (total incubation volume/well = 500 pL), supplemented with different
concentrations of nanoparticles. After 30 min, HepG2 cells were washed with PBS (3 x 10 mL) and
treated with 0.25 % Trypsin-EDTA solution as before. Cells were centrifuged (3 min, 5000 rpm) to pellet
the cells that were then washed with PBS (200 uL) before suspending in fresh cell dissociation buffer
(100 pL). The cell suspensions were put on ice and analyzed using a Beckman Coulter FACsCalibur flow
cytometer with 488 and 635 nm laser excitation wavelengths. Fluorescence was collected with a FL4-
H detector (661 nm). Gating during flow analysis was based on normalized fluorescence of untreated
cells. An average of 20,000 healthy cells (gated events) was analyzed for each experimental condition,
and the mean fluorescence of this population was taken as the background. The uptake of a compound
into cells was evaluated by comparing the shift in Mean Fluorescence Intensity (MFI) between
untreated cells (background fluorescence) and treated cells to evaluate cellular internalization of the
nanoparticles. This was repeated for each treatment as a function of nanoparticles' functionalization,
concentration. The interpretation of the collected data is performed thanks to the Cell Quest Pro
software. Further analysis, EC50 calculations were done with Excel. Each EC50 and was evaluated in at

least two independent experiments.

Viabilité cellulaire par test MTT

Cytotoxicity evaluation of lipophilic derivatives, nanoparticles and Wilson disease treatments was
performed using MTT assay. Approximately 1 x 10* cells (C3A and C8) were seeded in a flat-bottomed
96-well plate and were incubated for 48 hrs at 37°C with 5 % CO.. Series of dilution (0 — 800 uM) of

CuCl; in the medium and compounds to test (NLC 0.8 mg/mL lipids and free molecules 25 uM or 500
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uM for reference treatments) were added to the plate in triplicate. After 24 hours of incubation,
medium is discarded, cell were rinsed with PBS and 50 uL of MTT reagent was added to each well and
was further incubated for 1 hour. MTT solution is discarded and formazan crystals formed after 1 hour
in each well were dissolved in 150 pL of 4 mM HCI, 0.1 % NP40 in isopropanol and the plates were read
immediately in a microplate reader (Tecan microplate reader-550) at 570 nm. Wells with complete
medium, CuCl; and MTT reagent, without cells were used as blanks. Untreated C3A and C8 cells as well
as the cells treated with NLC (0 to 6.4 mg/mL lipids) and free compounds (0 to 200 uM) for 24 hrs were

subjected to the MTT assay for cell viability determination.

RT-qPCR

At the indicated timepoints, cells were harvested and mRNA were isolated using Nucleospin RNA kit
(Macherey-Nagel) for 2D cultures. The RNA concentration was determined using a NanoDrop
spectrophotometer (ND-1000). RNA were reverse transcribed with the Affinity script qPCR cDNA
synthesis kit (Agilent), according to the manufacturer's instructions using random primers.
Quantitative PCR reactions were run in triplicate, and quantification was performed using comparative
regression (Cgq determination mode) using Cfx (Bio-Rad Cfx manager) with GAPDH and HPRT
amplification signals as housekeeping genes to correct for total RNA content, and labelling the
untreated sample as the “calibrator”. At least three biological replicates were performed for the
presented data. The primers used are :

Gene Forward primer sequence Reverse primer sequence

HPRT ATGGACAGGACTGGACGTCTTGCT TTGAGCACACAGAGGGCTACAATG

GAPDH ATGGGGAAGGTGAAGGTCG GGGGTCATTGATGGCAACAATA

MT1X GCTTCTCCTTGCCTCGAA TGACGTCCCTTTGCAGATG
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Résonnance des plasmons de surface —interaction des NLC avec une lectine

Sugars binding lectin MGL S ECD and DC-SIGN S ECD were provided by the "Membrane and Immunity"
team at the IBS institute. Surface Plasmon Resonance analysis (SPR) competition assay: SPR
experiments were performed on a Biacore 3000 using a CM4 chip, functionalized at 5 uL/min. DC-SIGN
S ECD or MGL S ECD were immobilized on flow cells using a StrepTag coupling method. Fcl was
prepared as reference surface. The final interaction of bound ligand, expressed in response units (RU),

is calculated by subtracting the reference RU from the ligand.

Streptactine functionalization

Flow cell (Fc) 1, 2, 3, and 4 were activated with 80 pL of a 0.2 M EDC/0.05 M NHS mixture followed by
195 plL StrepTactin (170 ug/mL). Remaining activated groups were blocked with 80 pL of 1 M
ethanolamine. After blocking, the four Fc were treated with 5 pL of 10 mM HCIl to remove unspecific

bound proteins.

Lectin functionalization

Flow cell (Fc) 1, 2, 3, and 4 were activated with 80 pL of a 0.2 M EDC/0.05 M NHS mixture. MGL S ECD
or DC-SIGN ECD (100 pg/mL for each lectin) were then bound to StrepTactin. Remaining activated
groups were blocked with 80 uL of 1 M ethanolamine. After blocking, the four Fc were treated with 5
uL of 10 mM HCI to remove unspecific bound proteins. The final immobilization levels for the Fc1l, 2, 3,
and 4 are, respectively, 3175 RU, 2333 RU, 2533 RU, and 2148 RU. For interaction studies, BSA-Man
(0.26 to 266 nm), BAS-GalNAc (15.82 nM to 16.2 uM) and NLC (from 97 pg/mL to 80 mg/mL
corresponding, for the GalNAc functionalized NLC, to a GalNAc concentration of 7.8 uM to 2 mM). All
the solutions were prepared in a running buffer composed of 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 3.8 mM
CaCly, 0.05 % P20 surfactant, and 10 uL of each sample was injected onto the surfaces at a 20 puL/min

flow rate. The resulting sensorgrams were reference surface corrected.
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Annexes

Annexe 1 : Choix de F50 plutot que de F120
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Annexe 3 : Détail des calculs permettant de déterminer le pourcentage molaire en Myrj™ S40 et

SA-PEGmo-GalNAC

Répartition des différents composés du Myrj™ S100 :

Masse molaire % dans le Myrj™ S40
PEG-OH 1778 30,1
PEG-C16 2016 34,6
PEG-C18 2044 35,3
SA-PEG100-GalNAc 5346

Détermination du pourcentage molaire de chaque surfactant PEGylé dans les différentes

formulations :

A B C D

Myrj (mg) 345,0 327,0 298,3 2411
PEG-OH (mg) 103,8 98,4 89,8 72,6
PEG-C16 (mg) 119,3 113,1 103,2 83,4
PEG-C18 (mg) 121,7 115,4 105,3 85,1
SA-PEG100-GalNAc (mg) 0,0 18,7 46,7 105,4
Total 344,9 345,6 344,9 346,4

PEG-OH (mmol) 58,4 55,4 50,5 40,8
PEG-C16 (mmol) 59,2 56,1 51,2 41,4
PEG-C18 (mmol) 59,6 56,4 51,5 41,6
SA-PEG100-GalNAc (mmol) 0,0 3,5 8,7 19,7
total mmol 177,1 171,4 161,9 143,5
PEG-OH (% mol) 33,0 32,3 31,2 28,4
PEG-C16 (% mol) 33,4 32,7 31,6 28,8
PEG-C18 (% mol) 33,6 32,9 31,8 29,0
SA-PEG100-GalNAc (%mol) 0,0 2,0 5,4 13,7
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Annexe 4 : Courbes de calibration des PEG-OH et PEG-C16 présents dans le Myrj™ S40

PEG-OH
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Annexe 5 : Chromatogrammes des précipités obtenus pour les formulations B et C

Chromatogramme obtenu pour le précipité de la formulation B
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Chromatogramme obtenu pour le précipité de la formulation C

231



ANNEXES

2500 +

2000 +

1500 -

mV

1000

00 - o L H f J

T
0 5 10 15

Temps (min)

Annexe 6 : Détail des calculs d'incorporation molaire et de pourcentage de fonctionnalisation

expérimental :

EXP Pic area
PEG-OH 209640 197549 26023 83428
PEG-C16 2025400 2413922 1147209 1570128
PEG-C18 1993916 2732216 2113177 1921453
Myrj™ S40 4228956 5343687 3286409 3575009
SA-PEG100-GalNAc 0 96180 378972 1133502
EXP concentrations injectées
en ug/mL PEG-OH 33,42 32,04 12,26 19,15
PEG-C16 180,15 203,26 117,98 149,32
PEG-C18 176,61 217,55 184,00 172,04
Myrj™ s40 390,18 452,85 314,23 340,51
SA-PEG100-GalNAc 0,00 65,10 153,10 311,82
EXP concentrations échantillon (V=5mL)
en mg/mL PEG-OH 1,78 1,71 0,65 1,02
PEG-C16 9,61 10,84 6,29 7,96
PEG-C18 9,42 11,60 9,81 9,18
Myrj™ s40 20,81 24,15 16,76 18,16
SA-PEG100-GalNAc 0,00 3,47 8,17 16,63
EXP nb mol échantillon (V=5mL)
en umol PEG-OH 5,01 4,80 1,84 2,87
PEG-C16 27,02 30,49 17,69 22,40
PEG-C18 26,49 32,63 27,60 25,80
Myrj™ sS40 58,52 67,92 47,13 51,07
SA-PEG100-GalNAc 0,00 3,25 7,64 15,55

THEO nb de mole échantillon (V=5mL)
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en umol PEG-OH 60,73 57,65 52,51 42,44
PEG-C16 59,18 56,18 51,17 41,36
PEG-C18 59,56 56,54 51,49 41,62
Myrj™ S40 179,47 170,36 155,17 125,42
SA-PEG100-GalNAc 0,00 3,64 8,74 19,72
total 179,47 174,00 163,91 145,13
% incorporation (molaire)
PEG-OH 8,25 8,34 3,50 6,77
PEG-C16 45,66 54,28 34,58 54,15
PEG-C18 44,48 57,73 53,59 61,99
Myrj™ s40 32,61 39,88 30,37 40,72
SA-PEG100-GalNAc 0,00 89,52 87,42 78,89
% EXP MOL
% PEG-GalNAc 0,0 4,6 13,9 233
% Myrj™ $40 100 95,4 86,1 76,7

Annexe 7 : Détail des calculs de densité de surface en molécules composant le Myrj™ S40 :

A B C D
(g) masse de formulation 0,49 0,51 0,49 0,51
(nm) diametre hydrodynamique 41,8 39,8 52,4 59,8
(em3) volume 1 nano 3,8.10Y7 3,3.10Y7 7,5.10Y 1,1.1016
(g) masse de 1 nano 4,0.10Y 3,5.10'Y7 7,9.10Y 1,2.1016
nombre de nanos 1,2.10%° 1,5.10% 6,1.10% 4,3.10%
nb total de PEG-OH 3,0.10% 2,9.10% 1,1.10% 1,7.10%
nb total de PEG-C16 1,6.10% 1,8.10% 1,1.10% 1,3.10%
nb total de PEG-C18 1,6.10% 2,0.10% 1,7.10% 1,6.10%
nb total de myrjs40 3,5.10% 4,1.10% 2,8.10% 3,1.10%
nb de PEG-OH/nano 2,5.108 1,9.108 1,8.108 4,0.108
nb de PEG-C16/nano 1,3.10° 1,2.10° 1,7.10° 3,1.10°
nb de PEG-C18/nano 1,3.10° 1,3.10° 2,7.10° 3,6.10°
nb de myrjs40/nano 2,9.10° 2,7.10° 4,6.10° 7,1.10°
Surface/PEG-OH 4,5.10* 3,9.10* 2,1.10% 3,6.10*
Surface/PEG-C16 2,4.10° 2,5.10° 2,0.10° 2,8.10°
Surface/PEG-C18 2,4.10° 2,7.10° 3,1.10° 3,2.10°
surface / myrjs40 5,2.10° 5,6.10° 5,4.10° 6,4.10°
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Annexe 8 : Sensorgramme obtenus suite a la fonctionnalisation des voies FC1, FC2, FC3 et FC4 par

la StrepTactine :

Fonctionnalisation StrepTactine
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Annexe 9 : Evaluation de la fuite des chélateurs lipophiles 2 semaines apres stockage :

NLC charges en NTA(Cys(COCgH17)NH,)3; NLC-SCO
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