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UNIVERSITE DE NANTES

Charte anti-plagiat de I'Université de Nantes

Approuvée par le Conseil d’administration de I'Université de Nantes en date du 21 octobre 2011

Préambule

L'Université de Nantes est engagée contre le plagiat, afin de garantir la qualité de ses diplomes et I'originalité des
publications pédagogiques et scientifiques de ses personnels enseignants et/ou chercheurs. Les travaux quels
qu’ils soient (devoirs, compte-rendu, mémoire, cours, articles, théses), réalisés aussi bien par les étudiants que
par les personnels universitaires, doivent toujours avoir pour ambition de produire un savoir inédit et d’offrir une
lecture nouvelle et personnelle d’un sujet. La présente charte définit les régles a respecter en la matiére, par
I’ensemble des étudiants et universitaires.

Article 1

Les étudiants et les personnels sont informés que le plagiat constitue la violation la plus grave de I'éthique
universitaire. Le plagiat consiste a reproduire un texte, une partie d’un texte, toute production littéraire ou
graphique, ou des idées originales d’un auteur, sans lui en reconnaitre la paternité, par des guillemets appropriés
et par une indication bibliographique convenable.

Article 2

Les étudiants et les personnels s'engagent a ne pas commettre de plagiat dans leurs travaux, quels qu'ils soient :
devoirs et compte-rendu remis par les étudiants & un enseignant, mémoire, cours, articles de recherche, thése. Le
fait de commettre un plagiat en vue d'obtenir indiment une note, un diplome ou un grade universitaire est une
circonstance aggravante. Le fait de commettre un plagiat dans un document destiné a étre publié¢, mémoire de
master ou de thése, article a paraitre dans une revue, est aussi une circonstance aggravante. La reproduction
d'une ceuvre originale sans le consentement de l'auteur est de plus qualifiée juridiquement de contrefagon
(articles L. 335-2 et L. 335-3 du code de la propriété intellectuelle).

Article 3

Les étudiants et les personnels s'engagent a citer, en respectant les régles de l'art, les travaux qu'ils utilisent ou
reproduisent partiellement. Les reproductions de courts extraits en vue d'illustration, ou a des fins pédagogiques
sont en effet autorisées sans nécessité de demander le consentement de l'auteur. Néanmoins, la méthodologie
d'un travail universitaire, quel qu'il soit, implique que les emprunts soient clairement identifiés (guillemets) et
que le nom de I’auteur et la source de I’extrait soient mentionnés. Les travaux universitaires ne consistent pas en
la reproduction d'une ou de plusieurs sources, mais doivent toujours avoir pour ambition de produire un savoir
inédit et d'offrir une lecture nouvelle et personnelle du sujet.

Article 4

L'Université de Nantes se réserve le droit de rechercher systématiquement les tentatives de plagiat par
l'utilisation d'un logiciel de détection de plagiat. Les étudiants et les personnels s'engagent & communiquer, sur
simple demande de 1'Université, une version numérique de leur document avant publication, afin de permettre
cette détection.

Article 5

Les manquements a la présente charte sont passibles de sanctions disciplinaires: avertissement, blame,
annulation du diplome préparé, exclusion de 1’Université pour une durée limitée, exclusion définitive de
I’Université, exclusion de tout établissement public d’enseignement supérieur pour une durée limitée, exclusion
définitive de tout établissement d’enseignement supérieur. Les auteurs présumés de plagiat seront
systématiquement traduits devant la section disciplinaire compétente. La procédure disciplinaire ne présage pas
d'éventuelles poursuites judiciaires dans les cas ou le plagiat est aussi caractérisé comme étant une contrefagon.

Toute information complémentaire sur les textes 1égislatifs et réglementaires en vigueur et les régles de l'art pour la citation, peut étre
consultée dans le dossier plagiat sur le site de 'Université de Nantes : http://www.univ-nantes.fr/charte-antiplagiat.
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PREAMBULE

Ce manuscrit présente une revue non exhaustive de la littérature sur le
domaine des nanovecteurs appliqués aux traitements des cancers. Ce travail a été
réalisé dans le cadre de mon mémoire de Dipléme d’Etudes Spécialisées en
Innovations Pharmaceutiques et Recherche et de mes travaux de doctorat de
I"'université intitulés : « Amélioration de |'efficacité des agents chimiothérapeutiques
utilisés dans le traitement des cancers thoraciques: combinaisons ou vectorisation. ».
Jai souhaité exposer |'état de I'art des connaissances dans le domaine des

nanomédecines appliquées a la vectorisation d’agents anticancéreux.

Apres une introduction générale sur le cancer et les nanotechnologie, La
PARTIE Il traite du domaine des nanoparticules en présentant les différents systémes
développés a ce jour et les stratégies misent en ceuvre pour l'utilisation de ces
entités en thérapeutique.

Dans La PARTIE I, Je reviendrais sur la vectorisation nanoparticulaire.
La PARTIE IV est une revue des nanovecteurs présents en application cliniques
aujourd’hui, sur le marché ou en essais cliniques, pour le traitement du cancer et par

type de nanoparticules.

Dans la PARTIE V, je présenterais les principales toxicités attribuées aux
nanoparticules.

La PARTIE VI traitera des différents procédés de fabrication des nanoparticules.

Enfin la partie VIl présentera les perspectives et utilisations futures des

nanoparticules.

10
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|- Introduction générale

L’étude des nanotechnologies, c’est a dire la recherche sur les nouveaux
outils, techniques et procédés offerts par la miniaturisation, bouleverse de nombreux
domaines scientifiqgues et notamment celui de la santé. Aujourd’hui, I'incorporation
des nano-objets en médecine, permet d’entrevoir de nouvelles stratégies
thérapeutiques, appelées nanomédecines, plus particulierement en oncologie. Au
cours des 25 dernieres années, le nombre de produits thérapeutiques
nanomeétriques, ou nanomédicaments, disponible dans le commerce a
considérablement augmenté. Le European Science and Technology Observatory a
publié une enquéte en 2006 montrant un engouement certain des entrepreneurs
pour ce secteur avec un doublement du nombre d’entreprises en développement *.
Aujourd’hui, 20 nano-médicaments disposent d’'une AMM en Europe > et 40 aux

Etats-Unis pour une utilisation clinique >.

Le traitement du cancer regroupe souvent plusieurs types de thérapies. Les
nanotechnologies ne visent pas a toucher de nouvelles cibles pharmacologiques mais
a augmenter la spécificité anti-tumorale des traitements. De multiples avantages ont
été démontrés a lI'administration de médicaments via des nanoparticules (NPs)
comme la capacité de formuler un médicament sans utiliser d’excipients toxiques.
Cela permet de limiter la dose de principe actif présente dans la forme commerciale
tout en améliorant ainsi la tolérance®. Par exemple, I’Abraxane® est une formulation
du placlitaxel lié¢ a une NP d’albumine humaine indiquée dans le cancer du sein, le
cancer du poumon et le cancer du pancréas . Une étude randomisée de phase I
dans le cancer du poumon en comparaison avec le taxol a montré un meilleur taux de

réponse chez les patients traité par I’Abraxane®®.

Les nano-vecteurs permettent également d’améliorer la solubilité des

médicaments hydrosolubles, de prolonger leur demi-vie plasmatique, de réduire les

11
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effets secondaires comme l'immunogénicité et de modifier les modalités de

libération du principe actif’®.

L’adressage ou la délivrance spécifique de molécules thérapeutiques vers un
tissu constitue aujourd’hui un défi important pour le traitement du cancer.
Actuellement les nano-médecines sont utilisées a 80% pour de la thérapie, 8 % en
médecine régénérative et 12% en diagnostic, que ce soit in vivo ou in vitro. Sur tous
les produits utilisant cette technologie, 184 produits thérapeutiques ont été
développé (médicaments, vaccins, DM) et se répartissent dans différents secteurs
médicaux : 31% oncologie, 23% maladies infectieuses, 23% cardiovasculaire, 15%

immunologie et 8% ophtalmologie °.

I-1 Le Cancer

[-1-1 Définitions

Selon 'OMS, le « cancer » est un terme générique représentant un groupe de

. . ’ . 10
pathologie pouvant toucher toutes les parties de l'organisme ~. On entend
également parler de néoplasies malignes ou encore de tumeurs malignes. Cette
maladie est caractérisée par un développement anarchique de cellules au sein d’un
tissu. Complexe et meurtrier, il se compose d’un tissu malin formé par des mutations
ou des instabilités génétiques d’'une cellule saine ou par des modifications
moléculaires multiples. Les cellules résultantes de ces modifications sont capables de
proliférer indéfiniment, laissant de coté les processus de mort programmée des
: ’ 11 . . ’

cellules saines comme |'apoptose . Elles sont aussi capables de migrer vers d’autres
tissus pour former ce qu’on appelle des métastases. Ce stade représente la derniére

évolution spontanée de la plupart des cancers.
I-1-2 Epidémiologie

Le traitement contre le cancer représente certainement le challenge le plus

ieme

important du 217" siecle. Le cancer est I'une des principales causes de déces dans le

12
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monde avec 8,8 millions de morts en 2015 °. C’est une maladie aux conséquences
dévastatrices. En France métropolitaine, le nombre de nouveaux cas de cancer était
estimé a 385000 (211000 hommes et 174000 femmes) avec une mortalité évaluée a
150000 déces pour lI'année 2015. Ces chiffres ont doublé ces trente dernieres
années, mais cette augmentation peut s’expliquer par I'allongement de la durée de
vie, par I'amélioration des techniques de détection et aussi par notre mode de vie et
nos comportements a risques (nutrition, sédentarité, alcool, tabac,...’?). Depuis les
années 2000, le taux d’incidence du cancer chez ’lhomme est en |égére baisse grace a
une diminution de la consommation d’alcool et de tabac, a contrario chez les femmes
ou l"augmentation du tabagisme les expose plus grandement au risque de
développer un cancer lié au tabac. Les cancers de la prostate, du sein, le cancer

. 13
colorectal et du poumon sont les cancers les plus fréquents™.

[-1-3 Traitements

Toutefois, le risque de décéder d’un cancer a diminué notamment grace aux
avancées en terme de diagnostic et de traitement. Aujourd’hui plusieurs
thérapeutiques sont disponibles pour traiter le cancer : La chirurgie, la radiothérapie,
la chimiothérapie, I'immunothérapie et I'hormonothérapie, misent en ceuvre de
manieres successives ou complémentaires. Le traitement du cancer doit étre adapté
en fonction de chaque cas. La décision d’association est multifactorielle et s’effectue
en fonction du type de cancer, de son extension, de I'état général du patient et de

I’existence de comorbidités.

[-1-4 Classification

Les cancers sont divisés en deux classes : les cancers solides et les cancers
liquides. Une néoplasie solide est constituée d’une masse cellulaire individualisée. On
dénombre deux sous classes de tumeurs solides, les carcinomes ou adénocarcinomes
et les sarcomes. Les premiers sont des cancers dérivant d’un épithélium comme la
peau ou les poumons, et les seconds sont des cancers qui se développent a partir des

13
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tissus conjonctifs des tissu mous (muscle, graisses,...). Les cancers de types solides
représentent 90 % des cancers déclarés **.

Les cancers liquides regroupent quant a eux I’'ensemble des tumeurs touchant
les cellules sanguines. On parle également dans ce cas de cancers hématologiques
avec les leucémies, les lymphomes et les myélomes.

Il existe d’autres classifications : la classification TMN et la classification de
stade d’évolution. La classification TNM (Tumor-Node-Metastasis) a été mise au point
dans les années 1940 par le chirurgien francais Pierre Denoix. Employée au niveau
international aujourd’hui, elle permet d’estimer rapidement I'importance et I'étendu
de la pathologie . La classification de stade d’évolution (on parle également de
« staging ») se divise en 5 stades. Le stade 0 indique un cancer localisé. Le stade 1
désigne une tumeur de pette taille, localisée et sans extensions métastatiques. Le
stade 2 indique une taille tumorale plus importante et un envahissement des
ganglions lymphatiques proches. Pour le stade 3, la tumeur s’est développée au-dela
de l'organe primaire et |'atteinte ganglionnaire est importante. Enfin le stade 4
désigne une tumeur extensive avec la présence de métastases. Grace a ces éléments,
il est plus aisé d’appréhender I'’étendu du cancer pour un praticien et permet d’avoir

un langage commun entre professionnels au niveau international.

I-2 Les nanotechnologies

Les nanotechnologies regroupent toutes les techniques, procédés et outils qui

N o . N \ , \ 1 .
servent a I'utilisation de la matiére a une échelle du nanométre '°. Bien que les NPs
soient de plus en plus étudiées, leur définition ne fait pas encore |'unanimité. Le

tableau 1 reprend la définition d’'une nanoparticule pour différentes organisations.

En général, les NPs sont des entités de taille de 1 & 100nm *’. Pourtant des
objets de taille supérieure peuvent étre nommeés NPs. La limite supérieure de taille se
définit plutét vis a vis des propriétés physiques et chimiques de la NP plus

précisément la ou elles different de celles d’'un méme composé macroscopique. Ces

14
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différences sont principalement dues au fait que le rapport surface/volume est trés
grand. Plus la taille de la NP est petite, plus la surface d’un systéme composé de NPs
devient importante. Le comportement des atomes en surface, qui ont moins
d'atomes semblables comme voisins, est alors tres différent de ceux a l'intérieur

d'une plus grosse particule ou ils sont entourés d'atomes similaires.

Tableau 1 : Définition de nanoparticule selon différentes institutions

Nanoparticule

ISO Une particule de taille de 1 a 100nm de
(International Organisation for Standardisation) diametre

ASTM Une particule ultrafine dont Ia

(Américan Society of Testing and Materials) longueur a 2 ou 3 endroits est de 1 a
100nm

NIOSH Une particule de diameétre entre 1 et
100nm, ou une fibre de taille entre 1 a

(National Institute of Occupational 100nm

Safety and Health)

SCCP Au moins une dimension est de l‘ordre

du nanomeétre
(Scientific Committee on Consumer Products)

BSI Toutes les dimensions ou diametres
(British Standards Institution) sont de I‘ordre du nanometre
BAUA Toutes les dimensions ou diameétres

(Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz und sont de l‘ordre du nanometre
Arbeitsmedizin)

Les nanotechnologies ont un réel potentiel pour révolutionner de nombreuses
procédures thérapeutiques afin de les améliorer, que ce soit au niveau de I'imagerie

. . 1 . s . \
avec les points quantiques'® qu’au niveau thérapeutique avec la synthése de

! Les nanocristaux de semiconducteurs, ou « quantum dots » (QDs) ou points quantiques,
sont des nanoparticules fluorescentes dont 'émission est ajustable en fonction de leur taille
et de leur composition, ce qui les rend trés attractifs pour l'imagerie, I'affichage ou
I'éclairage.
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systémes capables d’améliorer le délivrance tissulaire d’un agent thérapeutique. Plus
particulierement, elles permettent d’obtenir des solutions technologiques innovantes
pour répondre a des problémes médicaux récurrents essentiellement en terme de
pharmacocinétique. Disposer de systemes a l|’échelle du nanomeétre permet
également d’agir directement a l'intérieur des cellules et d’obtenir des compétences
totalement nouvelles. Cela est illustré par les NPs d’or et la résonnance plasmonique
de surface. Basée sur les oscillations collectives des électrons dans un métal, la
résonance plasmonique de surface provoque sur les NPs d’or des différences de
couleurs que ni I'or en vrac ni I'or atomique ne possedent. Cette nouvelle propriété
dépend directement de la taille des particules qui doivent se situer dans une
distribution de grandeur tres restreinte. Cette technique est notamment évoquée
pour le traitement du cancer du sein via I'utilisation des NPs d’or'®. On peut donc voir
émerger des différences physiques, chimiques et biologiques dans les matériaux de
taille nanométrique. Les nanomatériaux ont donc le potentiel de produire des
nouvelles propriétés qu’elles soient optiques, électriques ou magnétiques. On pourra
donc voir apparaitre des nouvelles méthodes de diagnostics par exemple ou

thérapeutiques via I'utilisation des propriétés magnétiques de ces systemes.

Utilisé pour la premiere fois en 1995, ce terme de nanomédecine apparait
comme une solution thérapeutique notamment dans le cadre du traitement du
cancer. Néanmoins l'idée d’un médicament qui serait acheminé de maniere

eme

spécifique vers son site d’action émerge dés le début du XX siécle par Paul Ehrlich,
qui évoque le concept de «magic bullet », ou balle magique en francais, symbolisant
la trajectoire précise d’une balle vers son objectif *°. La plupart des médicaments
présentent des propriétés physico-chimiques peu favorables au passage des barrieres
biologiques. L’arsenal thérapeutique du cancer est composé de molécules tres

efficaces mais aussi tres toxiques et cette toxicité peut conduire a un arrét de

traitement.
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AK1313394K8 |3

Figure 1 - Billet de 200 Deutsche Mark a 1’effigie de Paul Ehrlich.

« Pour utiliser la chimiothérapie avec succés, nous devons rechercher des substances qui ont
une affinité pour les cellules des parasites et un pouvoir de les tuer plus que les dégats
causés par ces substances a I'organisme lui-méme, de sorte que la destruction des parasites
sera possible sans blesser sérieusement I'organisme. Pour ce faire, nous devons apprendre a
viser les substances chimiques. »

Paul Ehrlich
Ainsi le développement des NPs pour le transport de principe actifs a permis
au début des années 1970, de renforcer les performances des molécules
antitumorales. Les travaux de Patrick Couvreur (UMR CNRS 8612, institut Galien
Paris-sud) se sont orientés vers ce domaine. Les premiers essais ont eu lieu a la fin
des années 70 dans le laboratoire du Professeur Peter Speicer a Zurich *'. Les
nanomédecines vont permettre dans une application clinique, d’apporter les
composés au niveau de la tumeur améliorant ainsi leur biodisponibilité **. Dans le but
de cibler le microenvironnement tumoral, les NPs peuvent étre congues pour se
concentrer dans le tissu tumoral en utilisant les imperfections du réseau vasculaire
irrigant la tumeur®. D’autres techniques consistent a utiliser des ligands de ciblage
pour augmenter la spécificité des systéemes.
L’académie des Sciences de Paris expose trois objectifs a I'utilisation de la nano-
médecine : - étre de moins en moins toxique ;

- étre plus spécifique de la cible thérapeutique a I'échelle du
nanometre ;

- obtenir des informations sur |'origine de la maladie ou sur le
suivi thérapeutique a I’échelle du nanometre.

Le développement de nano-vecteurs s’appuie non seulement sur les
propriétés physico-chimiques apportées par I'échelle de taille de ces objets mais

également par l'utilisation de nouveaux matériaux. Des liposomes aux micelles en
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passant par les NPs polymériques et les nano-shells, trois générations de NPs sont
utilisées, avec leurs avantages et leurs inconvénients, pour protéger un principe actif
d’une éventuelle dégradation® (1ére génération), pour rendre furtif le principe actif
(2™ génération) mais aussi pour cibler spécifiquement le site d’action (3™
génération) : « On peut aussi désormais modifier la surface de la NP pour lui

permettre de se lier uniquement a certaines cellules malade, un peu comme une clé

. 2
dans une serrure » ( Patrick Couvreur) *°.

Une recherche utilisant les deux mots clés « NP» et « I’'oncologie » dans la
littérature nous propose des milliers d’articles publiés (14540 articles, PudMed).
Toutefois, seulement quelques-uns d’entre eux ont proposés des systémes
approuvés en clinique *°. Plusieurs éléments sont responsables de cette situation
comme le manque de connaissance sur le caractéristiques de la NP idéale, des
modeles in vivo peu représentatifs des cas cliniques, des systémes complexes qui
sont couteux mais aussi une certaine peur vis-a-vis des nano-objets et de leur
devenir’’. Pourtant, selon une étude de la société Bionest Partneers en 2011, le
marché des nano-médecines, toutes disciplines confondues, était estimé a environ 60

milliards de dollars pour croitre entre 97 et 130 milliards de dollars en 2016°.

La chimiothérapie anti-cancéreuse est une technique non sélective, tout comme la
radiothérapie. En d’autres termes ces dernieres détruisent les cellules tumorales
comme les cellules saines, impliquant des effets secondaires parfois importants. Les
cellules cancéreuses peuvent également développer une résistance aux principes
actifs utilisés rendant la chimiothérapie inefficace. Les limites des traitements actuels
et I'’émergence des nanomédecines ont entrainé le développement de nombreux
traitements alternatifs potentiels. Ainsi les traitements a bases de NPs ont un avenir
prometteur dans la thérapie anticancéreuse en permettant de diminuer les effets
secondaires, d’augmenter 'efficacité d’un traitement conventionnel *’, ou encore le
traitement des expansions métastatiques grace a leur temps de circulation

plasmatique prolongé?.
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lI-Les nanoparticules

II-1 Généralités
11-1-1 Définition

Comme indiqué précédemment, une NP est un assemblage moléculaire
formant une entité d’une dimension comprise entre 1 et 100 nm *°. Selon certains
auteurs, une autre définition qualifie de NP, un arrangement d’atome dont au moins
une des dimensions se situe a I'échelle du nanométrique ; on parle de nano-objets *°.
Néanmoins, du point de vue physique, ces définitions ne sont pas validées. Leurs
propriétés doivent étre différentes de celles des objets micrométriques. En effet une
entité de plusieurs centaines de nanometres pourrait appartenir a |'échelle du
micrometre mais la modification de ces propriétés physiques en fait néanmoins un
nano-objet : des nanotubes de carbone (NTC), bien que d’un diamétre nanométrique,

peuvent atteindre une longueur de I'ordre du millimetre.

Atomes Molécules Protéines Virus Bactéries Cellules
P A i .
S ','/"o o_’;" o 1 A " '"”8,,,/2
(7 =g 3
-~ LS
eJ‘ o * ‘
Lol v v v e o
1A 1 nm 10 nm 100 nm 1um 10 pm 100 pm

\ )
1

Nanoparticules

Figure 2 : Echelle comparant les NPs a 'atome et a des structures de |'ordre du micrometre.
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[1-1-2 Intérét

Actuellement la grande majorité des nouvelles molécules arrivant sur le
marché possedent des propriétés pharmacocinétiques qui limitent le ciblage des
cellules tumorales **. L’absorption de ces principes actifs est souvent faible et la
dégradation, la métabolisation et I’élimination sont importantes diminuant ainsi leur
capacité a atteindre leur site d’action. L'utilisation de vecteurs de type nano-
particulaire apporte une solution nouvelle pour obtenir une concentration efficace au
sein du tissu cible en diminuant les actions sur les cellules saines de I'organisme et
donc les effets toxiques potentiels des molécules. Les propriétés des nano-objets
leurs donnent I'avantage de former dans un premier temps des solutions homogenes
avec une sédimentation réduite (exemple des NPs lipidiques **) et dans un second
temps de pouvoir esquiver les défenses de I'organisme, par leur taille, mais aussi de

pouvoir cibler plus particulierement des populations cellulaires.

[I-1-3 Applications

Le principe de vectorisation s’applique essentiellement aux molécules
chimiques (Drug Delivery) mais peut aussi étre utilisé pour d’autres agents
thérapeutiques comme les peptides et les acides nucléiques. On retrouve aussi des

4
33> 5u de la

utilisations dans le domaine du diagnostic >*, de la photothérapie
radiothérapie *°. Dans chaque cas, les nanovecteurs permettent de transporter les
agents thérapeutiques, des agents de diagnostic, des sources radioactives ou des
photosenibilisateurs dans une zone cible pour diminuer I'impact de ces agents sur

I'organisme.

En fonction du type de NPs (cf. II-2), leur application sera différente. Les
particules inorganiques pourront étre utilisées pour de la thérapeutique ou du
diagnostic via leurs propriétés intrinseques alors que les particules organiques, ou

I’on n’observe pas ces propriétés, joueront un role de protection et de transporteurs.

20

Mémoire de DES



Linot 2017-10-06

II-2 Les différents types de nanoparticules

G

Nanoparticule Nanoparticule Micelle Liposome Nanoparticule Nanocapsule

Polymérique Polymérique Lipidique Lipidique (LNC)
Hydrophobe Hydrophile Solide (SLN)
< 'u} >
e -
—
Dendrimére Nanoparticule Nanocristal Nanotube de carbone
inorganique

Figure 3 : Les Différents types de NPs utilisées en recherche. D’aprés Faraji, Wipf 2009 et
Kabanov, Vinogradov 2009*’

[I-2-1 Les liposomes et micelles

Systemes vésiculaires sphériques, les liposomes s’étendent de quelques
dizaines a plusieurs milliers de nanometres de diametre. lls se composent d’une ou
plusieurs bicouches de phospholipides qui renferment un ou plusieurs
compartiments aqueux. Décris pour la premiere fois en 1960 par Bangham, leur
premiere utilisation fut celle de modeéle membranaire pour I'étude et la
caractérisation des membranes biologique comme la fluidité, la perméabilité ou la

38,39

fusion inter-membranaire Plus tard, l'industrie cosmétique les a employés

comme vecteurs de substances et I'industrie pharmaceutiques comme vecteurs de

40 41 . . N
%41 |a large utilisation de ce systéme est

médicaments ou supports de vaccins
résolument due a ses capacités d’encapsulation®®. En effet, un liposome est capable
(1) d’internaliser des agents hydrophiles comme hydrophobes avec une grande
efficacité, (2) d’agir comme un bouclier protecteur vis a vis des conditions
extérieures, (3) d’étre fonctionnalisé a sa surface et enfin (4) d’étre biocompatibles et

biodégradables. Les liposomes sont devenus les premiers nano-médicaments a
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. 7 . . ® . . .
arriver sur le marché avec l'approbation du Doxil (doxorubicine liposomale) au
milieu des années 1990 dans les indications sarcome de Kaposi, cancer de |'ovaire et
, . 4 . . . .
myélome multiple® . Depuis, il y a eu un nombre croissant d’essais sur ce type de

. 44
formulations ™.

Dans de nombreux cas, I'emploi d'un support de médicament approprié peut
réduire la toxicité en modifiant la distribution temporelle et spatiale d'un
médicament dans I'organisme. Actuellement, 10 systémes de structure liposomale
combinées avec un principe actif sont disponibles commercialement dans une ou
différentes indications™. En plus d'étre biocompatible, les liposomes ont en commun
une structure qui leur donne la possibilité d’intégrer des médicaments a la fois

46,47

hydrophiles et hydrophobes™"’. L'encapsulation d'un médicament dans la bicouche
lipidique assure la protection contre les phénomeénes naturels, tels que la
dégradation enzymatique, la reconnaissance immunologique ou l'inactivation
chimique®. Le médicament sera ainsi moins métabolisé avant d’attendre le tissu
cible et on observera une minimisation de I'exposition du tissu sain a la drogue. Ces
deux effets contribuent a augmenter l'indice thérapeutique. Toutefois, les propriétés
structurales de la bicouche lipidiques n’empéchent pas leur reconnaissance par les
cellules mononuclées phagocytaires constituant le MPS (Mononuclear Phaygoctic
System anciennement appelé systeme réticulo-endothéliale) et donc d’une
élimination importante de ce transporteur par ces cellules. C'est pourquoi d’autres

\ yoe , s . s 4 . . .
systémes ont été développés et semblent intéressants*. Les micelles semblent ainsi

pouvoir apporter des avantages pour remédier aux limites des liposomes.

Les micelles polymériques sont composées de polyméres amphiphiles auto-
assemblés®. Leurs propriétés permettent de véhiculer des molécules hydrophobes.
Vis a vis des liposomes, les micelles sont plus petites. Leur taille oscille entre 5 et 100
nm>". Leur structure permet de stabiliser la NP et d’améliorer la biocompatibilité et la
protection du principe actif’®. Nombre de ces NP émergent dans les études cliniques

avec des résultats notables comme I'étude de phase Il BIND-014 qui s’intéresse a la
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sécurité et |'efficacité d’une suspension de micelles nanoparticulaires pour vectoriser

le Docetaxel, un agent antimitotique, dans les indications cancer de la prostate et
. \ . 44 ,

cancer bronchique non a petite cellules™. Seulement les résultats de la phase | sont

publiés a I’'heure actuelle. lls présentent une bonne tolérance du traitement avec un

profil pharmacocinétique unique par rapport au traitement conventionnel®”.

A ce jour, l'utilisation des micelles en tant que vecteurs de médicament dans le

traitement des cancers est trés prometteuse.

[I-1-3 Les nanoparticules polymériques

En 1979, Couvreur et al. mettent au point les premiéres NPs polymériques a
base de poly-(alkyl-cyanoacrylates)®”. Depuis, cette catégorie de NPs a attiré une
attention croissante, plus particulierement au cours de ces derniéres années.
Largement utilisés comme vecteurs d’agents thérapeutiques administrés par voie
intraveineuse, comme le paclitaxel, I'intérét des polymeres, qu’ils soient d’origine
synthétique, semi-synthétique, ou naturelle, réside dans leur biodégradabilité et
dans leur facilité d’obtention et/ou de modifications, sans perte des propriétés
physiques et chimiques. lls émergent donc comme des outils intéressants pour la
délivrance de médicaments puisque leurs produits de dégradation ne sont pas
toxiques ou sont totalement éliminés de I'organisme. Par exemple le poly(acide
lactique-co-glycolique) (PGLA) a été approuvé par la FDA puisqu’il est dégradé sous

forme de dioxyde de carbone et d’eau™.

Figure 4 : Polymeéres

o) o -
+ biodégradables couramment

O
2 m H{ \)uf\OH utilisés dans I'application de
délivrance de médicaments,
PLA
d’apres (Kamaly et al. 2012)
[1]. PLA : poly (lactic acid) ;
O
o H /{'O\/\/\)L]\ PGA : poly(glutamic acid) ;
HO O
m o n

4 PLGA : poly(D,L-lactic-co-

PCL :
PLGA glycolide).
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Ces systemes ont démontré une activité thérapeutique accrue, une toxicité
amoindrie, un prolongement de la bioactivité et enfin une augmentation de
I'observance des patients grace a la diminution des fréquences >*. Leur structure est
basée sur un auto-assemblage de copolyméres plus ou moins hydrophiles™. Ils
forment des entités sphériques et rigides. Il en existe deux types : les nano-sphéres et
les nano-capsules®®. Au sein des nano-sphéres, le médicament est dispersé dans
I'intégralité de la structure alors que dans la nano-capsule il est intégré dans un fluide
de type huileux situé au centre de la capsule. Cependant de nombreux défis restent a
relever comme la libération prématurée de la molécule d’intérét. Cet inconvénient
est I'un des principaux obstacles a une délivrance spécifique au site cancéreux. Un
autre inconvénient réside dans |'utilisation de solvants organiques lors du processus

de synthése, ce qui peut se traduire par I'apparition de cytotoxicité™’.

lI-1-4 Les Nanoparticules inorganiques

Ce type de NPs correspond a des NPs métalliques. Les principaux métaux
rentrant dans leur constitution peuvent &tre le titane, I'oxyde de fer ou encore I'or.
Si elles sont peu utilisées comme transporteurs de médicaments, ces NPs trouvent
grace dans le domaine de l'imagerie par résonance magnétique comme agent de
contraste™. Ainsi, les NPs d’oxyde de fer et d’oxyde de fer super paramagnétiques
(SPIO) sont aujourd’hui tres exploitées en tant qu’agent de contraste négatif en IRM.
Elles permettent en effet d’améliorer la résolution de cette technique d’imagerie
médicale et ainsi le diagnostic®. Par ailleurs, certains de ses systémes combinent
actuellement I'amélioration du contraste en IRM avec le transport de composés
thérapeutiques et constituent les NPs théranostiques®’. Par exemple, le
méthotrexate lié de facon covalente a des NPs de fer de type USPIO (ultrasmall
superparamagnétic iron oxyde) associe le ciblage a de I'imagerie avec sa capacité a
délivrer le principe actif en intracellulaire °*. Bien que ces systémes métalliques se

développent énormément en ce moment, la majorité des matériaux approuvés par
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les autorités sont indiqués dans le traitement d’une carence ferrique comme le

Venofer® ou le Dexferrum®.

Les NPs d’or sont certainement les particules métalliques les plus étudiées car
elles présentent les propriétés chimiques et physiques les intéressantes comme une
gamme de taille adaptable de 2 a 200nm et une modification de surface simple
permettant un ciblage spécifique. Ainsi certaines chimiothérapies comme les dérivés
des sels de platine ont vus leur toxicité diminuée et leur cytotoxicité augmentée par

un assemblage sur des NPs d’or 2.

[1-1-5 Les nanotubes de carbone

Les nanotubes de carbone, découvert en 1991, sont des cylindres creux de
feuilles de graphéne, cristal de carbone formant le graphite®. C’est le nombre de
couches de ce cristal qui définit le nanotube comme monoparois SWNT ou multi-
parois MWNT®. Ces NTC couvrent de multiples domaines comme la
nanoélectronique ou la construction aéronautique. L'un des principaux inconvénients
des NTC dans leur utilisation médicale est leur manque de solubilité dans les milieux
aqueux. Une fonctionnalisation de surface avec différentes molécules hydrophiles
permet toutefois d’améliorer leur solubilité et ainsi leur biocompatibilité®®. Cette
biocompatibilité structurale a aussi permis d’étendre leur utilisation a la médecine
avec les nano-capteurs pour la détection, des molécules biologiques par exemple,
mais aussi a la vectorisation de médicaments grace a leur forme creuse®’. Avec un
diameétre de quelques nanomeétres pour les SWCNT jusqu’a 100 nm pour les MWCNT
associées a des longueurs variables, les NTC peuvent se comporter différemment des
NPs sphériques étudiées jusqu’a maintenant. Un autre obstacle important est la
toxicité des NTC notamment par leur taille®®. Les particules de moins de 100 nm ont
des propriétés potentiellement nocives comme des effets tératogénes®. Malgré ces
inconvénients, la spécificité de surface et la structure des NTC font de ce type de NP
des candidats intéressant pour la vectorisation de médicaments. En effet, intégré au

sein du cylindre, le principe actif serait protégé et pourrait atteindre le secteur
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intracellulaire tumorale, inaccessible pour la molécule libre, grace aux différents
mécanismes d’endocytose que proposent les NTC (Endocytose, diffusion passive,...).
A noter que les NTC sont utilisés en imagerie médicale avec I'avantage de ne pas
entrainer de fluctuation de spectre de fluorescence, contrairement aux NPs et aussi

utilisés dans le traitement thermique du cancer pour les WMCNT °.

26

Mémoire de DES



Linot 2017-10-06

lll- La vectorisation nanoparticulaire

II1-1 Définition

Une grande majorité des chimiothérapies anti-cancéreuses utilisées
aujourd’hui sont administrées chez I'homme soit par voie orale ou par voie
parentérale (injection intramusculaire, sous-cutanée ou intraveineuse) en fonctions
de leurs propriétés. D’'une voie d’administration a l'autre, la pharmacocinétique,
terme désignant I'étude du devenir du médicament dans |'organisme, peut étre
modifiée. Aussi, la quantité finale de molécules actives atteignant son site d’action
correspond généralement a une trés faible proportion de la dose administrée. De
plus, il existe une déperdition de ces drogues dans les tissus sains environnants qui
sera responsable d’effets secondaires indésirables. C’est pourquoi I'administration de
médicaments est ajustée en fonction des parametres pharmacocinétiques de chaque
molécule et adaptée en fonction de la balance bénéfices/risques par les autorités en
vigueur. Il existe a I'heure actuelle d’autres voies d’administration, qualifiée de
locales, comme les topiques dermiques, les sprays ou les collyres ophtalmiques,
permettant une application directe sur le site d’intérét. Cette approche est
néanmoins utilisable que dans certains cas ou les tissus peuvent étre facilement

accessibles.

La vectorisation constitue une approche prometteuse pour pallier aux
probléemes de biodistribution des médicaments’’. La mise en jeu de vecteurs, qu’ils
soient de types particulaires (NPs, liposomes...), moléculaires (polymeres, anticorps
conjugués,...) ou issus du vivant (virus, bactéries, hématies...), permet de transporter
des molécules thérapeutiques sur leur site d’action tout en épargnant le ciblage des
tissus sains. En effet, la vectorisation est la combinaison d’une molécule active avec

un transporteur. Le principe actif se trouve alors protégé par son transporteur puis
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délivré préférentiellement sur son site d’action. Ainsi, les concentrations et la

fréquence d’injection seront diminuées améliorant donc la tolérance au traitement.

III-2 Les générations de vecteurs
nanoparticulaires

Il existe plusieurs types de vecteurs nanoparticulaires, avec des évolutions
particulieres qui ont donné naissance a trois générations de vecteur (Figure 5). La
premiere génération présente la structure la plus simple (Figure 5). lls ont comme
cible préférentielle le systéeme hépatique car ils sont captés par les macrophages du
foie et vont ainsi pouvoir étre particulierement efficaces pour apporter des
médicaments dans ce tissu’’. Contrairement aux vecteurs de premiére génération,
les vecteurs de seconde génération ne sont pas captés par le foie grace a des
techniques de furtivité évitant ainsi 'opsonisation et la reconnaissance par le
systeme immunitaire (Figure 5). Ainsi, la métabolisation du principe actif sera
ralentie. Leur temps de rétention augmenté dans la circulation sanguine leur permet
d’atteindre d’autres tissus pour y apporter de facon plus sélective le médicament’.
La derniére génération de vecteur a été concue pour améliorer cette sélectivité apres
avoir échappé au systéeme hépatique (Figure 5). Grace a des fonctionnalisations de
surface, le vecteur pourra méme cibler des compartiments cellulaires spécifiques et

apporter le principe actif a un endroit précis’>.

Nous prendrons I'exemple du liposome, une structure vésiculaire
biodégradable décrite précédemment. Le liposome est formé a partir de
phospholipides et cholestérol dans un milieu aqueux. lls sont caractérisés par une ou
plusieurs phases internes aqueuses, qui sont entourées par une ou plusieurs
bicouches phospholipidiques. En fonction de la méthode de fabrication, un liposome

peut avoir une taille entre 25 et 1000 nm.
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Principe actif Bicouche lipidique PEG Ligands d’adressage

A: Liposome de premiére génération
B: Liposome furtif ou « stealth liposome » (deuxieme génération) pour le ciblage passif
C: Liposome de troisiéme génération portant des ligands d'adressage pour ke ciblage actd

A. Encapsulation Encapsulation + furtivit¢ ~ C. Encapsulation+furtivité+ciblage

1" génération 2" génération 3™ génération

Figure 5 : schéma de 1’évolution des NPs, I’exemple du liposome

Le liposome de premiere génération contient uniquement la molécule active au
sein de sa structure. Lorsqu’il est injecté dans la circulation sanguine, ce vecteur
déclenche une réaction immunitaire avec une activation des cellules de Kupffer, qui
vont ensuite internaliser ce liposome. Ces macrophages vont détruire le liposome et
donc libérer la molécule qui sera en mesure d’atteindre les cellules hépatiques
avoisinantes (65).

Le liposome de seconde génération est surnommé furtif. |l doit cette propriété au
nouveau composant intégré a la structure : le polyéthylene glycol (PEG). Ce polymere
hydrophile diminue I'oposonisation par interaction hydrophobe en bloquant
I’adsorption des protéines a sa surface. Les macrophages ne vont pas reconnaitre ce
liposome pégylé qui pourra circuler dans le systeme vasculaire. Le ciblage au niveau
du tissu tumorale s’effectue ensuite par le phénoméne de perméabilité et de

rétention accrue (EPR) qui favorise le passage des petites structures a travers la
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membrane vasculaire jusqu’au sein du tissu. Le ciblage est dans ce cas décrit comme
passif car il est permis par les caractéristiques spécifiques du tissu >>.

Enfin avec le liposome de troisieme génération, un troisieme composant rentre
en jeu dans la structure. Il s’agit de ligands se fixant spécifiqguement sur les cellules
cancéreuses via des récepteurs de surface ”. Ils sont considérés comme les plus
évolués des liposomes. Les récepteurs fixés en surface vont permettre un ciblage

actif et sélectif du tissu cancéreux visé, on parle d’adressage moléculaire.

I11-3 Les stratégies de ciblages
[11-3-1 Le ciblage passif

En général, 'administration d’agents thérapeutiques anticancéreux a bases de
NPs se base sur lI'effet de perméabilité et de rétention accrue (EPR, Enhanced
Permeability and Retention) décrit en 1986 par Maeda *°. Cette stratégie vise plus
particulierement a améliorer |'efficacité et la tolérance du médicament par des

modifications de sa pharmacocinétique et de sa biodistribution.

La structure vasculaire de I’environnement tumoral est décrite comme
défectueuse et anarchique’®. On voit donc apparaitre des liaisons intercellulaires au
niveau de I'épithélium vasculaire, qui sont laches laissant apparaitre des lacunes
(figure 6). Ces breches situées le long de la paroi vasculaire permettent
I’extravasation des NPs préférentiellement a ce niveau, associée a une rétention a
long terme des nanosystemes favorisée par un drainage lymphatique fortement
diminué®. Les composés thérapeutiques de taille adaptée, ne dépassant pas celle
des pores des vaisseaux perméabilisés (380 et 780nm)’’, peuvent donc traverser
I’endothélium vasculaire et s’accumuler dans le tissu tumoral jusqu’a des

concentrations 50 fois supérieures a celles obtenues dans les tissus sains.
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Figure 6 : Microscopie électronique a balayage des vaisseaux sanguins de tissus

normaux (foie)(A et B) et de nodules tumoraux hépatiques (C et D) d'aprés
Maeda, Bharate, and Daruwalla, “Polymeric Drugs for Efficient Tumor-Targeted Drug Delivery Based
on EPR-Effect.””

Pour que ce phénomeéne soit maximal, les composés utilisés ne doivent pas
s’agrégéer, étre stables et furtifs pour que leur temps de circulation dans I'organisme

soit suffisamment long 2.

Pour se développer et survivre, la structure tumorale consomme un nombre
important de nutriments. Pour en étre capable elle doit se prémunir d’un réseau
vasculaire suffisamment important pour ses besoins. Cette angiogenése apparait des
les premiers temps de la formation tumorale grace notamment a la sécrétion de
facteurs pro-angiogéniques de facon a développer un réseau nommé
I’hypervasculature. Le facteur le plus étudié est le VEGF (Vascular endothelial growth
factor, facteur de croissance de I'endothelium vasculaire). Ce facteur est
particulierement intéressant car il joue un réle dans la croissance tumorale. De

nombreux travaux de recherche ont permis de développer des anti-VEGF pour
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. . . 7 , s 7
inhiber la croissance tumorale’®. Dans les années 80, beaucoup d’études ont montré
I'importance centrale du VEGF en tant que facteur de croissance vasculaire (invasion,
migration, survie et activation) mais aussi en tant que facteur de perméabilité

. 79-81
vasculaire”™®!,

Notons également que d’autres médiateurs vasculaires peuvent
également faciliter I'effet EPR comme les bradykinines, I'oxyde nitrique, les

. . 2
prostaglandines et I'enzyme de conversion®”.

A cOté de l'augmentation de la perméabilité des vaisseaux tumoraux, on
observe une diminution du drainage lymphatique. La circulation lymphatique assure
I’équilibre hydrique de I'organisme avec la fonction de drainage des produits du
métabolisme cellulaire et aussi un role de défense contre les affections microbiennes
notamment. Les composés plasmatiques qui normalement seraient drainés par ce
réseau, se retrouvent bloqués dans I'espace péri-vasculaire de la tumeur ou ils vont

s’accumuler.

Actuellement, I'effet EPR est une base de nombreux systéemes de vectorisation
a ciblage passif. Cependant plusieurs mises en garde sont a prendre en compte. |l a
été décrit que pour une tumeur solide en croissance, a partir d’'un certain stade on
observe une perte de la densité vasculaire avec |'apparition d’'une zone hypoxique
centrale, parfois une ischémie et un espace nécrotique. Cette zone devient donc peut
accessible aux NPs. En outre, un gradient de pression négatif présent aux niveaux des
interstices de la tumeur peut limiter 'arrivée des NPs dans I'espace extravasculaire®.
Notons que la plupart des études de cet effet ont été réalisées sur des modeles
tumoraux de rongeurs pour lesquels les tumeurs se développent beaucoup plus
rapidement que chez 'homme. L’effet EPR est donc beaucoup plus prononcé dans les
modeles tumoraux de rongeur. Des améliorations ont pu étre misent en place chez
I'homme en vue de meilleurs résultats comme par exemple l'utilisation de nano-
vecteurs chargés en agents d’imagerie pour déterminer avant traitement et au cas
par cas si 'effet EPR peut étre exploité”’. Des traitements enzymatiques a base de

s . 4 N T
collagénases ou de hyaluronidases® peuvent aussi é&tre utilisés pour augmenter la
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perméabilité des vaisseaux ou encore des agents anti-inflammatoires. Toutefois ces
traitements présentent le désavantage d’augmenter le risque de dissémination du

cancer via le développement accru de métastases *°.
[11-3-2 L’intérét de la pégylation

La modification du systéme vectoriel peut aussi étre une solution pour
améliorer le ciblage passif par I'effet EPR. Comme indiqué ci-dessus, les NPs doivent
pouvoir circuler longuement dans le sang pour exploiter au maximum l'effet de
rétention et de perméabilité présent au niveau tumoral. Ainsi pour éviter les
phénomeénes d’opsonisation et d’élimination expliqués précédemment, une
propriété de furtivité peut étre conférée aux NPs via une fonctionnalisation de
surface grace a des polyméres hydrophiles tels que les PEG ®°. Cette technique déja
bien connue dans d’autres domaines a été utilisé pour la premiére fois en 1977 pour
diminuer le caractére immunogéne de I'albumine, procédé décrit par Abuchomski et
al. ¥. ’Adagen® (Pégademase bovine)(Orphan Europe) est la premiére molécule
approuvée par la FDA en 1990 qui utilise cette technique dans le traitement des
déficits immunitaires combinés séveres associés a un déficit en adénosine déaminase

ADA ¥,

A I'heure d’aujourd’hui, on recense 11 molécules pégylées approuvées par la FDA
8 Dans I'exemple du liposome, la pégylation permet de multiplier par 8 le temps de
demi-vie de cette structure, passant de 2,5 h a environ 20h 8 Les molécules de PEG
vont empécher les interactions avec de nombreuses protéines du sang par
encombrement stérique®™. Ce procédé favorable a une meilleure pharmacocinétique
des molécules serait cependant exposé a un autre effet physiologique appelé I'effet

ABC pour « Accelerated Blood Clearance » ****,

Dans deux modeles animaux différents, apres une premiére injection de

molécules pégylées, les auteurs ont observé une production d’anticorps spécifiques
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anti-PEG de type 1gM au niveau de la rate’™*?

. Ainsi lors de la seconde injection, les
IgM produites vont complexer les groupements PEG et activer leur élimination. Cet
effet n’est plus ou peu visible a partir de la troisieme injection et ne concerne peu ou

P . 1,93
pas les vecteurs chargés en cytotoxiques® ">

Toutes ces limites associées au ciblage passif des tissus tumoraux ont entrainé
un intérét grandissant pour d’autres approches et plus particulierement celle du

ciblage actif.

I1I-3-3 Le ciblage actif

Le ciblage actif ou « active targeting » implique I'utilisation de ligands capables
de se lier a des récepteurs spécifiques, pour cibler les NPs sur le tissu d’intérét. De
nombreux travaux scientifiques ont mis en évidence des cibles spécifiques d’un type
de cellules au cours de ces dernieres décennies. C'est cette identification de
marqueurs qui permet maintenant d’appréhender le ciblage actif. Des ligands sont
fixés soit aux nano-assemblages soit aux agents thérapeutiques pour les orienter vers
les cellules cibles exprimant le récepteur spécifique °*. Le choix du marqueur
biologique est donc primordial pour assurer la spécificité du systeme. Il doit répondre
a différents critéres. Tout d’abord, la cible doit étre exprimée a la surface des cellules
ciblées pour étre accessible. Elle doit étre spécifique du tissu ciblé, voir surexprimée
par celui-ci lorsqu’un ligand de forte affinité est disponible. Un exemple de ligand est
illustré par les anticorps monoclonaux dirigés contre des antigenes tumoraux. Le
ZEVALIN®(Schering S.A.) est I'exemple d’un vecteur utilisant le ciblage actif a base
d’anticorps monoclonaux. L'Yttrium 90, radio-isotope, est fixé a un anticorps
monoclonal spécifique de I'antigéne CD20%%. Ce médicament est indiqué dans le
traitement des patients atteints d’un lymphome non hodgkinien a cellules B CD20
positif °*. Dans le cas de cette pathologie on observe une augmentation des cellules B
exprimant |’antigene CD20. L’anticorps monoclonal fixe préférentiellement son
récepteur et apporte donc lisotope au plus proche pour agir sur la cellule

cancéreuse. Outre les anticorps, on trouve aussi comme types de ligands, les
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fragments d’anticorps, des peptides, des acides nucléiques ou encore des vitamines

95

Molécule libre

Ciblage passif

Ciblage des cellules tumorales

Nutrients §
Tumeur

Tissu
sain

Tumeur

Tissu
sain

Figure 6 : Stratégies de ciblage tumoral, d’aprés Lammers et a

L. 25

A) Molécule libre retrouvée apres injection en quantité semblable dans le tissu tumorale et le tissu sain.

B) Stratégie de ciblage passif de molécules via un vecteur dans les cellules tumorale.

C) Stratégie de ciblage actif de molécules par vecteur fonctionnalisé pour des récepteurs surexprimés par les

cellules tumorales.

D) Stratégie de ciblage actif de molécules par vecteur fonctionnalisé pour des récepteurs surexprimés par les
cellules endothéliales ; réduction de I'apport en oxygéne au tissu tumoral.

E) Stratégie de ciblage actif associée a des structures nano-sensibles permettant une libération du principe

actif.

F) Systéme de libération prolongée implanté a proximité de la tumeur.

Depuis lors, de nombreux anticorps thérapeutiques ont été développé dans le

traitement du cancer comme

I’anticorps monoclonal

humanisé traztuzumab

(HERCEPTIN®) indiqué dans le traitement du cancer du sein, liant 'antigéne HER2%®.

Ces différents anticorps peuvent étre liés a des radio-isotopes, a des médicaments ou

a des NPs pour améliorer leur actions ou celle de la molécule liée.
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[11-3-3-1 Les agents de ciblages

Les ligands de ciblages sont par définitions des molécules capables d’identifier
un récepteur spécifique. Comme décrit précédemment, le choix du ligand est
primordial pour |'efficacité du ciblage actif. Les anticorps sont les agents les plus
utilisés pour cette stratégie pour leur fort degré de spécificité et leur production

devenu commune.

a. Les anticorps et fragments d’anticorps

Les anticorps sont des glycoprotéines de la superfamille des
immunoglobulines. Ces molécules présentent une structure schématique commune
en forme de « Y ». Elle se décompose en 4 chaines polypeptidiques: 2 chaines
lourdes identiques et 2 chaines légéres identiques. Chacune de ces chaines sont
composées d’une région variable, qui forme le site de liaison a I'antigene, et d’une
région constante. Différents types de fragments d’anticorps peuvent étre obtenus
par clivage enzymatique. La digestion de la molécule d’anticorps par la papaine libére
2 types de fragments : 2 Fab (Fragment antigen binding) et le fragment Fc (Fragment
cristalisable)(figure 8). Le fragment Fc, tres proche d’un anticorps a lautre
caractérisant I'espece et l'isotype, peut interagir avec des récepteurs appelés FcR ou
avec le complément. Les fragments Fab sont monovalent pour un antigene. La
digestion par la pepsine forme quant a elle le fragment Fc précédemment cité et un

fragment F(ab)’2 bivalent pour I'antigene.

La liaison d’un anticorps avec son antigene est la résultante de I'association
entre le paratope et I'épitope. Cette réaction est spécifique et nécessite une bonne
complémentarité stérique entre les deux sites réactifs. L'utilisation de ce type ligand
a fait apparaitre de nombreux défis et limites puisqu’ils ont une taille (environ 150

kDa) et une immunogénicité importante®.
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Figure 8 : Structure de base des anticorps et de leurs différents fragments, exemplifié
par 1gG (Peterson, Owens, et Henry 2006)>. les ovales représentent un domaine
immunoglobuline. L : chaine légere ; H : chaine lourde ; C : domaine constant ; V : domaine variable ; 1gG :
immunoglobuline G ; Fc : fragment cristallisable ; Fab : fragment de liaison d’antigene ; F(ab’)2 : 2 fragment Fab
reliés par I'intermédiaire de pont disulfure; scFv: single-chain variable fragment (domaine VL relié au domaine

VH par un linker peptidique en bleu) ; Ligne rouge : pont disulfure inter-chaine.

Lorsqu’ils sont conjugués a des NPs, ils augmentent la taille hydrodynamique
des systéemes et donc les propriétés générales de la structure. C'est pourquoi
I'ingénierie biologique a développé les fragments d’anticorps pour diminuer la taille
du ligand. Les fragments scFv suscitent un intérét important en raison de leur taille
de I'ordre de 25kDa qui leur confére une immunogénicité plus faible et une meilleure
internalisation dans les cellules '®. Grace a ces avantages, les scFv sont tres utilisés

comme outils de diagnostique et agents thérapeutiques'®.

b. Les aptaméres

Les apatameres sont des oligonucléotides de 5 a 40 kDa présentant une
activité de reconnaissance spécifique comme les anticorps puisqu’ils ont une grande
sélectivité et une grande affinité pour leur cible'®. Ils présentent I'avantage d’étre
moins immunogenes et doués d’une meilleure stabilité que les anticorps. Découverts

103,104

et produits en 1990 dans deux Laboratoires américains , ils concurrencent

actuellement les anticorps conventionnels avec leurs propriétés améliorées (stabilité,
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colit, facilité de production, toxicité, spécificité). La liaison de ces molécules
s’effectue sur la base de leur structure tridimensionnelle permettant ainsi a plusieurs
séquences de reconnaitre les mémes cibles avec une trés haute affinité de I'ordre du
nM. Cependant cette constante d’affinité trés basse ne permet pas d’assurer une
spécificité totale. Des liaisons hors site ont été décrites dans la littérature entrainant
des effets indésirables'®. Dans notre cas I'intérét des aptameéres réside dans leur
capacité a transporter des médicaments dans des cellules ; transporter des
médicaments cytotoxiques dans les cellules cancéreuses sans nuire aux cellules non
cancéreuses. Des aptameres ciblant I'antigene membranaire prostatique spécifique
ou PSA ont été utilisé pour apporter la doxorubicine dans les cellules cancéreuses de

\ ORI 1
la prostate dans un modéle préclinique par exemple '°.

c. Les peptides pénétrants les cellules (CPP, Cell Penetrating Peptides)

Les CPP sont des ligands courts de nature peptidique, en général de moins de
30 A.A, utilisés pour leur propriété permettant de passer la membrane
cellulaire. C'est en 1988 qu’on observe la premiere utilisation des CPP via la
description de I'internalisation de la protéine TAT'”, impliquée dans la transcription
du virus du VIH. Les CPP ont la capacité de traverser les membranes cellulaires via
des interactions ioniques avec la surface cellulaire chargée négativement puisqu’ils
sont en grande majorité chargés positivement. Dés lors, ces interactions non
spécifiques entrainent des répercutions sur toutes les cellules rencontrées et donc de

potentiels effets secondaires'®.

d. L’acide folique (vitamine B9)

Les vitamines sont des éléments indispensables au bon fonctionnement de
chaque cellule vivante. Le cas des cellules cancéreuses est particulier puisqu’elles ont
besoin d’un apport important en nutriments en raison de leur croissante rapide et
anarchique. On observe alors une augmentation des récepteurs vitaminiques chez les

109 Pt . . . . ,
cellules tumorales “~. L’acide folique ou vitamine B9, est une petite molécule dont

dépendent les cellules pour leur prolifération et leur survie. Il a été décrit que les

38

Mémoire de DES




Linot 2017-10-06

principaux récepteurs a l'acide folique sont surexprimés dans plusieurs type de

110

cancers comme le cancer de I'ovaire, du rein ou encore le mésotheliome ™. L’acide

folique est amenée dans les lysosomes aprés son endocytose dans la cellule ce qui

, , . a . . 108
représente un réel avantage vis a vis des autres ligands™ .

e. L’acide hyaluronique

Outre son implication dans la composition de la matrice extracellulaire et du
liguide synoviale, l'acide hyaluronique (AH) est également impliquée dans la
prolifération cellulaire par I'intermédiaire de plusieurs récepteurs comme le CD44,
surexprimés a la surface des cellules tumorales. Composé de plusieurs groupements
polaires, 'AH est capable de fixer des molécules d’eau adoptant une structure
hydratée de 100 fois supérieure a son état sec''’. Cette propriété est couramment

utilisée pour former une matrice de NPs plutot qu’un ligand.

f. La transferrine

Cette glycoprotéine exerce la fonction de transporteur des ions de fer dans les
cellules par son récepteur a la transferrine ou TfR. On dénombre deux types de
récepteurs, TfR1 et TfR2, avec une affinité 25 fois supérieure pour les types 1. lls sont
exprimés par les cellules saines comme les hépatocytes et surexprimés par certaines
cellules cancéreuses'’>. Les systémes nanoparticulaires a usage thérapeutique
utilisent la transferrine comme ligand du fait de sa facilité d’obtention et de son

faible coGt d’obtention*****

. D’autres éléments tels que les anticorps anti-TfR ou des
fragments de peptides reconnaissant les TfR sont également utilisés en couplage

avec des principes actifs.

La mise en évidence de nouveaux ligands avec une affinité importante pour la
molécule d’intérét est primordiale pour l'utilisation du ciblage actif des vecteurs
nanoparticulaires. Il est nécessaire d’identifier des techniques de criblage moléculaire
a grande échelle et minutieuses pour que le couple ligand/récepteur soit
cliniquement pertinent. En effet les paires ligand/récepteur actuellement utilisées

, 44 .
reposent sur des molécules connues™. Aux vues des connaissances actuelles sur les
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systemes de NPs a ciblage actif, les difficultés et chalenges d’une telle stratégie sont
importants. Le ciblage actif est donc envisagé comme un adjuvant au ciblage passif

plutdt quand tant que systéme a part entiere.

II1-4 Le vecteur idéal ?

Le systeme de vectorisation est donc congu pour apporter une molécule active
préférentiellement au niveau de sa cible tout en évitant sa dégradation et en limitant
les différents effets secondaires qu’elle pourrait entrainée sur son chemin au sein des
tissus sains. Pour étre le plus compétant possible et étre utilisé chez I’'homme, le
systeme de vectorisation doit montrer les caractéristiques qui suivent pour étre

qualifié de vecteur idéal :

® une biocompatibilité et biodégradabilité, ses composées doivent étre
relativement stables en milieu physiologique ;

e une taille suffisamment petite pour diffuser a travers les membranes
physiologiques tout en étant suffisamment importante pour accueillir une
forte quantité de molécules active ;

e Une facilité de transit intracellulaire et de récupération par les cellules cibles ;

e une diffusion limité du composé lors de son transport jusqu’au site d’action ;

® une absence de dégradation prématurée du composé actif.

Un principe actif vectorisé voit sa biodistribution dans I'organisme bouleversée.
Considéré comme étranger, le vecteur nanométrique doit affronter les divers
systemes de défenses de I‘organisme, principalement constitués du systeme

immunitaire et des systemes de filtration. En effet, la molécule ne sera plus exposée

a des phénomenes de diffusion au-dela du flux sanguin jusqu’aux organes et aux
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cellules ; elle doit franchir de nombreux obstacles tels que la capture par la
phagocytes, les dégradations enzymatiques, les organites cellulaires (endosomes),
ainsi que la filtration rénale et hépatique. Dans la plupart des cas, le nanovecteur
entre dans les cellules ciblées via un mécanisme actif d’endocytose’’®, ou dans le cas

115,11 .
>18 | 5 taille de la structure

des liposomes par fusion avec la membrane plasmique
est primordiale vis a vis de ce phénomene d’endocytose et d’élimination. Un objet de
grande taille (>7-10um) sera retenu au niveau des capillaires de I'organisme alors
qu’un objet de petite taille sera éliminé par le rein ou le foie. Le systeme immunitaire
intervient quant a lui au moment ou le vecteur rentre en contact avec les éléments

sanguins. Ce systeme complexe est organisé autour de différents acteurs exposés ci-

dessous.
1. Les phagocytes.

On compte parmi eux les monocytes, macrophages, cellules dendritiques et
granulocytes. Ces cellules sont impliquées dans I'endocytose d’éléments étrangers

(cellules mortes, pathogenes,...) et de leur dégradation®".
2. Les lymphocytes.

Principalement de deux types, B et T, ils sont impliqués dans la réponse

immunitaire adaptative.

3. Les opsonines.

Substances solubles présentent dans le sérum, permettant d’augmenter le
118

phénomeéne de phagocytose .

Cette classe de molécule est représentée majoritairement par des protéines comme les
anticorps ou les protéines du complément.

Le systéme immunitaire permet a I'organisme de se défendre par I'implication
de ces différents acteurs de I'immunité pour éliminer les éléments étrangers. Ainsi,

pour éviter d’étre reconnu par ces sentinelles de I'immunité, le vecteur devra soit

41
Mémoire de DES




Linot 2017-10-06

avoir une taille 70 nm ou posséder des propriétés d’enrobage telle que la pégylation
tout en conservant une taille suffisamment petite pour éviter une clairance rénal trop

importante.
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I\V- Exemples de stratégies de développement
clinique

IV-1 Sur le marché

De nombreux transporteurs de composés thérapeutiques de taille
nanoparticulaires furent développés grace aux travaux de Maeda sur I'effet EPR. La
formulation de copolymere d’acide styrene-maléique conjugué a la néocarzinostatine
(SMANCS) développés en 1979 sont les premiers conjugués polymériques cliniques

approuvés au Japon en 1993 19

. D’aprés une revue publié dans International Journal
of Nanomedecines, ont dénombre actuellement 67 nanodispositifs commercialisés et
43 nanomédicaments. Sur ces 43 nanomédicaments, 15 sont indiqués dans le

. . 4
domaine de I'oncologie *.

IV-1-1 Exemples cliniques d’utilisation de liposomes en oncologie

Apres |'approbation du Doxil®(Jansen Cilag) en 1995 comme premiere

. . s , . , 12 . .
formulation liposomale pégylée anticancéreuse **°, plusieurs formes liposomales ont
été approuvées par les autorités pour une utilisation clinique : Marqibo®(Talon

Therapeutics), Mepact®(IDM Pharma S.A.), Myocet®(Elan Pharma SARL).

L’encapsulation de la doxorubicine a été le premier succes des recherches cliniques
sur les nouvelles voies d’administration des agents thérapeutiques via les premieres
générations des liposomes™. Ce principe novateur a permis de mettre en évidence
une diminution de la distribution cardiaque et donc de la toxicité principale de
I’Adriamicine®. Plus tard d’autres études ont démontré les avantages de la forme
liposomale de la doxorubicine versus doxorubicine libre, sur les effets secondaires du
traitement : une diminution significative de la cardiotoxicité, de la myelosuppression,

. 2 121
des vomissements et de I'alopécie™".
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IV-1-2 Exemples cliniques d’utilisation de nanoparticules protéiques ou
polymeériques

Apres un intérét massif pour les liposomes, d’autres formes de NPs ont vu le
jour. En 2005, La FDA approuve |’Abraxane® (BAXTER Healtcare) dans le traitement
du cancer du sein. Cette fois c’est une NP protéique qui est utilisée, I’Albumine, pour
encapsulé le Paclitaxel, agent anti-cancéreux de la famille des taxanes au sein d’un

systeme de 130 nm.

Sur cette méme molécule, d’autres systemes ont été développés basés sur des
NPs polymériques comme le PLGA cité précédemment. Une étude a montré une
augmentation des effets cytotoxiques du principe actif sur plusieurs types de cellules
cancéreuses par rapport a la molécule libre'®. Le PNP, autre NP polymérique, a
permis de montrer une amélioration de la pharmacocinétique du produit notamment

12
dans le cancer de la prostate 2.

Ces nano-systémes présentent des avantages non négligeables en terme de
sécurité et d’efficacité pour le patient. C'est pourquoi I'association des différents
types de NPs s’est développée avec des systemes a base de PNP ou des NPs
lipidiques coatés de PLGA ou des PEG et fonctionnalisés par des agents de ciblages
comme les aptameres pour mutualisés les avantages de chaque forme de NPs
(exemple du AS1411 ). LUintérét des ces assemblages est d’augmenter

I’encapsulation, la libération et le ciblage spécifique du médicament.

IV-1-3 Exemples précliniques d’utilisation de la stratégie de ciblage actif

On observe a I’heure actuelle un développement important autour du ciblage
actif des nanovecteurs notamment via les anticorps. Plusieurs systemes sont
actuellement au stade clinique et d’autres utilisés dans le traitement du lymphomes
non-Hodgkinien, des lymphomes a cellules T et des leucémies aigues myéloides avec

des anticorps ciblant le CD20, CD25 et CD33 '*°. Le ciblage actif a démontré de
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multiples succes en terme d’amélioration de l'effet thérapeutique souhaité par
I'augmentation de linternalisation des NPs sur le site. Des anticorps anti-HER2
associé a la surface de liposomes ont permis, dans des modeles précliniques,
d’accumuler les nanosystemes dans les cellules surexprimant HER2 comparé aux
systémes sans ligands ou aux systémes ne surexprimant par ce récepteur2°.

D’autres systemes ont exploité les peptides comme agents de ciblages. Des
modeles ciblant le systéeme endothélial par exemple ont montré un intérét notoire.
La Cilengitide ou peptide cyclique cyclo (-RGDfV-) est utilisé comme agent anti-
angiogénique en hématologie. Il permettrait d’améliorer la libération des composés

thérapeutiques **’.

IV-1-4 Exemple clinique d’utilisation de stratégie de ciblage actif via une
protéine conjuguée

Parmi tous les composés de nanomédecine validés en clinique, une
construction fait officiellement partie des premieres lignes de traitement du cancer :
le paclitaxel albumine-stabilisé (nab-PTX albumin-stabilised paclitaxel). Mais il semble
que cette image soit en train de changer rapidement. La combinaison de nab-PTX
avec la gemcitabine a récemment montré un intérét thérapeutique notoire chez des
patients atteints de cancer pancréatiques en augmentant de 25% la médiane de

. . . . TS 12
survie en comparaison de la gemcitabine utilisée seule'?.

IV-2 exemples de formes nanoparticulaires en
cours de développement

IV-2-1 A partir de nanoparticules de fer

La propriété exclusive exploitée pour I'lRM est le paramagnétisme de fer.

Présent dans quelques essais cliniques, les oxydes de fer sont comparés a un agent

) 129

de contraste déja bien exploité, le Gadolinium (Gd) ““°. L’avantage unique des oxydes
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de fer sur le Gd pour I'IRM est I'évitement du systéeme réticulo-endothélial et de la

. , 1
clairance rénale **°

. Il a été démontré aussi que les cellules phagocytaires telles que
les macrophages, les cellules T mononucléaires et les cellules de Kupffer captaient
plus rapidement les NPs de fer plus leur taille augmentait™'. Cette affinité des SPIO
pour les cellules phagocytaires permet d’entreprendre leur utilisation dans les
phénomeénes inflammatoires comme les cancers en tant qu’agents de contraste.
Outre I'imagerie, un autre domaine c’est intéressé a l'utilisation des NPs de fer pour
la thérapie. En effet I'ablation hyperthermique d’une tumeur prévoit d’utiliser les
oxydes de fer pour réséquer la masse tumorale. Les matériaux ferromagnétiques
aprés une exposition a un champ magnétique vont dissiper de I'énergie thermique
par un phénomene de relaxation du dipdle. Cette stratégie implique I'inoculation des
NPs dans les tissus malins via I'effet EPR précédemment décrit. L'essai clinique

NCT02033447 est le seul proposé pour ce type de thérapie™**

. Cette phase 1 a pour
but de vérifier si les NPs de fer ciblait correctement le tissu tumoral et ne

s’accumulait pas non plus dans les tissus voisins.

IV-2-2 A partir de nanoparticules d’or

On observe peu d’essais cliniques utilisant ces composés dans la littérature>.
Deux essais de thérapie photothermique plasmonique proposent cependant une
nouvelle approche basée sur la propriété appelée « localized surface plasmon
resonance » ou LSPR. Ces systemes sont capables apres une exposition lumineuse, de
convertir la lumiere en énergie thermique. Ainsi, grace a une technique de ciblage
actif vers des cellules cancéreuses, on serait en mesure de détruire sélectivement le
tissu cancéreux™®*. Cette technique a suscité un grand intérét dans la recherche de
traitement alternatif contre le cancer mais n’a pas donné suite a des essais cliniques

dans ce domaine.
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IV-2-3 A partir de nanoparticules d’hafnium

Les NPs d’hafnium sont des entités a forte densité d’électrons. Cette propriété
permet le dépot d’une quantité importante d’énergie dans les cellules vivantes via

1 /
> Elles sont actuellement explorées

une activation par des radiations ionisantes
dans le traitement des tumeurs pour améliorer la radio-sélectivité contre les cellules
cancéreuses. Le NBTRX3 est une suspension aqueuse contenant ce type de NPs. Il est
étudié actuellement dans 4 essais cliniques, dans les cancers de la prostate (Phase
I/11 ; NCT02805894 ; USA), du foie (Phase I/Il ; NCT02721056 ; France), de la téte et du
coup (Phase I/Il ; NCT01946867 ; France et Espagne) et d’une étude terminée dans le

sarcome des tissus mous chez I'adulte (NCT01433068; France).
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V- La toxicité des nanoparticules

Bien que les particules nanométriques apportent de nouvelles propriétés a des
matériaux habituellement utilisés a une échelle de taille supérieure, des propriétés
toxiques peuvent également apparaitre. Des études ont montré qu’au dessous d’une
dimension de 100nm, des particules considérées peu toxique, comme I'oxyde zinc,
peuvent présenter des effets toxiques différents de celui des particules de taille
supérieures™*®. Dans un autre domaine, la présence de particules fines dans Iair que
nous respirons, provenant de diverses sources comme |'industrie, le trafic routier ou
les combustibles, font I'objet d’une attention particuliere depuis plusieurs années. En
effet, elles seraient responsables de [’apparition de nombreuses pathologies
notamment broncho-pulmonaires ou cardio-vasculaires®’. Ainsi, Leur utilisation est
aujourd’hui controversée en raison du manque de connaissances sur leur toxicité et
des problémes de sécurités auxquels elles exposent. Les bénéfices que pourraient
apporter cette technologie ne doivent pas en faire oublier les risques potentiels des
médicaments sous formes nanoparticulaires. Plusieurs éléments doivent étre
investigués pour |'utilisation des nanotechnologies en tant que médicaments : leur
propriétés physiques pouvant modifier leur pharmacocinétiques, la surface de
contact plus importantes avec les tissus, et la toxicité de la NP vide comparé au
nanoassemblage englobant un médicament (car elle présente un risque

138

d’accumulation pouvant conduire a des réactions inattendues) ~°. Par la suite, la

toxicité sur les principaux organes exposés aux NPs sera développée.

V-1 Les poumons

Les poumons sont depuis longtemps une voie d’administration tres exploitée
en pharmacie. En effet elle présente plusieurs avantages : c’est une méthode non
invasive, la surface d’absorption de cet organe est importante et permet d’éviter

I'effet de premier passage hépatique. L'utilisation des NPs via cette voie
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d’administration apparait donc intéressant. Néanmoins, plusieurs études ont mis en
évidence diverses toxicités a leur utilisation. Les NTC, étudiés pour leur application a
la vectorisation et la thérapie photodynamique, peuvent induire une cytotoxicité a

139 Cet effet serait du a leur

I'origine de pathologies pulmonaires inflammatoires
accumulation dans les poumons. Les NPs de silice sont également a 'origine d’une
cytotoxicité dose dépendante et taille dépendante associée a une agglomération
provoquant des réactions inflammatoires pulmonaires'®. Ces réactions
inflammatoires post exposition ont également été misent en évidence sur des

\ . .y s 1
modéles animaux de rats traités par des NPs .

V-2 Les reins

Puisque les reins jouent un rodle vital dans [I"élimination des déchets
métaboliques, la quasi totalité des NPS vont étre susceptibles d’étre éliminées par les
reins. Ainsi la probabilité d’observer une accumulation et de possibles effets néfastes
est importante. La réponse rénale a la présence des NPs pourrait étre du a la
migration des NPs des poumons vers la circulation systémique puis les organes
secondaires**?. Comme pour les organes précédents, une inflammation du tissu rénal
est observée. Elle est souvent associée a une augmentation de la protéinurie dans un
modéle de rats exposés aux NPs d’argent’*®. En outre, plusieurs modifications
pathologiques et Iésions tissulaires ont été observées au niveau des reins de souris

. \ . . 141
suite a I'absorption orale de NP de cuivre ~*".

V-3 Le foie

En tant que principal organe de métabolisation de I'organisme, le foie est
particulierement exposé au NPs. De multiples inconvénients ont donc été observés a
I"utilisation des NPs. Kim et al. ont démontré que I'administration per os de NPs
d’argent pourrait entrainer des modifications significatives du taux de cholestérol et

145

de phosphatase alcalines avec des atteintes hépatiques . Hong et al. ont mis en
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évidence une augmentation des enzymes hépatiques dans un modele préclinique de
souris traitées par injection intrapéritonéale de NPs de zinc'*.

Les essais sur les animaux ont démontré qu’une réaction inflammatoire
hépatique serait également une conséquence d’une exposition aux NPs. Les NPs
d’oxyde de titane auraient la capacité d’infiltrer le foie de s’y accumuler et

147

d’entrainer une inflammation **’. Des mécanismes responsables de cette réaction

sont décris par Chen et al. comme la réduction du TNF-alpha et de I'expression d’IL-

148
6.

V-4 Le cerveau

Le cerveau est un organe difficile d’acces. Il possede une protection physique
exercée par la barriere hémato-encéphalique (BHE). Il est donc nécessaire de pouvoir
traverser cet obstacle pour pouvoir traiter certaines pathologies telles que les
tumeurs cérébrales. Les NPs peuvent grace a leur taille servir de transporteurs de
médicaments pour atteindre le cerveau. Il est néanmoins utile de prouver leur
innocuité vis a vis du systéme neveux central. Les NPs métalliques sont les plus aptes
a atteindre le cerveau '*°. Les particules d’oxyde de fer pourraient traverser la BHE et
induire des modifications pathologiques au niveau cellulaire comme des

e 150,151
degenerescences 2015

. De plus, des changements de comportements peuvent étre
attribués a une neurotoxicité des NPs. L’hippocampe est une structure cérébrale
associée a la mémoire et aux comportements d’apprentissage. La toxicité des NPs sur
cette structure a été mise en évidence sur un modele de souris avec |'apparition de

déficiences de la capacité d’apprentissage *°.

Ainsi, les propriétés des NPs citées comme des avantages et qui font des NPs
des formes pharmaceutiques intéressantes, peuvent également induire de nouvelles
formes de toxicités qu’il est nécessaire de déterminer. Dans ce sens, et en
considérant la législation sur le développement des médicaments, I’ANSM a émit des

recommandations relatives a [|’évaluation toxicologique des médicaments sous
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. . 1 s seN 447 , . s .
formes nanopaticulaires >>. De nombreuses études ont déja été réalisées, mais les
données scientifiques et réglementaires sur la toxicité des NPs font actuellement

défauts pour appréhender ces problemes **.
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VI- Les procédés de fabrication pharmaceutiques
des nanoparticules

Comme vu précédemment, les NPs proposent de multiples applications dans
le domaine pharmaceutique. C’est pourquoi des procédés de production industrielle

se sont développés. Ces méthodes peuvent étre divisées en deux catégories :

-La production descendante (top-down), pour laquelle on débute sur la
fabrication de particule de grande taille pour arriver a des particules nanométriques

via des procédés le plus souvent mécaniques comme le broyage.

-la production ascendante (bottom-up): les NPs sont construites par

accumulation de matiere par dispersion moléculaire.

Chague méthode posséde ces avantages et ces inconvénients. Si la production
s’effectue avec la technologie top-down, on obtiendra des particules plus stables
mais I'apport d’énergie devra étre plus important pour atteindre le nanomeétre. A
I'inverse, la technologie bottom-up nécessite moins d’énergie mais la structure de la

15

particule sera moins stable '°. La suite de cette partie décrira les procédés de

production les plus utilisés actuellement.

VI-1 Les procédés « top-down » ou descendants

VI-1-1 Le broyage

Le broyage est une technique de réduction mécanique de la taille de la
particule. C'est la méthode la plus connue et la plus utilisée pour produire des NPs.
Dans l'industrie pharmaceutique, il existe différents types de broyeurs. Le broyeur a
mortier est certainement le plus connu mais son rendu est grossier et ne peut

s’appliquer a une telle production. Pour fabriquer des NPs par ce procédé, le broyeur
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a billes ou a boulets sont les plus adaptés ~°. Les avantages des broyeurs a billes

sont :

- méthode simple et connue ;
- utilisable en milieu industriel ;

oy . . 7 e ley 2 . 157
- utilisation possible de médicaments avec une solubilité moindre dans I'eau *°

Les broyeurs a billes présentent aussi les inconvénients suivants :

- la contamination de surface est un risque majeur,

- mélange de mauvaise qualité résultant des problémes d’adhérences sur les **2.
VI-1-2 L’homogénéisation a haute pression

Ce procédé mécanique utilise des pressions élevées pour forcer le passage
d’un produit dans une ouverture. La matiere est donc soumise a des contraintes

fortes qui conduisent 3 la formation de gouttelettes trés petites °

. Les pressions
importantes utilisées vont provoquer un échauffement et un cisaillement de la
matiere. Ces données devront étre prisent en considération notamment si le

médicament est thermosensible.

On utilise deux techniques pour réaliser cette homogénéisation: la
microfluidisation et la « piston-gap » homogénéisation. La microfluidisation utilise un
jet liquide qui est accéléré a travers une chambre d’homogénéisation. L'inconvénient
principal de cette technique est la longueur du procédé. On retrouve également une
distribution large des tailles de particules *®. La « piston-gap » homogénéisation est
I'alternative a la microfluidisation. La suspension passe en premier dans un cylindre
de grande taille qui se rétrécit a la fin. La suspension est dispersée via |'extrémité
étroite du cylindre sous une haute pression. Les pressions utilisées dans ce cas sont
souvent supérieures a 500 MPa. Comme pour la microfluidisation, plus le produit
passera dans le mécanisme, plus la taille des particules sera petite et la distribution

sera étroite.
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VI-2 Les procédés « bottom-up » ou ascendants

VI-2-1 Méthodes par précipitation

Ce phénomeéne se divise en trois parties : une réaction chimique (quand la
solution contient plus de soluté qu’elle ne peut en dissoudre), une nucléation
(formation d’une entité par auto-assemblage) et une diffusion du soluté pour finir sur
la croissance de la particule. La qualité de ces trois étapes va directement influer sur
la distribution de tailles des NPs. On obtiendra cette uniformité de différentes
maniéres comme par l'utilisation des fluides supercritiques, de la gravité élevée ou

encore des ultrasons.

V-2-2 Méthodes par évaporation

On peut produire des NPs par cette méthode en utilisant un réacteur de flux
d’aérosols. C'est un procédé simple permettant d’obtenir des NPs de taille voulue. Le
principe comprend une nébulisation de la solution pour former des gouttelettes. Le
solvant sera ensuite évaporer pour former les NPs dans le réacteur. La distribution de
taille est étroite pour cette technique. La morphologie des NPs est également un
avantage certain de la méthode puisqu’elles sont sphériques et lisses. L'inconvénient
possible est l'augmentation de la température du réacteur qui entrainera la
formation de particules creuses'®’. On peut également générer ces gouttelettes via
I'utilisation d’un champ électrique. On appelle cette méthode la nébulisation
électrodynamique ou électrospraying. Ici on peut obtenir des particules de trés
petites tailles et de charges électriques controlées'®. A cet avantage s’ajoute
également la simplicité de production en une seule étape et de transposition a
I’échelle industrielle. On peut néanmoins observer une dégradation de la molécule

; . . ; 1
par la chaleur du séchage et les forces de cisaillements du réacteur **.
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VI-2-3 La polymérisation

Il s’agit d’'un procédé de polymérisation, c’est a dire d’assemblage de
monomeres au sein d’une solution contenant un tensio-actif. On obtient une
suspension de NPs qui sera ensuite purifiée. Cette technique permet de former des
NPs plus complexes comme les dendrimeres mais sa transposition a I"échelle

industrielle apparait difficile *°*.

Pour conclure, les méthodes précédemment citées sont nombreuses et
présentent des avantages et des inconvénients qu’il faudra adapter a chaque
production. Il est important de noter qu’une production industrielle des NPs n’est pas
encore bien établit et ce procédé complexe qui demander le développement de

techniques de fabrication nouvelles pour un développement industriel.
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VIl- Les perspectives

Les avancées abouties en chimie de surface et en fonctionnalisation ont
permis d’ouvrir des perspectives pour le ciblage moléculaire. L’adressage de
fonctions chimiques a la surface des nano-objets va permettre de les rendre capables
de reconnaitre des protéines spécifiques de certaines cellules. Ainsi lorsque les
protéines reconnues sont identifiées comme caractéristiques des cellules
cancéreuses, on obtient un vecteur capable de pénétrer sélectivement dans les
cellules cibles. Cette propriété devient particulierement intéressante a I’heure ou le
développement de nouvelles molécules anti-cancéreuses ne progresse que trés
lentement. La recherche se focalise donc actuellement dans I'amélioration de la
formulation des molécules connues pour augmenter I'efficacité d’un traitement ne
présentant pas la spécificité nécessaire vis-a-vis des cellules ou pour diminuer des
effets secondaires systémiques. Le projet Glyconanovecteur, retenu par I’ANR 2007,
a été établit pour former des nanovecteurs de silice fonctionnalisé pour cibler les
cellules cancéreuses tout en intégrants des photosensibilisateurs permettant
d’imager les cellules atteintes par le vecteur afin de les traiter par photodynamie. Le
nano-objet préparé permettra aprés une exposition a une longueur d’onde
spécifique de la molécule, de libérer des espéces oxydantes qui iront détruire les
cellules cancéreuses. Dans ce projet, la structure de la NP integre également un agent
de ciblage pour augmenter la spécificité d’action. La thérapie photodynamique a
permis une diminution importante du nombre de cellules et du volume tumoral dans
un modele in vivo'® . Cette technique est cependant peu utilisée aujourd’hui.
Néanmoins d’autres recherches se portent sur |'utilisation des NPs pour cibles des
populations cellulaires responsables notamment des rechutes comme les cellules
initiatrices de cancer (CIC). Les NPs pourront aussi servir de traceur de médicament
dans l'organisme et combiner des propriétés diagnostics a des propriétés

thérapeutiques.
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VII-1 Cibler les cellules initiatrices de cancer

Le concept de cellules initiatrices de cancer a été émis dans les années 1970,
suggérant la présence dans la population tumorale, de cellules ayant la capacité
d’auto-renouvellement, de prolifération et de différentiation. Leur réle dans divers
aspects du cancer est donc important: progression des tumeurs, récurrence et
résistance aux traitements. Dés lors, la recherche de nouvelles stratégies
thérapeutique anti-CIC s’est développée. Souffrant des difficultés décrites
précédemment, comme une faible solubilité, un temps de circulation court ou une
dégradation rapide, les agents thérapeutiques conventionnels ne permettent pas
d’atteindre cette population cellulaire®®. Nos connaissances actuelles montrent que
les principes actifs ont un accés limité aux CIC en raison du microenvironnement
tumoral'®’. Les vecteurs nanoparticulaires vont permettre via leur capacité de
transport, d’améliorer la délivrance des agents thérapeutiques au plus proche de ces
cibles™. La curcumine est un agent anticancéreux a fort potentiel mais son
application est fortement limitée par une hydrophobie importante et une mauvaise
stabilité. Le développement de NPs de curcumine encapsulées dans des micelles
polymériques pourrait accroitre l'accumulation de I'agent dans les cellules
cancéreuses. Deux études, in vivo et in vitro, ont montré |'efficacité de cette stratégie

. ; . . . 169,17
dans le cancer colorectal via une éradication importante des CIC****7°.

VII-2 Un traceur de médicament

Les NPs vont pouvoir étre congu pour suivre le devenir d’un principe actif
aprés son administration et valider le processus de délivrance. Cette méthode
permet, via des techniques d’imagerie non invasives, d’évaluer la réponse au
traitement a un stade précoce. En tant qu’outil d’imagerie, les polymeres

fluorescents formant des NPs peuvent étre utilisés. Cependant, la fluorescence ne
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peut étre utilisée pour I'imagerie in vivo profonde. L'autofluorescence de I'organisme
et la faible pénétration du signal a travers les tissus limitent son utilisation. L'imagerie
par résonance magnétique et le PET-scan sont-elles deux technologies plus adaptées
a une application clinique. Des agents de contrastes comme le gadolinium ou des NPs
d’oxyde de fer peuvent étre associés a des médicaments pour obtenir un agent
théranostique'’". Ce systéme pourra donc fournir des signaux lors de sa distribution
dans I'organisme, de son internalisation cellulaire et lors de la délivrance de I'agent
thérapeutique. Par exemple, les marqueurs de fluorescence peuvent étre modifié par
des changements de pH dans l'environnement tumoral ou encore aprés une

172,173

protéolyse des endosomes et des lysosomes . Cette technique a été notamment

appliquée a l'internalisation intracellulaire de micelles. Un changement de couleur

, . / / 174,17
est observé lorsque la micelle est dégradée dans un endosome®’**”.

VII-3 Applications théranostiques

Suite a l'ajout des propriétés de ciblage via le greffage de protéines
spécifiques a leur surface, I'intérét actuel se porte sur la combinaison d’une nouvelle
propriété, le diagnostic associé a la thérapie. L'utilisation diagnostique des NPs pour
mettre en évidence et marquer les cellules cancéreuses pourrait permettre de guider

. . / . 17
le chirurgien dans la résection des zones tumorales’®

. Un méme vecteur pourra
également effectuer simultanément de la reconnaissance cellulaire ou moléculaire,

. . . . . 177
de la vectorisation, de I'imagerie et du traitement™"".

Ainsi plusieurs projet se sont développés sur cette thématiques avec la
confection de vecteurs lipidiques d’agent anticancéreux détectable par fluorescence
pour I'étude de leur biodistribution'’®. L’avantage de I'utilisation de ces techniques
est gu’elles permettent d’'imager en temps réel les organes touchées et donc servir
d’aide au diagnostic ou au traitement. Dernierement, l'incorporation de

nanomolécules métalliques, telles que les SPIO, comportant des propriétés
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magnétiques, va permettre l'utilisation de l'imagerie par résonance magnétique
(IRM) pour diagnostiquer, étudié et suivre le vecteur et I'évolution du volume

179
tumorale™"".
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Conclusion

Ce travail de mémoire a été consacré a créer un support bibliographique sur
les nanovecteurs dans le traitement des cancers. Ce domaine d’étude est large aux
vues des différents types de structures développées actuellement, des différentes
techniques a dispositions et de sa multidisciplinarité.

La pathologie cancéreuse est elle aussi une vaste étendue. Il existe de
nombreux types de cancers au sein de I'organisme ainsi que pour un méme tissu. Les
molécules de thérapie anti cancéreuses sont exposées a des limites qui pourraient
étre en partie corrigées par I'utilisation de transporteurs permettant d’assurer une
spécificité plus importante.

Améliorer la biodisponibilité d’un principe actif et diminuer ses effets toxiques
est une des possibilités que propose I'utilisation des nanovecteurs. L'ensemble des
propriétés que nous apportent ces systemes va permettre de créer une thérapie de
plus en plus ciblée. Les nano-objets intégrant le concept de ciblage actif pour
augmenter la spécificité et aussi associant une autre propriété comme la capacité
d’étre détecté par imagerie ou de pouvoir induire une mort cellulaire par un
phénomeéne physique tel que le magnétisme, se développent de plus en plus.

L'essor que connait cette discipline montre réellement l'intérét du monde
médical a développer non pas «le» vecteur idéal mais un vecteur pour une
application.

Cependant beaucoup de verrous restent actifs a ce jour et freinent le
développement des nanovecteurs, de la preuve de concept aux études cliniques.
L'inconnue technologique sur ces nouveaux médicaments (techniques de production,
propriétés physiques, devenir dans l'organisme,...) a provoqué une élévation du
niveau d’exigences en lien avec l'augmentation de la complexité de ces formes

pharmaceutiques.
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Il reste encore plusieurs questions a élucider dans le domaine des
nanomédecines. La caractérisation des mécanismes d’interaction des NPs avec les
tissus, les mécanismes d’endocytose et les mécanismes de destruction et
d’élimination. Ils sont souvent peu développés et apportent quelques interrogations.
Néanmoins il ne semble pas envisageable de maitriser un systeme nanométrique
uniguement sur les éléments qui le constituent mais par le développement d’une

approche globale sur I'’ensemble des phénomeénes qui I'entourent.
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