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Introduction générale

Ce travail de thése s’inscrit dans le cadre d’un projet ANR, programme Blanc, (2010-2013) :
« Nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées par des bisphosphonates: une
nanoplateforme IRM spécifique a la détection des intégrines surexprimées par les cellules
tumorales ». Il réunit en partenariat le laboratoire de Synthése et Structure de Molécules
d’Intérét Pharmacologique (Dr J. Perard, Universit¢ Paris 5, UMRS8638), le laboratoire de
Bio-ingénierie Cardiovasculaire pour la thérapie et I’imagerie médicale (Dr D. Letourneur,
Université¢ Paris 7, INSERM U698) et le laboratoire Chimie Structure et Propriétés des
Biomatériaux et Agents Thérapeutiques (Université Paris 13, UMR 7244 CNRS). Cette thése,
financée par I’ANR, est intitulée « Elaboration et caractérisation d’agents de contraste IRM
pour le ciblage des intégrines a.f3 » et a été réalisée sous la direction conjointe du Pr. L.
Motte et du Pr. M. Lecouvey (laboratoire CSPBAT).

En France, le cancer est la premiere cause de mortalité¢ chez les hommes et la deuxiéme chez
les femmes aprés les maladies cardiovasculaires. Améliorer de maniére précoce et précise le
diagnostic, et diminuer les effets secondaires grace a une thérapie ciblée sont des enjeux
fondamentaux pour faire reculer ces maladies. Ces avancées reposent notamment sur
I’¢laboration de vecteurs capables de déjouer les barrieres biologiques afin d’acheminer de
manicre ciblée un agent d’imagerie et/ou un principe actif. La possibilit¢ d’agir sur
I’angiogenese constitue une stratégie prometteuse. En effet, ce processus, impliquant la
formation de nouveaux vaisseaux a partir du réseau préexistant, est connu pour €tre une étape
critique aussi bien dans le développement tumoral que dans la croissance et la rupture de la
plaque d’athérome, a I’origine de bon nombre de maladies cardiovasculaires. La migration et
I’adhésion des cellules lors de la formation des vaisseaux nécessitent 1’intervention de
molécules d’adhésion, parmi lesquelles les intégrines ayf3 jouent un role important. Elles se
lient sélectivement aux peptides contenant la séquence Arg-Gly-Asp (RGD) ou a des
molécules dérivées (peptidomimétiques). Elles apparaissent ainsi comme une cible pertinente
pour la détection de ces pathologies.

L’objectif premier de ce travail concerne 1’¢laboration et 1’optimisation d’une nanoplateforme
a des fins d’imagerie capable de cibler ces intégrines. Le cceur est constitué par une
nanoparticule d’oxyde de fer qui de part ses propriétés superparamagnétiques est utilisé en
tant qu’agent de contraste IRM. L’habillage spécifique de la surface permet d’ajouter de

nouvelles propriétés. Ainsi, des fluorophores, des peptides de types RGD ou
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Introduction générale

peptidomimétiques et des chaines de polyéthyléne glycol sont couplés sur la nanoplateforme
pour, respectivement, donner acceés a la double imagerie (fluorescence/IRM), cibler les
intégrines, servir d’espaceur (entre la molécule a coupler et la nanoplateforme) et/ou jouer sur
la furtivité.

Le premier chapitre revient sur le processus angiogénique et I’implication des intégrines o33
Il présente I'intérét de I’utilisation des systémes de vectorisation et décrit les différents
nanovecteurs utilisés pour cibler ces molécules lors de recherches biomédicales a des fins
d’imagerie et/ou de thérapie. Nous verrons ainsi que ces systémes ont été principalement
¢tudiés pour le diagnostic et le traitement des cancers, mais qu’ils peuvent également montrer
un intérét pour le ciblage d’autres pathologies telles que 1’athérosclérose. Une autre partie de
ce chapitre sera consacré aux stratégies de couplages, principalement celles employées au
cours de ce travail (chimie des carbodiimides et chimie click). L utilisation des micro-ondes
est également discutée a travers des manipulations réalisées précédemment au sein du
laboratoire.

Le second chapitre est consacré a la conception de nanoparticules d’oxyde de fer sphériques,
obtenues par voie micellaire directe, fonctionnalisées en surface par un agent complexant de
type cathécol, 1’acide caféique (CA). Cette molécule présente des fonctions acides
carboxyliques qui sont utilisées pour le couplage, par chimie des carbodiimides, des diverses
molécules citées précédemment. Différentes techniques sont utilisées pour caractériser et
quantifier I’état de surface de chaque nanoplateforme synthétisée. L’évaluation de la stabilité
dans le sérum, leur potentiel en tant qu’agent de contraste IRM et leur affinité vis-a-vis des
intégrines sont ¢tudiés. Par ailleurs, en fin de chapitre, la reconnaissance des intégrines par
des peptidomimétiques (synthétisés par ’'UMR 8638) est estimée.

Dans le troisiéme chapitre, la chimie des carbodiimides et la « chimie click » sont comparées
lors du couplage des diverses biomolécules. Pour cela, deux nouvelles nanoplateformes sont
¢laborées. Il s’agit de nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées en surface par des agents
complexants de type bisphosphonates différant uniquement par leur fonction réactive
terminale, acide carboxylique ou alcyne.

Dans le but d’optimiser les propriétés d’agents de contraste IRM des nanoparticules d’oxyde
de fer, une étude sur ’effet de taille et de forme est réalisée dans le chapitre 4. Pour cela, des
nanoparticules sphériques de tailles différentes sont obtenues par voie sol-gel et des
nanobatonnets sont synthétisées. Toutes ces particules sont fonctionnalisées en surface par
I’acide caféique. L’influence de la taille, de la méthode de synthése et de la forme des

particules sur les propriétés magnétiques sont discutées.
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Dans un dernier chapitre, les premicres évaluations in vitro et in vivo des nanoplateformes
ainsi que les premiers résultats concernant 1’élaboration d’une nanoplateforme théranostique
sont présentés. Ces études biologiques ont donné lieu a de nouvelles collaborations : avec le
CEA-Neurospin pour le ciblage in vitro de glioblastomes, ’'UMR 8151 pour le ciblage in vivo

de carcinomes du colon et ’'UMR 5536 pour le ciblage in vitro des plaques d’athérome.
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Chapitre 1 : L’intégrine a,f3 . une cible pertinente pour une détection précoce de |’angiogenése

L’amélioration des diagnostics précoces et des thérapies au cours de la derniere
décennie ont réduit les déces dus au cancer du sein, du colon et du poumon ; cependant le
cancer reste la cause de déces la plus fréquente dans les sociétés deéveloppées. Par
conséquent, malgré d’indéniables progres, améliorer [’efficacité et réduire les effets
secondaires des traitements par chimiothérapie des tumeurs solides restent de la plus haute
importance. Les intégrines a.f3, impliquées dans le processus angiogénique, apparaissent
comme une cible pertinente pour la détection précoce des cancers. Elles présentent
également un intérét pour d’autres pathologies telles que [’athérosclérose, a [’origine de
nombreuses maladies cardiovasculaires. Dans ce chapitre, aprées une bréve description de ce
processus, nous nous intéresserons plus particulierement a ces molécules d’adhésion
cellulaire ainsi qu’a leur ciblage par des motifs peptidiques de type Arginine-Glycine-Acide
Aspartique (RGD) ou par des peptidomimétiques. Nous verrons ensuite [’intérét d’un systeme
de vectorisation et présenterons les différents vecteurs utilisés pour le diagnostique et/ou la
thérapie. Le ciblage de ces intégrines a largement et principalement été exploré pour le

diagnostic et le traitement des tumeurs.

I. Langiogenese

L’angiogenése est un processus impliquant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a
partir d’un réseau vasculaire préexistant. Il s’agit d’'un mécanisme indispensable et hautement
controlé dans les conditions physiologiques, qui se produit normalement lors du
développement embryonnaire ou de la cicatrisation. Mais c’est aussi un processus
pathologique, impliqué dans la croissance des tumeurs cancéreuses, décrit pour la premicre
fois en 1971 par Judah Folkman.! Quand une tumeur atteint approximativement 2-3 mm?, ses
besoins en oxygene et en nutriments ainsi que 1’¢limination de ses déchets ne sont plus
assurés par diffusion simple.? Un état d’hypoxie cellulaire commence, induisant la production
de nouveaux vaisseaux sanguins a partir du réseau préexistant. Ce réseau sanguin, destiné
uniquement a alimenter la masse tumorale permet le développement et la multiplication sans

limite des cellules cancéreuses au détriment de 1’organisme, Figure 1.

17



Chapitre 1 : L’intégrine a,f3 . une cible pertinente pour une détection précoce de |’angiogenése

Mutation Petite tumeur
somatique avasculaire
<2-3 mm?3

Production de nouveaux
vaisseaux a partir du
réseau préexistant

Croissance rapide de la
tumeur et des métastases

Figure 1 : L’angiogenése

L’initiation de ce processus résulte de la dérégulation de I’équilibre entre les facteurs pro et
anti-angiogéniques, appelée « Switch angiogénique ». Elle résulte principalement : d’un stress
métabolique (hypoxie, diminution du pH), d’un stress mécanique (pression exercée par la
prolifération des cellules tumorales), d’'un phénoméne inflammatoire ou d’une mutation
génétique.’ Les molécules pro-angiogéniques deviennent prédominantes et les inhibiteurs sont
réprimés dans les cellules tumorales mais également dans le stroma tumoral. Ainsi, une
augmentation des molécules pro-angiogéniques, principalement des facteurs de croissance tels
que le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), le FGF (Fibroblast Growth Factor) ou le
PDGEF (Platelet-Derived Growth factor), ou d’un facteur nécrosant des tumeurs, le TNFa
(Tumor Necrosis Factor o), * est associée a une diminution d’inhibiteurs angiogéniques tels
que la thrombospondine.®

Ce switch angiogénique entraine une activation des cellules endothéliales a proximité de la
tumeur, impliquant la surexpression de récepteurs protéiques de surface et de molécules
impliquées dans 1’adhésion cellulaire telles que les intégrines of3 et ayvPs. Parallelement, les
facteurs de croissance stimulent la sécrétion d’enzymes métalloprotéinases (MMPs) dégradant
les protéines de la membrane basale et de la matrice extracellulaire. Les cellules endothéliales
migrent et conduisent a la formation de ramifications vasculaires, consolidées par le

rattachement des péricytes, Figure 2.
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Figure 2 : Représentation des vaisseaux sanguins sains et tumoraux et des microvasculatures normales et
tumorales®

Outre le processus tumoral, I’angiogenése joue également un role dans d’autres pathologies de
type cardiovasculaire. A D'origine de bon nombre de ces maladies, 1’athérosclérose se
caractérise par une accumulation de graisses dans la paroi artérielle principalement dans les
artéres de gros et moyen calibre. Une artére est composée de trois tuniques : 1’interne ou
I’intima, qui est directement en contact avec le sang ; le média ou tunique musculaire, qui est
composée de fibres musculaires lisses permettant 1’€lasticité du vaisseau ; 1’adventice ou
tunique externe composée de tissu conjonctif, Figure 3. Les plaques d’athérome se forment au
niveau de la couche interne des artéres. Elles débutent par un simple dépot de graisse puis
peuvent évoluer et se charger en calcium, lipides, plaquettes ou autres cellules sanguines,
entrainant une mauvaise circulation sanguine, et pouvant induire la formation d’un caillot
sanguin (thrombose) obstruant de plus en plus le passage de la circulation sanguine. Le caillot
peut se détacher et causer un infarctus du myocarde ou un accident vasculaire cérébral. Les
maladies ischémiques, définies comme la diminution de I’apport sanguin artériel a un organe
(entrainant une baisse de 1’oxygénation des tissus de I’organe en dessous de ses besoins et la
perturbation voire 1’arrét de sa fonction), sont une autre conséquence de la formation de ces
plaques. Les principaux facteurs de la genése de 1’athérosclérose sont les exces de cholestérol

et de triglycérides, I’hypertension artérielle, 1’obésité, le diabéte le tabac ou le stress.
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Figure 3 : Représentation schématique d’une arteére (Sanofi-Aventis)
Différentes études ont suggéré que I’angiogenese joue un role clé dans la croissance de la
plaque et sa rupture. Dans les régions de Iésions athérosclérotiques, les vaisseaux

angiogéniques proliferent a partir du vasa vasorum (qui sont les petits vaisseaux de 'adventice

des artéres) pour fournir les demandes métaboliques nécessaires a la croissance de la plaque.

La migration et I’adhésion des cellules endothéliales sur la matrice extra-cellulaire pour la
formation des néo-vaisseaux nécessitent l’intervention de molécules d’adhésion, parmi
lesquelles les intégrines oyfB3 jouent un rdle important. Surexprimées par les cellules
endothéliales néo-formées, elles sont ainsi une cible pertinente pour le ciblage de

I’angiogenese et donc pour le développement d’agents diagnostiques ou anti-cancéreux.

II. Les intégrines

II. 1. Généralités

Parmi les molécules d’adhésion cellulaire, les intégrines sont une famille importante de
récepteurs cellulaires, impliqués dans les interactions cellules-cellules ou cellules-matrice

extracellulaire.”-

Il s’agit d’hétérodimeres constitués de deux sous-unités glycoprotéiques
transmembranaires o et [, associées de maniere non covalente. Chez les mammiferes, 18
sous-unités o et 8§ sous-unités [ sont répertoriés et peuvent s’associer pour former 24
intégrines différentes’, Figure 4A. Trois domaines peuvent étre différenciés: 1’un
extracellulaire (extrémité N-terminal), I’un transmembranaire et le dernier intracellulaire (en

C-terminal), Figure 4B. La plus grande partie de la sous-unité o contient approximativement
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1100 résidus et est souvent ramifiée au voisinage de la partie transmembranaire par
I’établissement de ponts disulfures. La partie extracellulaire est caractérisée par 3 ou 4
régions, contenant 12 & 15 résidus capables de s’associer a des cations divalents (Ca?*, Mg*").
La sous-unité B, quant a elle, posséde environ 800 résidus (excepté B4 qui en contient 1750).
Elle comporte également quatre domaines de 40 résidus, riches en cystéine, a proximité du
domaine transmembranaire. La partie N-terminale, exposée vers le milieu extracellulaire, est
repliée et forme une large boucle. Les chaines a et B contiennent 20 & 30 résidus dans le

domaine transmembranaire et 20 a 50 résidus dans la région intracellulaire.®
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Figure 4 : A) Les différentes associations entre les sous unités o et . Les intégrines se liant a leur substrat
via le motif RGD sont indiquées par une * B) Représentation schématique d'une intégrine’
Les chaines a et B jouent un role important dans 1’adhésion des ligands de la matrice
extracellulaire (collagéne, fibronectine, vitronectine,...) ou des récepteurs d’adhérence
cellulaire. Ainsi, la plupart des intégrines peuvent s’associer a plusieurs ligands en
reconnaissant des motifs de liaison structuralement divers avec des affinités variables. Elles
jouent également un role dans la migration, la survie cellulaire, la prolifération, et la
différenciation des cellules endothéliales.!® Elles sont impliquées dans la transduction des
signaux entre la matrice extracellulaire et I’intérieur de la cellule. Des signaux mécaniques ou
chimiques permettent la communication de I’intérieur vers D’extérieur de la cellule ou
inversement. Cette signalisation permet la régulation du cycle cellulaire, de 1’apoptose, du pH
intracellulaire, de la migration et de la force d’adhésion. Ces effets sont associés aux
changements de conformation des intégrines dans la partie extracellulaire, qui varient suivant
le type cellulaire, la nature du ligand et sont modulés par les cations divalents, nécessaires a
I’interaction intégrine-ligand. Cependant les mécanismes de 1’activation ou de la régulation

des intégrines sont encore inconnus. 12
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Les intégrines exprimées dans les cellules tumorales contribuent a la progression de la tumeur
et aux métastases en augmentant la migration, I’invasion, la prolifération et la survie de ces
cellules. Parmi les intégrines, avfB3 est probablement celle qui participe le plus a la régulation

de I’angiogenése.?

IL 2. L'intégrine a,f33

L’intégrine a,B3, connue en tant que récepteur de la vitronectine, est constitué d’une sous
unité ay (125 kDa) et d’une sous unité 3 (105 kDa). Elle se lie a beaucoup d’autres molécules
de la matrice extracellulaire présentant le motif RGD notamment la fibronectine, le
fibrinogene, le facteur de Willeband, le collagéne, 1I’ostéopontine. L’intégrine a3 a un role
important dans la résorption des os, I’angiogenese, la néovascularisation pathologique, et le
développement des métastases des tumeurs.’

La description de la structure cristalline de la partie extra-cellulaire de 1’intégrine avfB3 par
diffraction des rayons X! a permis de mettre en évidence un équilibre entre différents états de
conformation : I'un replié, 1’autre déplié, Figure 5. La conformation repliée correspond a un
¢tat de faible affinité puisque le site de liaison n’est pas orient¢ de maniére a favoriser la
liaison des ligands de la matrice extracellulaire. Le déploiement de I’intégrine accompagné de
I’¢loignement des domaines cytoplasmiques augmente de maniere radicale son affinité vis-a-
vis de ses ligands. Il peut étre induit par des événements intracellulaires (mutations dans le
domaine cytoplasmique ou liaison de protéines effectrices par exemple), ou extracellulaires
(liaison d’un ligand ou présence de cations Mn?").!%1> Cette extension expose le site de
reconnaissance du RGD. L’association du ligand a I’intégrine se fait sur les deux sous-unités.
L’arginine (R) interagit avec la chaine av, I’acide aspartique (D) avec la chaine 3 et la glycine

(G) est a I’interface, servant d’espaceur et aidant a la stabilité du complexe.'®
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Extracellulaire

Intracellulaire

Figure 5: Conformations de l'intégrine. A gauche repliée et inactive, a droite, dépliée et active, elle expose
le site de liaison RGD (étoile) 1°

Parmi les différentes intégrines, avPs a €té¢ la premiere a étre associée a l’angiogenese
tumorale.!” Son expression par les cellules endothéliales est stimulée par les facteurs de
croissance angiogéniques tels que le bFGF ou le TNF-a. Elle agit en coopération avec les
récepteurs des facteurs de croissance en formant des complexes avec les récepteurs de
I’insuline, du PDGF et du VEGF pour promouvoir la migration cellulaire. Son réle principal
consiste au recrutement et a 1’activation des MMP-2 a la surface des vaisseaux sanguins, qui
dégradent la membrane basale et génerent de nouveaux sites d’adhésion nécessaires a la
migration. L’intégrine protége également les cellules endothéliales de 1’apoptose.!®* Par
ailleurs, I’intégrine ovP3 est beaucoup plus abondante dans les vaisseaux tumoraux que dans
les vaisseaux des tissus normaux.

L’expression de l’intégrine ayPBs dans les cellules cancéreuses est ainsi corrélée a la
progression de différents types de tumeurs, Tableau 1. Dans le cancer du sein, la
surexpression de I’intégrine ayfP3 est associée a une augmentation des métastases et induit la
croissance de la tumeur et son invasion, en réponse a I’ostéopontine. Dans les glioblastomes,
elle engendre une meilleure mobilité cellulaire et une résistance a I’apoptose. Dans la tumeur
pancréatique, sa surexpression est liée a une augmentation de I’activation des MMP-2 et a une

hausse des métastases dans les ganglions lymphatiques.'?
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Type tumoral Intégrines exprimées | Phénotypes associés

Phase de croissance verticale et métastases dans les
ganglions lymphatiques

Augmentation de la taille et du grade de la tumeur et
Sein agB, et a,Bs diminution de la survie (a4B,). Augmentation des
métastases osseuses (a,B-)

Mélanome aB;etaB,;

Prostate o, B, Augmentation des métastases osseuses

Pancréas o,B; Métastases dans les ganglions lymphatiques

Augmentation des métastases peritonéales (a,B,) dela

Ovaire ,p, et a e
B WBs prolifération tumorale (e, B;)
Col de l'utérus o B, et af; Diminution de la survie des patients
Les deux intégrines sont exprimées a la limite entre la
Glioblastome o B; et o,fs tumeur et le tissu normal et joueraient un réle dans

I'invasion

Tableau 1 : Réle des intégrines dans la progression tumorale's

III. Ciblage de l'intégrine avB3: les peptides de type
RGD et peptidomimétiques

La séquence RGD a été découverte dans le début des années 1970 par Ruoslahti, en tant que
site d’attachement cellulaire de la fibronectine.!® Différentes intégrines ont la capacité de
reconnaitre le motif RGD notamment o33, ouwPs, asPi, avPs, avPs, Figure 4A. Cependant, ce
sont les résidus adjacents et la conformation du peptide qui déterminent la spécificité et
I’affinité des liaisons aux différentes intégrines.?’ La séquence RGD a été reconnue comme la
séquence minimale requise pour la liaison de l’intégrine oavf3 avec ses nombreux ligands
naturels et est actuellement le modele de base pour 1’¢laboration de molécules destinées a son
ciblage. Les peptides lin€aires RGD sont sujets a la dégradation chimique, et adoptent en
solution différentes conformations, souvent liés a une faible sélectivité. C’est pourquoi de
nombreux motifs dérivés du peptide RGD ont été¢ synthétisés. Des peptidomimétiques ont
ainsi €té congus pour imiter le peptide biologiquement actif (RGD) et présentent des
différences structurales (incorporation d’acides aminés non naturels ou autres composés
chimiques) permettant d’améliorer la reconnaissance des intégrines, en limitant la mobilité de
conformation du peptide, et d’augmenter leur stabilité, en les rendant plus résistants vis-a-vis
de la dégradation enzymatique.

Le criblage de séquence pentapeptidique contenant la séquence RGD a amené le groupe de
Kessler a découvrir une premiére génération de peptides trés active basée sur le ¢((RGDfV)?!-?

(cyclique Arginine-Glycine-Acide Aspartique-D-Phénylalanine-Valine), dont I’analogue N-
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alkylé : le c((RGDf-N(Me)-V) ou EMD121974 ou Cilengitide, Figure 6. D’autres structures de
peptides ont été sélectionnées par « Criblage des Phages » telles que le RGD4C, et le RGD10.
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Figure 6 : Peptides cycliques du RGD et exemple de peptidomimétique?®

L’affinité des différents peptides vis-a-vis des intégrines o3, a ét¢ déterminée par des tests
de compétition avec la vitronectine ou le fibrinogene. Le ¢(RGDfV) présente une affinité de
I’ordre du nanomolaire. Ce peptide cyclique est ainsi 100 & 1000 fois plus affin que les
peptides linéaires de référence. Ces résultats sont attribués a la structure rigide et a
I’introduction de 1’acide aminé non naturel (ici la phénylalanine: f), qui permet d’obtenir la
conformation adéquate pour la liaison a I’intégrine ayf3. Il montre ¢galement une affinité 350
fois plus importante pour I’intégrine avB3 que pour I’intégrine ounPs.>! Le remplacement de la
valine par une lysine a montré peu d’influence sur I’activité biologique. Ainsi le c(RGDfK)
est le pentapeptide le plus souvent utilisé pour la délivrance de molécules thérapeutiques. En
effet, la fonction amine libre sur la lysine peut étre utilisée pour des réactions de couplage.?’
Le Cilengitide, quant a lui, montre une affinité¢ de I’ordre du subnanomolaire. Il présente ainsi
une affinité 1000 fois plus importante pour 1’intégrine B3 que pour I’intégrine amnfs.* Le
Cilengitide a atteint la phase III des essais cliniques pour le traitement des glioblastomes, et la

phase II pour d’autres types de cancer (les mélanomes ou le cancer de la prostate).
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Le RGDA4C est un peptide cyclique présentant deux liaisons disulfures et est 200 fois plus
affin que les peptides linéaires.”® 11 a été exploité comme cible pour la délivrance de
médicaments cytostatiques, et pour I’incorporation dans des protéines ou virus recombinants.
L’inconvénient est que ce peptide peut former différentes structures cycliques, qui ont montré
des affinités moindres.?® Le RGD10, quant a lui, a seulement une liaison disulfure, et présente
des propriétés similaires au RGD4C.?” Pour le couplage chimique, le ¢((RGDfK) est préféré au
cRGDA4C pour sa plus grande stabilité et son aisance de couplage.

D’autres structures non peptidiques ont été décrites. La plupart de ces composés comportent
un mime guanidine pour remplacer I’arginine et un acide carboxylique a la place de 1’acide
aspartique. Les deux principaux groupes sont reliés entre eux par une structure rigide et
peuvent présenter une affinité en dessous du nanomolaire vis-a-vis de I’intégrine ovf3. Un
exemple est présenté sur la Figure 6.2 Peu de peptidomimétiques RGD ont été exploités pour
le ciblage d’agents thérapeutiques ou diagnostiques, du fait du manque de groupes appropriés
pour le couplage.

L’affinité ainsi que les propriétés pharmacocinétiques®’ des ligands RGD peuvent étre
améliorés en les couplant a un systéme de vectorisation. Ce systéme peut permettre également
de combiner sur une méme plateforme d’autres fonctionnalités comme le transport ciblé
d’agents thérapeutiques et des outils d’imagerie. Ainsi différents systemes tels que les
peptides, les polymeres, les liposomes ou les nanoparticules, comportant plusieurs motifs

RGD ont été étudiés.

IV. Les différents systéemes de vectorisation et

détection

Un vecteur dit « idéal » doit présenter les propriétés suivantes :

* Biocompatible afin de ne présenter aucune toxicité pour I’organisme
* Biodégradable afin de ne pas s’accumuler dans I’organisme

= Furtif, c'est-a-dire qu’il doit présenter un temps de circulation assez long dans le sang

et ne pas étre éliminé (par les reins ou le foie par exemple) avant d’avoir atteint sa

cible

= Spécifique du tissu ciblé
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Afin de répondre a ces critéres, différents vecteurs tels que les vecteurs peptidiques, les
liposomes, les systémes polymériques, les nanoparticules inorganiques, ont ét¢ développés.
Ces nanovecteurs ont di étre modifiés notamment en surface afin d’améliorer leur
comportement biologique. En effet, les nanovecteurs de premiére génération, permettant de
véhiculer un principe actif, se retrouvent principalement au niveau des tissus du systeéme
réticulo-endothélial, c'est-a-dire principalement dans le foie. Ce phénomeéne est
essentiellement di au fait qu’ils présentent une surface spécifique considérable sur laquelle
viennent s’adsorber de nombreuses protéines plasmatiques, en particulier les opsonines, qui
seront reconnus par les macrophages du foie. Afin d’augmenter le temps de demi-vie
plasmatique et de pouvoir atteindre la zone d’intérét, la surface de ces vecteurs a été modifi¢e
en introduisant des chaines de polymeéres hydrophiles et flexibles, capables de repousser ces
opsonines. Ces nanovecteurs de deuxiéme génération dits « furtifs » ne sont pas reconnus par
le foie et ne vont pas s’y concentrer. Le PEG (polyéthyléne glycol) est le polymere le plus
couramment utilisé car il est biocompatible, soluble en milieu aqueux et faiblement
immunogene. Ces particules PEGylées permettent une accumulation passive au niveau des
zones d’angiogenése par un effet dit EPR (Enhanced Permeability and Retention). Le
mécanisme de rétention passive résultant de la vascularisation exacerbée de la tumeur est
représenté Figure 7. Ceci entraine une diminution du drainage lymphatique et rend les

vaisseaux perméables aux macromolécules.
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Figure 7 : Ciblages passif et actif 3!
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Par ailleurs, pour pouvoir cibler et pénétrer a I’intérieur de la cellule, des nanovecteurs de
troisiéme génération ont été développés. Ils sont équipés de ligands qui vont étre reconnus par
des récepteurs situés sur les cellules d’intérét. C’est le ciblage dit actif, Figure 7. Les deux
ciblages sont complémentaires. Le ciblage actif s’ajoute au ciblage passif et permet
d’augmenter la spécificité des objets. De plus, des systémes multifonctionnels combinant le

ciblage tumoral et des propriétés effectrices (théranostique) ont également été développés.

Afin d’étre utilisables pour I’imagerie, ces différents vecteurs doivent présenter des propriétés
intrinséques particulieres ou étre couplés a des sondes, qui différent en fonction de la

technique de détection employée.

IV. 1. Les techniques d’'imagerie

Différentes techniques d’imagerie sont couramment utilisées aussi bien pour des buts
cliniques ou scientifiques et permettent d’acquérir des informations sur 1’anatomie des

organes (taille, volume, 1ésion) ou sur leur fonctionnement.>>

Elles permettent de visualiser
I’intérieur du corps, de maniere non invasive, et ainsi de détecter les tissus pathologiques sans
avoir recours a la chirurgie. Les principales techniques ainsi que leurs agents de contraste
respectifs sont rappelées bri¢vement.

Le scanner (ou tomodensimétrie) repose sur I'utilisation des rayons X et permet d’obtenir des
images tridimensionnelles des organes ou des tissus (os, muscles ou vaisseaux), grace a la
rotation du tube a rayons X autour du patient. Les capteurs entourant le patient permettent de
mesurer 1’absorption des différents tissus, qui different selon leur densité, et ainsi de visualiser
une modification du volume ou une anomalie de structure. Les tissus peu denses, qui
absorbent peu les rayons X, apparaissent alors en noir. Le contraste peut étre amélioré en
utilisant un produit a base d’iode.

La technique d’imagerie la plus connue employant les ultrasons est 1’échographie. Une sonde
et utilisés pour émettre et réceptionner les ultrasons. Des variations de propagation des ondes
acoustiques a travers les différents tissus (des €chos) sont ainsi mesurées. La fréquence des
ultrasons (1 a 18 MHz généralement) varient selon I’application et la profondeur des tissus a
imager. Plus elle sera ¢élevée, plus I’image sera précise mais plus la pénétration tissulaire sera
limitée. L’image restituée en temps réel permet de distinguer les différentes structures et
d’explorer le cceur, les organes digestifs, urinaires ou génitaux. Ainsi les liquides sans

suspension qui se contentent de laisser traverser les sons apparaitront noirs, et les structures
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solides (par exemple I’0s), qui renvoient mieux les échos, apparaitront blancs sur I’écran. Les
microbulles peuvent étre utilisées comme agents de contraste pour le systéme vasculaire.

La découverte de la radioactivité a conduit au développement de la médecine nucléaire avec
la scintigraphie et tomographie par émission mono-photonique (SPECT - Single-Photon
Emission Computed Tomography) puis la tomographie par émission de positrons (TEP). Ces
techniques consistent a administrer une molécule couplée a un ¢élément radioactif par voie
intraveineuse afin de suivre son évolution dans 1’organisme et ainsi réaliser une imagerie
fonctionnelle. La SPECT utilise des isotopes émetteurs de rayonnements y tels que le *™Tc,
1231, Wn, 77Lu. La détection se fait a I’aide de y-caméras. La technique PET est congue pour
détecter indirectement les isotopes émetteurs de positon B*. Ce dernier va s’annihiler avec un
¢lectron du milieu aprés un temps de parcours de quelques millimétres. Cette annihilation
produit deux photons y de 511 keV, émis de facon synchrone dans des directions opposées.
Une couronne de détecteur entourant le patient permet de détecter ces photons y. Les
émetteurs de positon utilisés sont le !'C, 18F, *Cu, ®Ga.

L’imagerie pas résonance magnétique (IRM) permet de visualiser avec une grande précision
les organes et tissus mous dans différents plan de 1’espace. Cette technique repose
principalement sur la relaxation des protons de I’eau, qui composent les tissus de 1’organisme,
en présence d’un champ magnétique externe. Le principe est détaillé en Annexe 1. Une
antenne est utilisée pour capter les signaux émis qui sont ensuite transformés en images.
Selon les processus de relaxation, longitudinal ou transversal, les agents de contraste sont
classés en deux catégories, respectivement T1 ou T2. Les premiers générent un contraste
positif, tels que les chélates de Gadolinium, les seconds un contraste négatif, tels que les
nanoparticules d’oxyde de fer.

Le dernier groupe d’imagerie regroupe les techniques optiques, encore peu utilisées dans des
applications cliniques. Parmi celles-ci, I’imagerie de fluorescence offre la possibilité d’un
suivi spatio-temporel en temps réel de processus biologiques grace a la détection de la lumiere
émise par un composé¢ fluorescent en réponse a une excitation d’une longueur d’onde donnée.
L’utilisation de la lumiere proche IR permet la pénétration tissulaire de quelques centimétres,
puisque c’est dans cette région que les différents constituants des tissus biologiques
(hémoglobine, eau) absorbent le moins. Les agents de contraste utilisés incluent les Quantum

Dots (QDs) et les molécules fluorescentes.

Chaque technique d’imagerie posséde des avantages et des inconvénients, qui sont regroupés

dans le Tableau 2.
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Méthode Avantages Inconvénients Agents de
contraste
Pénétration tissulaire non | - Exposition aux irradiations - Barium
limitée Faible contraste des tissus | - Iode
- Haute résolution spatiale mous - Krypton
Imagerie du corps entier - Xenon
Scanner | possible
Temps d’acquisition court
(min)
- Modérément coliteux
- Imagerie anatomique
- Irradiation non ionisante - Pénétration tissulaire limitée | - Microbulles
Imagerie en temps réel /| (quelques cm)
temps d’acquisition court (min) | - Imagerie du corps entier n’est
- Haute résolution spatiale pas possible
Ultrasons o .\ o
- Utilisé de maniére externe ou | - Agents de contraste limités au
interne (endoscopie) systeme vasculaire
- Peu coliteux
- Trés sensible
Pénétration tissulaire non | - Exposition aux irradiations e I8F
PET limitée - Coliteux 4cy 8Ga
Imagerie du corps entier | - Faible résolution spatiale (1-2
possible mm) OmT,  123]
SPECT | - Tres sensible Temps d’acquisition longs | 11y, 1777,
(min-h)
Pénétration tissulaire non | - Coliteux - Gadolinium
limitée Temps d’acquisition longs | (Gd®")
Imagerie du corps entier | (min-h) - SPIO,
possible Sensibilité limitée pour la | USPIO
IRM - Irradiation non ionisante détection des agents de |- Oxydede
- Haute résolution spatiale contraste manganeése
- Excellent contraste des tissus Contre-indiqué chez les |- °F
mous patients porteurs de dispositifs
médicaux implantables actifs
- Irradiation non ionisante - Pénétration tissulaire limitée | - Molécules
- Imagerie en temps réel (quelques cm) fluorescentes
/Temps d’acquisition court | - Imagerie du corps entier n’est | - QDs
(sec-min) pas possible - NPs
. - Résolution spatiale absorbant la
Optique . s |
relativement élevée lumiere

- Utilisé de maniére externe ou
interne (endoscopie)

- Peu coliteux

- Trés sensible

Tableau 2 : Avantages et Inconvénients des techniques d’imagerie et leurs agents de contraste’®

Par exemple, I’IRM fournit des images avec résolution spatiale importante mais présente une

faible sensibilité (10 a 10 M). Les imageries nucléaires, quant a elles, sont sensibles (107 a
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10" M) mais moins résolues. L’imagerie proche infrarouge de fluorescence (10, 10712 M) est
la plus sensible mais présente une faible pénétration tissulaire.> A I’heure actuelle, aucune
technique d’imagerie n’est parfaite, il est alors intéressant de les associer, afin d’obtenir les
informations désirées.>* Ainsi, 1’élaboration d’agents de contraste multimodaux est d’un
intérét majeur. Des exemples de systemes de vectorisation, multimodaux ou non, concernant
principalement I’imagerie de I’angiogenese tumorale via la reconnaissance des intégrines owfs,

et pouvant présenter des propriétés thérapeutiques, sont présentés ci-dessous.

IV. 2. Les systemes de vectorisation

IV.2.1. Les CPPs (Cell Penetrating Peptides)

Des peptides ayant la propriété de traverser la membrane cellulaire ont été exploités pour
vectoriser différents types de molécules cargo. Ces peptides, appelés CPP (Cell Penetrating
Peptides) sont constitués de courtes séquences peptidiques d’environ 10 a 30 acides aminés. °
Deux types de structure sont référencés : les peptides polycationiques qui contiennent des
acides aminés chargés positivement tels que la lysine ou 1’arginine et les peptides composés
par une alternance d’acides aminés chargés et d’acides aminés hydrophobes. Ces séquences
dérivent de protéines naturelles et sont d’origine biologique ou synthétique. Le couplage de la
molécule d’intérét sur ce vecteur peut se faire par couplage covalent ou par interactions non
covalentes.

Les CPP constituent une stratégie intéressante puisqu’ils permettent une délivrance rapide des
molécules a D’intérieur des cellules avec une grande efficacité, ils sont stables dans les
tampons physiologiques et ne sont pas toxiques.’” Cependant, leur dégradation métabolique,
leur internalisation limitée a certains types cellulaires (dépendant notamment de la
composition de la membrane) restent des freins a leur utilisation. De plus, la compréhension
du mécanisme de capture cellulaire est toujours a 1’étude et est sujet aux controverses.®

Un CPP capable de cibler les intégrines avf3 in vitro et in vivo a été développé. 1l s’agit d’un
cyclodécapeptide c(KKKPGKAKPG), appelé RAFT (Regioselectively Adressable
Functionalized Template).*® Ce peptide cyclique est composé de deux domaines. Sur la partie
supérieure sont couplés plusieurs peptides c(RGDfK) et la partie inférieure sert au couplage

de biomolécules (agents de contraste ou agents cytotoxiques), Figure 8.
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L Labelling or
cytotoxic Agent

Figure 8: Structure chimique du RAFT, comportant 4 ¢(RGDfK) sur sa partie supérieure et conjugué a
un agent de contraste ou cytotoxique sur sa partie inférieure

Un fluorophore (Cy5) a ainsi été couplé sur la surface inférieure afin d’imager la zone
tumorale. Ce composé Cy5-RAFT-cRGD4 a montré une affinité dix fois plus importante pour
les récepteurs de ovB3 comparé au monomere cRGD, inhibant 1’adhésion cellulaire a la
vitronectine. De plus, il est rapidement internalisé dans les cellules par endocytose.*® Par
ailleurs, les expériences in vivo chez les souris nude révélent que les injections intratumorales
répétées réduisent la croissance de la tumeur.*°

L’imagerie par scintigraphie a également été utilisée pour visualiser in vivo les tumeurs
surexprimant ovf33. Le RAFT-cRGD a été couplé a différents radiotraceurs : le technécium 99
(*™Tc) et I'indium 111 ("'In). Les deux composés **"Tc-RAFT-cRGD et !''In-DOTA-
RAFT-cRGD ont permis de visualiser les tumeurs par SPECT. Les expériences ont permis
d’observer une accumulation tumorale du *™Tc-RAFT-cRGD beaucoup plus importante
comparé au ?"Tc-cRGD.*' Le composé ''"In-DOTA-RAFT-cRGD a montré une capture
tumorale plus faible en comparaison avec le *"Tc-RAFT-cRGD, mais il a permis une rapide

élimination sanguine.*?

IV.2.2. Lesliposomes

Les liposomes sont des vésicules formées par des bicouches lipidiques concentriques,
emprisonnant entre elles des compartiments aqueux. Ils sont préparés a partir d’'une grande
variété de lipides amphiphiles naturels ou synthétiques, dont les plus couramment utilisés sont
les phospholipides. Ils ont une taille comprise entre 0,025 a 2,5 um et permettent

I’encapsulation de principes actifs hydrophiles dans leur compartiment aqueux ou
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hydrophobes dans leur membrane, Figure 9. Les liposomes sont biocompatibles et sont une
opportunité pour la délivrance de ces principes actifs a 1’intérieur des cellules. Doté d’agent
de contraste et de ligands de ciblage, ce sont des candidats intéressants pour 1’imagerie de
I’angiogenese tumorale. Leur taille, leur charge et leurs propriétés de surfaces sont facilement
changées par ajout de composants dans le mélange lipidique avant leur préparation ou par
variation des méthodes de préparation. Ainsi, une génération de liposomes multimodaux
possédant des temps de circulation relativement longs (LCL), des propriétés de ciblage
(immunoliposomes) mais comportant également des agents de contraste a été développée.
L’agent de contraste peut étre incorporé soit dans la partie aqueuse du liposome soit dans sa

bicouche lipidique ou adsorbé a sa surface.*’

pec /]

-7

Ligand T
Principe actif
hydrophobe \
Principe actif
Hydrophile .

Agent de
contraste

Figure 9 : Représentation d'un liposome multimodal*

Les liposomes sont une alternative intéressante pour le ciblage, la délivrance de principe actif
et I’imagerie. Cependant, ils ont rarement dépass€ le stade pré-clinique. En effet, ils sont
sujets a des problemes de stabilité chimique (due notamment a 1’hydrolyse des liaisons esters)
et de stabilité physique (causée par 1’agrégation ou la fusion des vésicules). De plus, la
stérilisation de ses composés reste un enjeu majeur. Les phospholipides sont des especes
thermolabiles et sont donc sensibles aux procédures de stérilisation qui nécessitent de chauffer
ou d’irradier. Il est possible de les filtrer sur des membranes stériles (0,22 pm) mais ceci
exclut les liposomes d’une taille supérieure a celle des pores des membranes. Par ailleurs,
I’efficacité d’encapsulation des liposomes doit étre élevée et permettre une délivrance
suffisante du principe actif, puisque les lipides peuvent étre toxiques a haute dose.**

Un agent de contraste bimodal, pour I’IRM et ’imagerie de fluorescence, a été développé par
1’équipe de Mulder.*>*¢ Des liposomes pegylés, de 150 nm de diamétre, constitués d’une dose

importante de lipides contenant du Gadolinium, pour I’IRM, de Rhodamine, pour I’imagerie
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optique et d’environ 700 peptides cycliques RGD par particule ont été synthétisés. Les études
in vitro ont démontré que les liposomes-RGD s’associent de maniére importante aux
HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cells), surexprimant les intégrines ovf33, et sont
internalisés, contrairement aux liposomes-RAD, non spécifiques de ces intégrines. En effet,
les cellules incubées avec les liposomes-RGD ont montré une fluorescence importante, et ont
révélé un contraste IRM conséquent en comparaison avec les cellules incubées avec les
liposomes-RAD. L’étude IRM in vivo, réalisée sur des souris nude présentant des tumeurs
carcinomes du colon, a révélé que les liposomes-RGD s’accumulaient principalement au bord
de la tumeur alors que les liposomes non spécifiques étaient dispersés dans toute la tumeur.
Ceci est en accord avec la position préférentielle des vaisseaux sanguins angiogéniques aux
abords de la tumeur. Pour compléter et valider 1’étude IRM, une étude de fluorescence ex vivo
a ¢été réalisée. Elle a mis en évidence l’association des liposomes-RGD au niveau des
vaisseaux sanguins tumoraux, suggérant ainsi une interaction spécifique avec les intégrines

avP3 surexprimées par ces cellules endothéliales, Figure 10.

IRM in vivo Fluorescence ex vivo
Niveau anatomique Niveau cellulaire
RGD-Liposomes RS S
- . spécifiques a a3
. Principalement Association exclusive avec
A localisés au bord I’endothelium tumoral

. ~ de la tumeur
Liposomes — il’> [

RAD-Liposomes
non spécifiques a a,B3

V

Dispersés dans Dispersion dans le
toute la tumeur compatiment extravasculaire

Figure 10 : Etude IRM in vivo et fluorescence ex vivo sur les souris présentant une tumeur*

De plus, ces liposomes-RGD ont été utilisés pour évaluer de maniére non invasive 1’efficacité
d’inhibiteurs d’angiogenése au cours d’une thérapie. Des souris présentant des tumeurs de
mélanome ont ¢été traités avec de l’endostatine ou de l’anginex pendant plusieurs jours.
L’étude IRM in vivo a permis une évaluation rapide de I’efficacité de ces inhibiteurs
d’angiogenese, qui a montré un effet apres 3 jours de traitement, en accord avec les analyses

ex vivo par fluorescence.*’
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IV. 2. 3. Les systemes polymériques

La plupart des polyméres utilisés pour le diagnostic ou la thérapie sont biocompatibles et/ou
biodégradables et ont fait 1’objet d’approbations par la FDA (Food and Drug administration).
In vivo, ils doivent pouvoir étre rapidement éliminés afin d’éviter les administrations répétées
et leur accumulation. De plus, le polymére ainsi que ses produits de dégradation doivent étre
non toxiques et non immunogéniques. Ces systémes polymériques sont ainsi préparés a partir
de polymeres naturels, synthétiques, ou de copolymeéres dont les plus souvent utilisés sont

présentés dans le Tableau 3.

Matériel Nom Abréviation
Poly(éthyeéneglycol) PEG
Poly(acide lactique) PLA
Poly(acide glycolique) PGA
Poly(lactide-co-glycolide) PLGA
Polyméres naturels Poly(e-coprolactone) PCL
ou synthétiques Poly(éthyléneimine) PEI
Poly(L-lysine) PLL
N-(2-hydroxypropyl)méthacrylamide HMPA
Dextran
Chitosane
Poly(acide lactique)-Poly(éthyleneglycol) PLA-PEG
Copolymeres Poly(lactide-co-glycolide)-Poly(éthyléneglycol) PLGA-PEG
Poly(e-coprolactone)-Poly(éthyléneglycol) PCL-PEG

Tableau 3 : Polymeéres les plus utilisés en théranostique*®

Le principe actif peut étre dispersé a I’intérieur du polymeére, et sera alors libéré par diffusion,
ou conjugué au polymeére et sera relargué, dans ce cas, lors de la dégradation du polymeére
(induite par exemple par un changement de pH ou de température).*’

Différentes techniques de préparation de ces nanoparticules polymériques ont été rapportées.
L’utilisation de réactifs et solvants moins toxiques, la simplification de leur procédé de
fabrication, 1’efficacit¢ de capture sont des enjeux majeurs lors de leur processus de
fabrication.*”

Différents systemes polymériques peuvent étre distingués : les polymeres linéaires comme les
polymeéres « drug conjugates » ou « peptide conjugates », non linéaires tels que les

dendriméres ou les micelles utilisées notamment pour le transport de substances faiblement

solubles. ¥ (Figure 11)
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Polymeére linéaire Dendrimére Micelle

Figure 11 : Les différents systémes polymériques*

Les polymeéres «drug conjugates » ou «peptide conjugates » sont des constructions
nanométriques qui associent de maniere covalente un agent bioactif et un polymeére. Ils
assurent non seulement une circulation dans le sang prolongée permettant le ciblage des
tumeurs par effet EPR mais aussi une libération efficace du principe actif dans le
compartiment intracellulaire. Ils permettent de réduire la toxicité du principe actif tout en
conservant leur efficacité thérapeutique. Ainsi, 1’utilisation de ces polymeres lors de thérapie
ciblée a été étudice.

Un copolymére du N-2-(hydroxypropyl)méthacrylamide (HPMA), biocompatible et soluble
dans I’eau, a été couplé a une séquence RGD (environ 16 RGD4C par polymere) afin de
cibler les vaisseaux angiogéniques, Figure 12. Des chaines ont été incorporées pour
complexer le technétium (**™Tc) et I’yttrium 90 (°°Y). Une étude, réalisée sur des souris
atteintes de carcinomes de la prostate, a montré, par scintigraphie, une accumulation au
niveau des tumeurs. Une diminution du volume de la tumeur a été constatée apres le
traitement radiothérapeutique et une augmentation de ’apoptose des cellules tumorales sans
aucune toxicité radioactive au niveau des autres organes a été révélée grace a une étude

histopathologique.”!
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Figure 12 : Structure du copolymére HPMA; la chaine B est utilisé pour le couplage d’isotopes de l'iode
pour la radiothérapie; la chaine C pour le couplage du RGD4C; la chaine D pour complexer le
technétium; et la chaine E pour complexer 1'yttrium

Un dendrimére est constitué de monomeres qui s’associent selon un processus arborescent
autour d’un cceur central. Ce polymeére, d’environ 10 nm, généralement de forme sphérique,
hautement ramifi¢ et plurifonctionnalis¢ grace aux nombreuses fonctions terminales présentes
en périphérie, a été introduit pour la premicre fois dans les années 1970 par le groupe de
Tamalia. Un dendrimere est ainsi composé d’un noyau autour duquel sont associés des
fragments identiques appelés dendrons. L’addition de couches successives (génération)
augmente progressivement la taille moléculaire et le nombre de fonctions a sa surface, qui
servent au couplage de molécules bioactives et qui ont un impact sur la solubilité. Ainsi, un
dendrimére aux fonctions terminales hydrophiles pourra étre soluble dans 1’eau méme si son
cceur est hydrophobe. Les diverses ramifications engendrent entre elles des cavités internes,
pouvant servir a I’encapsulation de molécules.

La composition chimique des dendrimeres est variée, et détermine leur solubilité, leur
dégradabilité et leur activité biologique. Parmi les dendriméres rencontrés dans les

applications biologiques, les PANAM (polyamidoamine) (Figure 13) ont été largement

étudiés.”
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Figure 13 : PANAM (génération 2)

Afin d’imager I’angiogenése, un dendrimeére PANAM a ainsi été couplé a un peptide cyclique
cRGDfK et a des agents de contrastes fluorescents (Alexa Fluor 594) et IRM (chélates de
gadolinium). La microscopie de fluorescence a mis en évidence l’internalisation et la
sélectivit¢ du PANAM-RGD-Alexafluor594 pour les cellules M21, surexprimant 1’intégrine
avP3, contrairement au controle négatif PANAM-RAD-Alexafluor594. Cependant, 1’addition
des chélates de gadolinium a ce composé n’a pas montré¢ le méme niveau de sélectivité, sans
doute dfi & une augmentation du caractére hydrophobe et a son agrégation.™

Les micelles sont des particules colloidales de taille comprise entre 5 et 100 nm. Elles sont
constituées d’agents amphiphiles. A faible concentration dans un milieu aqueux, ces agents
existent sous forme de monomeéres, mais lorsque la concentration augmente et atteint la CMC
(concentration micellaire critique), ils s’assemblent, formant ainsi les micelles. Les micelles
polymériques ont une CMC faible (10 a 107 M), ce qui les rend relativement insensibles a
la dilution, et permet d’améliorer leur temps de circulation.

Le coeur hydrophobe est ainsi recouvert par une coque hydrophile, ce qui permet d’encapsuler
et donc de protéger des molécules hydrophobes. Les polymeéres constitutifs des micelles sont
choisis de sorte que la partie hydrophile engendre une stabilité stérique et évite I’élimination
rapide par le systéme réticulo-endothélial, et que la partie hydrophobe posséde une capacité
d’incorporation €levée et une bonne compatibilité vis-a-vis de la molécule hydrophobe. Le
PEG est le polymére hydrophile le plus utilis€ pour sa biocompatibilité, sa solubilité dans
I’eau et sa faible toxicité. Les polyesters, polyéthers et les acides polyamines tels que les PLA,
PCL, PLL sont les plus couramment exploités pour la formation du noyau hydrophobe. Par

ailleurs, il a ét¢ démontré que la modification de leur groupe terminal peut engendrer une
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stabilisation des micelles et augmenter la compatibilité et 1’incorporation de la molécule
hydrophobe.>*

Des micelles polymériques multifonctionnelles, d’environ 50 nm de diamétre, capables de
cibler les intégrines avf33, de délivrer un agent cancéreux et doter d’agent de contraste IRM ont
¢té développées par Nasongkla et son équipe, Figure 14. La doxorubicine et des
nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques (SPIO) (8 nm de diameétre) ont été
incorporées dans le cceur hydrophobe des micelles composées de PLA et de PEG. Les chaines
PEGylées ont été modifiées par des fonctions maléimides pour permettre le couplage avec le
ligand RGD, via une liaison covalente thiol-maléimide. Des expériences in vitro ont été
réalisées sur des cellules endothéliales SLK (dérivées des sarcomes de Kaposi humains)
surexprimant oyf3. Le couplage du peptide RGD sur les micelles a permis une amélioration de
leur internalisation, constatée par imagerie IRM, cytométrie de flux, et microscopie confocale.
L’incorporation de doxorubicine a engendré une augmentation de la cytotoxicité. En
comparaison avec une étude précédente, 1’utilisation de PLA a la place de PCL a permis de
faciliter la diffusion de la doxorubicine a travers la matrice polymérique et de libérer plus

rapidement le principe actif.>

A RGD
@ Doxorubicine

@ SPIO nanoparticule

Copolymeére :

Partie hydrophile (PEG)
Partie hydrophobe (PLA)
Figure 14 : Micelle polymérique multifonctionnelle™

IV. 2. 4. Les nanoparticules inorganiques

Les nanoparticules inorganiques incluent notamment les nanoparticules semi-conductrices ou
Quantum Dots (QD), les nanoparticules d’or, les nanotubes de carbone et les nanoparticules
d’oxyde de fer. Leurs propriétés optiques ou magnétiques, qui peuvent étre ajustées en
fonction de leur composition, leur structure, leur taille ou leur forme, ont permis leur
utilisation en tant qu’agent de contraste pour le diagnostic. Une modification de leur surface
est souvent nécessaire pour améliorer leur biocompatibilité, ou permettre le couplage de
molécules d’intérét.>
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IV. 2. 4. 1. Les Quantum dots

Les Quantum Dots (QDs) sont des nanocristaux semi-conducteurs fluorescents de forme
généralement sphérique dont les dimensions sont de I’ordre de 2 a 10 nm. Leurs propriétés
optiques peuvent étre modifiées en changeant notamment leur taille, ou leur composition, ils
peuvent ainsi émettre de 400 a 2000 nm. >’

Ils présentent des avantages par rapport aux fluorophores organiques conventionnels (par
exemple la fluorescéine, ou la rhodamine) : spectre d’émission étroit, rendement quantique
¢levé, faible photoblanchiment, résistance a la dégradation chimique. Les QDs sont
généralement composés d’un cceur de Sélénure de Cadmium (CdSe) ou de Tellure de
Cadmium (CdTe), protégé par une coquille de Sulfure de Zinc (ZnS). La stratégie la plus
courante afin de rendre les QDs hydrosolubles et stables en milieu biologique, est de les
encapsuler dans une seconde coque de polymeres amphiphiles. Ils peuvent ensuite étre
fonctionnalisés par des molécules d’intérét par attraction €lectrostatique, liaison covalente ou

adsorption, Figure 15.
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Figure 15 : Représentation schématique d'un QD a gauche ; Spectres de fluorescence de QDs (CdSe) de
différentes tailles™
Du fait de leur photostabilité, leur application dans 1’imagerie est prometteuse. Ils peuvent
¢galement étre utilisés en thérapie photodynamique (PDT) (qui permet de générer localement
un agent cytotoxique, I’oxygeéne singulet, suite a I’activation d’un photosensibiliseur) en tant
que photosensibiliseur ou servir a 1’activation d’un autre photosensibiliseur. Cependant, leur
principal probléme reste leur toxicité. En effet, leurs composants (Cd, Se par exemple) sont
hautement toxiques. Une surface de recouvrement instable pourrait exposer le noyau aux
rayons UV et a ’air, entrainant alors un relargage d’ions cadmium, sélénium ou tellure. La

couche ZnS protége le noyau de 1’oxydation par 1’air mais n’a pas d’effet sur les rayons UV.
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Par ailleurs, une préoccupation demeure sur leur stockage et leur ¢limination sans libération
d’ions toxiques et le risque de propagation dans 1’écosystéme.>’

Des QDs couplés a un peptide RGD ont été¢ développés afin de cibler et d’imager les tumeurs
in vivo.%® Ils sont composés d’un noyau CdTe, recouverts d’une coque de ZnS puis ont été
encapsulés dans une coque de PEG (2000 MW) portant une fonction amine terminale. Cette
fonction terminale a ét¢ modifiée afin d’obtenir en surface des fonctions maléimide servant au
couplage du dérivé soufré du peptide c(RGDyK). Ainsi, des QDs d’environ 15-20 nm ont été
obtenus, comportant chacun 30 a 50 peptides RGD. Les images de flurorescence ont mis en
évidence I’affinité des QD-RGD vis-a-vis des intégrines o3, in vitro sur les cellules MDA-
MB-435 (cancer du sein) et U87MG (glioblastomes), surexprimant ces intégrines, et ex-vivo
sur des tissus tumoraux US7MG. De plus, des injections de QDs (sans peptide) et de QD-
RGD sur des souris nude porteuses de tumeurs US7MG (dans I’épaule gauche) ont été
réalisées. Un signal de fluorescence non significatif a été observé dans la tumeur apres
I’administration des QDs, alors qu’une fluorescence importante et maximum a été détectée

dans la tumeur 6h aprés I’administration des QD-RGD. Ces expériences ont démontré avec

succes 1’utilisation des QD-RGD en tant qu’agent de ciblage et d’imagerie tumorale.

IV. 2. 4. 2. Les nanoparticules d’or

Les nanoparticules métalliques, en particulier les nanoparticules d’or, sont des candidats
intéressants pour le diagnostic et la thérapie car elles possedent d’excellentes propriétés
physiques et chimiques. En effet, leur taille peut étre facilement contrdlée (de 0,8 a 200 nm),
leur forme variée et leur surface modifiée afin de fournir diverses fonctionnalités (utilisables
pour le couplage de molécules biologiques) et une bonne biocompatibilité. Leur trajectoire
dans les cellules est facilement repérable car elles peuvent absorber et/ou diffuser dans une
large gamme spectrale (visible - proche infrarouge).®! En effet, la propriété intrinséque la plus
remarquable des nanoparticules d’or est liée au phénomene de résonance plasmon de surface.
Cette oscillation collective des électrons libres a pour effet de provoquer I’apparition d’une
bande d’absorption (bande de plasmon) qui dépend notamment de la forme des nanoparticles.
Pour les nanosphéres d’or, la résonance se produit entre 515 et 575 nm pour des tailles
comprises entre 9 et 99 nm,% tandis que pour les nanobatonnets d’or, les électrons oscillent
selon I’axe latéral et longitudinal, provoquant une forte bande de plasmon dans la région
proche infrarouge (permettant une pénétration maximale de la lumicre a travers les tissus) et
une plus faible dans la région du visible (similaire a celle des nanosphéres)®®, Figure 16.
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Figure 16 : Images TEM (Microscopie Electronique a2 Transmision) de nanosphéres d'or (AuNS) a gauche,
de nanobAtonnets d'or (AuNR) a droite, et leurs spectres d'absorption au centre®

Les nanoparticules d’or peuvent jouer un rdle lors du transport et de la délivrance de principes
actifs, néanmoins leur application centrale est basée sur la thérapie photothermique. En effet,
elles peuvent absorber de la lumiére puis la convertir en chaleur entrainant ainsi une
destruction des cellules cancéreuses. Par ailleurs, les nanoparticules d’or de trés petits
diamétres (moins de 2 nm), capables de pénétrer dans les cellules et les compartiments
cellulaires (tels que le noyau) sont extrémement toxiques. Dotées d’agents de ciblage, elles
sont ainsi une alternative intéressante pour la thérapie anti angiogénique.®

Des nanobatonnets d’or PEGylés % ont été synthétisés. Leur surface présente des fonctions
acides carboxyliques, qui sont utilisées pour coupler un peptide cyclique : le cRGD pour
cibler les intégrines ou le cRAD pour le controle négatif. Les études in vitro, sur les cellules
U87MG, ont montré la biocompatibilité¢ de la nanoplateforme cRGD et son affinité vis-a-vis
des intégrines ovf3 et les images TEM ont révélé son internalisation dans le cytoplasme des
cellules. Des expériences in vivo ont €té réalisées sur des souris porteuses de glioblastomes.
L’imagerie proche infrarouge (NIR) a montré une augmentation significative du signal
d’absorption dans la région tumorale, suite a I’injection de la nanoplateforme cRGD,

démontrant ainsi son utilité pour I’imagerie tumorale.

IV. 2. 4. 3. Les nanotubes de carbone

Les nanotubes de carbone ont du potentiel en biomédecine, en tant qu’agent de contraste ou
vecteur de principes actifs. Ces molécules cylindriques faites d’atomes de carbone sont
regroupés en plusieurs catégories: les nanotubes de carbone monofeuillets (SWNT)
constitués d’un feuillet de graphéne et les nanotubes de carbone multifeuillets, constitués de

plusieurs feuillets de grapheéne enroulés les uns autour des autres, Figure 17.
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SWNT MWNT

Figure 17 : Les nanotubes de carbone mono et multifeuillets (SWNT et MWNT)®’

Les nanotubes de carbone suscitent un grand intérét dans bien des domaines pour leurs
propriétés exceptionnelles. Ils sont d’une excellente rigidité tout en étant extrémement légers,
et peuvent étre métalliques ou semi-conducteurs selon leur géométrie. Cependant leur faible
solubilité et leur toxicité restent un frein quant a leur application biologique.®” La toxicité et
I’immunogénicité sont liés a différents facteurs tels que le nombre de feuillets, la longueur, la
surface, I’agrégation, la fonctionnalisation, ou la méthode de fabrication.

Pour surmonter ces problémes, les nanotubes de carbone ont été modifiés en surface. Des
polymeres biocompatibles ont notamment ét¢ utilisés pour leur fonctionnalisation de maniere
covalente ou non covalente, entrainant une diminution radicale de leur toxicité, tout en
améliorant leur dispersion.®®% Néanmoins, le couplage peut altérer les propriétés physico-
chimiques des nanotubes (solubilité, forme, propriétés optiques). Les méthodes covalentes
peuvent dégrader partiellement le tube, entrainant la perte de certaines propriétés, mais elles
fournissent une meilleure solubilité et stabilisation que les méthodes non covalentes.
Cependant, ces dernicres ont 1’avantage d’assurer une conservation de leurs propriétés
optiques et ¢€lectriques. Cette fonctionnalisation permet par la suite le couplage de diverses
molécules bioactives. Ainsi, des nanotubes de carbone capables de traverser les membranes
cellulaires, de cibler les tumeurs et de délivrer un principe actif ont été développés. Grace a
leurs propriétés intrinséques, les SWNT ont été utilisés pour I’imagerie biomédicale
photoacoustique, qui repose sur la génération d’onde acoustique suite a I’absorption d’une
énergie lumineuse. L’absorption importante des SWNT pendant une irradiation laser proche
infrarouge les rend ainsi utiles pour la thérapie photothermique. La longueur des nanotubes
influence leur capacité a transférer la chaleur et a tuer les cellules tumorales.”

Des nanotubes de carbone monofeuillets (SWNT), de 1 & 2 nm de diamétre, et de 50 a 300 nm
de diameétre ont été fonctionnalisés par un polymere, via la fonction phospholipide d’'un PEG
5000, puis des peptides cycliques RGD ont été couplés. Le couplage du peptide n’ayant pas

affecté¢ le signal photoacoustique des SWNT, ils ont ainsi été utilisés en tant qu’agent de
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contraste pour I’imagerie photoacoustique des tumeurs. Des injections de SWNT et SWNT-
RGD ont été réalisées sur des souris porteuses de glioblastomes (U87MG). L’imagerie a
montré un signal 8 fois plus important dans la tumeur pour les SWNT-RGD, 4 h aprés
I’injection, révélant ainsi I’utilité des SWNT pour ’imagerie non invasive du cancer.”!

D’autres nanotubes de carbone monofeuillets (SWNT), de 1,3 nm de diameétre et 200 nm de
longueur en moyenne, également fonctionnalisés avec un PEG-phospholipide (PL), ont été
synthétisés pour cibler les intégrines avf3 et vectoriser un agent thérapeutique. Leur surface,
ayant une grande affinité pour les molécules aromatiques (m-stacking), a été utilisée pour le
couplage non covalent d’un agent anticancéreux, la doxorubicine (DOX). Un peptide cyclique
RGD (cRGDyK) a ensuite été couplé sur les extrémités des chaines PEG. Des études in vitro
sur les cellules U87MG et MCF-7 ont été réalisées. Les nanotubes PL-SWNT-DOX ont
montré un effet toxique plus faible que ’agent cancéreux sur les deux types cellulaires alors
que les nanotubes PL-SWNT-RGD-DOX ont montré une toxicité plus importante sur les
U87MG, comparable a celle de 1’anticancéreux, suggérant ainsi leur spécificité vis-a-vis des

intégrines.’?

IV. 2. 4. 4. Les nanoparticules d’oxyde de fer

Les nanoparticules d’oxyde de fer (de magnétite, FesO4 ou de maghémite, y-FeoO3) ont
prouvé leur efficacité en tant qu’agent de contraste IRM pour le diagnostic des tumeurs
solides et peuvent étre utilisés en tant que vecteur pour le guidage magnétique ou comme
nanosource de chaleur pour I’hyperthermie.”>’*”> En deca d’une taille de I’ordre de 20 nm,
ces particules présentent un état magnétique particulier : le superparamagnétisme. (voir

Annexe 1)

Deux catégories de particules sont différenciées’® :

= Les nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques (SPIO, Superparamagnetic
Iron Oxides) qui ont une taille hydrodynamique supérieure a 50 nm. Des SPIO, capables
d’imager les tumeurs du foie et les métastases, sont disponibles sur le marché et

commercialisés sous le nom de Endorem® ou Revovist®.

= Les petites nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques (USPIO, Ultrasmall
Superparamagnetic Iron Oxides) qui ont une taille inférieure a 50 nm, et de ce fait un temps

de circulation plus long.
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Les nanoparticules d’oxyde de fer présentent des avantages considérables en tant qu’agent de
contraste : un signal magnétique important, une augmentation du contraste pendant une
longue durée, une amélioration des délimitations des tumeurs et une faible cytotoxicité. En
effet, des études ont montré que le fer libéré lors de leur dégradation est métabolisé par le
corps, réduisant ainsi leur cytotoxicité a long terme.”’

Ces nanoparticules sont synthétisées a partir de différentes méthodes (co-précipitation,
décomposition thermique, systéme micellaire...). (voir Annexe 1) En termes de synthése
chimique, I’obtention de nanoparticules magnétiques avec une population étroite et
monodisperse a grande échelle est un challenge. Afin d’empécher 1’agrégation et de les doter
de propriétés pharmacologiques, une surface hydrophile est nécessaire. Elles sont donc
fonctionnalisées en surface par des petites molécules ou des polymeéres (dextran, amidon,
PLGA, PEG). Selon la molécule choisie et son interaction vis-a-vis de la surface, le systéme
présente des propriétés physicochimiques différentes : taille finale, densité du recouvrement,
potentiel de surface. Par ailleurs, ces molécules peuvent étre bi-fonctionnelles, c'est-a-dire
qu’une fonction est utilisée pour interagir avec le cceur inorganique et une autre fonction a la
surface externe de la nanoplateforme est utilisée pour le couplage de molécules d’intéréts.

Des nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques (de 10 nm de diameétre)
multifonctionnelles ont été synthétisées par décomposition thermique. La nitrodopamine a été
utilisée pour rendre soluble dans 1’eau ces nanoparticules hydrophobes et a servi aux
couplages de diverses molécules. En effet, pour fonctionnaliser ces SPIOs, des esters NHS
(N-hydroxysuccinimide) de mono-éthylmalonate, de PEGii4-Maléimide et de PEGiis-
Méthoxy ont été conjugués. Le premier a été utilis¢€, apres substitution avec un hydrazide,
pour coupler la doxorubicine via un lien hydrazone, sensible au pH ; le deuxieme, pour le
couplage d’un peptide cyclique cRGDfC et d’un chélateur de I’isotope du cuivre **Cu, la
NOTA (I’acide macrocyclique 1,4,7-triazacyclonomane-N,N’,N " -triacétique) ; et le troisieme
sert a la stabilit¢ de la nanoplateforme dans les conditions physiologiques, Figure 18.
L’efficacité de ces nanoparticules en tant qu’agent de contraste IRM a été évaluée in vitro, sur
les cellules US7MG, via des mesures de relaxivité. Les SPIO-RGD ont montré une plus
grande capture cellulaire amenant & une plus grande cytotoxicité et une accumulation plus
importante dans les tumeurs que les SPIO sans RGD. Ceci est en accord avec 1’imagerie PET,
réalisée in vivo sur des souris porteuses de glioblastomes, et les études de biodistribution ex
vivo. Ainsi ces nanoparticules ont démontré des propriétés intéressantes pour la double

imagerie PET/IRM et la délivrance d’un agent anticancéreux.’
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Figure 18 : SPIO multifonctionnelle pour la théranostique

Le ciblage des intégrines ayp3 lors du processus angiogénique tumoral a été largement exploré
pour I’imagerie et le traitement des tumeurs. Ces intégrines semblent étre également des
molécules clés lors des diverses processus impliqués dans d’autres maladies telles que

I’athérosclérose.”’

IV.2.5. Le ciblage des intégrines dans l'athérosclérose et les

maladies cardiovasculaires

Les intégrines ovf3, fortement exprimées dans les plaques d’athérome par les cellules
musculaires lisses du média et de I’intima et par les cellules endothéliales des microvaisseaux

808182 Qon role a été

angiogéniques, jouent ainsi un rdle important dans 1’athérosclérose.
démontré pour la premiere fois dans les expériences de Winter et al. sur des lapins
(cholestérol fed)®. L’expansion du vasa vasorum a été montrée par IRM en utilisant des
nanoparticules paramagnétiques ciblant les intégrines o3 exprimées par les cellules
endothéliales.

L’expansion angiogénique du vasa vasorum suggere qu’une thérapie anti-angiogénique
pourrait aider a stabiliser ou réduire les plaques. Ainsi des expériences ont été réalisées en
utilisant des nanoparticules paramagnétiques a base de chélates de gadolinium constituées
d’un mime pour le ciblage des intégrines et d’un agent anti-angiogénique, le fumagillin. Ces
particules ont permis de générer un contraste IRM a partir des artéres rénales jusqu’au

diaphragme. Sept jours apres ce premier traitement, les nanoparticules ont été réadministrées

et une diminution du contraste IRM a ¢été constatée, suggérant une réduction de la
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néovasculature dés la premicre administration. Cette étude a ainsi illustré le potentiel d’agent
théranostique pour cibler I’athérosclérose et délivrer efficacement un médicament.®*

Cependant, le role de I’angiogenése lors de ces maladies est un sujet controversé non résolu et
suscite divers points de vue. Ainsi, les thérapies angiogéniques via la sécrétion de cytokines
sont aussi considérées comme une démarche attractive pour traiter la cardiopathie ischémique
(qui est liée a une insuffisance des apports d’oxygeéne au muscle cardiaque résultant du
développement et des complications de [’athérosclérose au niveau d’une (ou plusieurs)
artére(s) coronaire(s)). Inversement, d’autres études, comme celles de Winter et al
précédemment décrites, suggérent que la néovascularisation contribue a la croissance des
Iésions athérosclérotiques et, de ce fait, est un facteur clé de la déstabilisation de la plaque

menant & sa rupture.®

L’¢élaboration d’un agent diagnostique ou théranostique nécessite la présence de diverses
entités chimiques. La fonctionnalisation de surface de ces vecteurs via des biomolécules
(fluorophores, peptides, peptidomimétiques, protéines, anticorps...) peut tre réalisée selon
diverses stratégies. La premicre consiste a tirer profit des interactions électrostatiques entre la
biomolécule et le vecteur conduisant a des liaisons non covalentes. La seconde permet de lier
covalemment ces deux partenaires via des réactions de bioconjugaison. C’est cette deuxieme
approche, que nous avons utilis¢ dans ce travail et que nous détaillerons dans la partie

suivante.

V. Stratégie de couplages - Réactions de bioconjugaison

Différentes réactions de couplages permettent de créer une liaison covalente entre deux
partenaires et sont fonctions de la complémentarité entre les fonctions réactives présentes sur

les deux entités. La Figure 19 présente les principales réactions utilisées.
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Figure 19 : Réactions de bioconjugaisons (A) entre un ester activé et une amine ; (B) entre un carbamate
actif et une fonction amine ; (C) entre une fonction thiol et alcyne, réaction thiol-yne ; (D) entre une
fonction thiol et un alcéne ; (E) entre une fonction azide et alcyne, réaction de Huisgen ; (F) entre un

carbonyle et une oxy-amine ; (G) réaction entre un diéne et un diénophile (Diels Alder)

Concernant les peptides, les fonctionnalités les plus utilisées pour le couplage sont les
fonctions amines (disponibles en position N-terminale du squelette, ainsi que les chaines
latérales d’acides aminés naturels tels que la lysine) ou thiols (disponibles sur la chaine
latérale de la cystéine). L’introduction d’acides aminés non-naturels a permis d’élargir la
gamme des fonctionnalités disponibles.®® Cependant, I’utilisation de molécules biologiques
implique des limitations importantes sur les conditions de réaction (solvant, concentration,
température).

Au cours de ce travail, nous avons utilisé deux stratégies de couplage :

- la formation de liaisons amides par chimie des carbodiimides (Figure 20A)
- les réactions dites de chimie click (Figure 20C-E)

Ces deux approches sont décrites dans les paragraphes suivants.
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V.1. Chimie des carbodiimides

La réactivité des fonctions amines sur les fonctions acides carboxyliques étant faible, il est
nécessaire d’activer ces dernicres fonctions en utilisant des agents de couplage qui vont
augmenter leur réactivité. Cette réaction aboutit a une liaison covalente de type amide selon le
schéma présenté Figure 20. Le greffage covalent se décompose en deux étapes.

La premiére étape consiste a activer les fonctions carboxyliques a pH acide. Cette activation
est réalisée avec le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)-carbodiimide (EDC), dérivé de la
famille des carbodiimides soluble dans l'eau, et conduit a un dérivé instable réagissant
facilement avec les especes nucléophiles telles que les amines.

La seconde étape est le couplage a proprement dit entre I’acide carboxylique et ’amine qui se
réalise a pH basique. Il est important de maintenir le pH basique afin que les fonctions amines
primaires soit sous forme déprotonnées et que celles-ci puissent réagir avec la fonction acide
carboxylique activée. En effet, sous forme d’ammonium protonné, le doublet libre de 1’atome
d’azote de la fonction amine primaire est engagé dans une liaison avec un atome d’hydrogene.
Il ne peut donc pas y avoir d’attaque nucléophile de celui-ci sur le carbonyle de I’acide
carboxylique activé. D’autre part, pour I’ajustement a pH basique, 'utilisation de la N,N-
diisopropyléthylamine est préférée a I’utilisation de la soude (NaOH) car les fonctions
hydroxyles sont beaucoup trop nucléophiles en comparaison aux amines primaires. Ces
groupements —OH pourraient interférer dans la réaction se substituant aux fonctions amines
primaires lors de I’attaque nucléophile sur le carbonyle.

Le N-hydroxysuccinimide (NHS) est utilisé pour favoriser le couplage carbodiimide en
présence d'EDC.}" La réaction implique la formation de l'ester actif intermédiaire, 1’ester de
N-hydroxysuccinyle qui réagit avec la fonction amine pour donner la liaison amide.
L’association EDC/NHS est souvent favorisée car I’intermédiaire réactif est plus stable et le

rendement de réaction est supérieur.
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V. 2. La «click chemistry »

Sharpless et al.* ont introduit en 2001 le concept de la « click chemistry » avec pour objectif
le développement d’une large gamme de blocs sélectifs, modulables et facilement
assemblables. Cette chimie englobe toutes les réactions répondant a une série de critéres
précis : I’utilisation de réactifs facilement disponibles, de solvants « verts » ou pouvant étre
facilement ¢éliminés, des conditions expérimentales et purification simples, des réactions a
haut rendement, stéréospécifiques et générant des sous produits inoffensifs. Ces réactions
nécessitent généralement une forte enthalpie de réaction afin de conduire a un produit unique.
Plusieurs classes de transformations chimiques peuvent ainsi étre considérées comme
réactions de «click chemistry ». Dans ce travail, nous avons utilis¢ la réaction de
cycloaddition 1,3 de Huisgen®® catalysée par le cuivre (I) et la réaction thiol-yne.”! Ces deux

méthodes sont décrites ci dessous.

V.2.1. Laréaction de cycloaddition de Huisgen

La réaction de cycloaddition de Huisgen est une réaction entre un azoture et un alcyne
terminal conduisant a la formation d’une liaison 1,2,3-triazole, Figure 21. La formation d’un
mélange de composés 1,4- et 1,5-régioisomére est généralement obtenue.”” Cette absence de
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régiosélectivité, couplée a des temps de réaction longs, nécessitant des températures élevées, a

limité I’intérét porté a la cycloaddition.

1,2,3-triazoles

| ) A

— ¥ ___,R )
NENN: RNy R
; A Ny =N N4 ~N
R— . 5
\R: R’

1,4-régioisomére 1 ,5-régioisomére

Figure 21 : Cycloaddition 1,3-dipolaire entre un alcyne vrai et un azoture

Cependant, 1’utilisation du cuivre (I) sur cette réaction a permis la formation exclusive du
1,2,3-triazole-1,4-disubstitu¢, a température ambiante et avec des temps de réaction beaucoup
plus rapides. Différents sel de cuivre peuvent &tre utilisés pour catalyser la réaction de
Huisgen, associés a des solvants organiques ou non. La tolérance vis-a-vis de la température,
sur un large domaine de pH, dans une grande variété de solvants et sa compatibilité avec
I’utilisation de micro-ondes®® rendent la réaction attrayante. Un mécanisme a été proposé,
Figure 22, afin de mieux saisir le role du cuivre et ’orientation vers le composé 1,2,3-triazole-
1,4-disubstitué. Le cycle catalytique commence par la formation d’un complexe Cu-acétylide
(2), suivi d’un complexe Cu-acétylide-azoture (3) qui se cyclise en formant un métallo-cycle
intermédiaire (4). Une fois le triazole formé (5), il y a régénération du catalyseur par scission

de la liaison Cu-C.

6 Mo Ner
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= ) _a .
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Figure 22 : Mécanisme de la cycloaddition d'Huisgen catalysée par le cuivre (I)**
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V.2.2. Laréaction thiol-yne

La deuxieme réaction de « click chemistry » étudiée est la réaction thiol-yne, qui conduit a la

formation de deux liaisons carbone-soufre lors de la réaction d’un alcyne avec un thiol, Figure

23.

RSH

S.
=——R = R-S R
' Radical /\FE

Figure 23 : Réactions entre un alcyne et un thiol

Le mécanisme de cette réaction repose sur un processus radicalaire, Figure 24. Un radical
thiol est généré soit par la chaleur soit par la lumicre, avec 1’aide d’un photoinitiateur, et
réagit avec la liaison alcyne pour créer un radical réactif intermédiaire, le radical
vinylthioéther. Ce dernier, par transfert de chaine avec la molécule présentant la fonction
thiol, forme le composé vinylthioéther (partie 1). Un deuxiéme radical thiol s’additionne sur
ce compos¢ pour former un second radical intermédiaire qui est soumis a une seconde
réaction de transfert et mene au produit de double addition de la réaction de thiol-yne (partie

2). Un radical thiol est généré et rentre dans ce processus de chaine.

RS—H

. SR
RS R R—S-
4/\ 1 RS\/I\R1

RS—H | [(RsA /TR 2

Figure 24 : Mécanisme de la réaction de thiol-yne*

V. 3. Apport des micro-ondes

De nombreuses réactions de synthése organique sont accélérées lorsqu’elles sont effectuées

sous micro-ondes (réactions en quelques minutes au lieu de plusieurs heures) et conduisent a
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de meilleurs rendements. L’application des micro-ondes engendre une ¢lévation de
température qui s’exerce instantanément dans toute la masse de la matiére (et non par
diffusion progressive a partir de la surface). L'absence de surchauffe superficielle évite
d'éventuelles décompositions thermiques. Seules les molécules polaires, typiquement celles
de l'eau mais aussi celles de nombreux composés chimiques renfermant un groupement
polaire (fonctions oxygénée, azotée, halogénée...), sont concernées. Chaque alternance de sens
du champ électrique, de haute fréquence, entraine un changement d'orientation des dipdles,
induisant un échauffement de la matiére.*®

Au laboratoire, différentes études ont été réalisées et ont montré 1’efficacité du greffage sous
micro-ondes de molécules fluorescentes sur des nanoparticules d’oxyde de fer. La premiére
étude, menée par Benyettou et al’’, a consisté a étudier le couplage par chimie des
carbodiimides de la Rhodamine B sur des nanoparticules d’oxyde de fer y-Fe.O3
fonctionnalisées en surface par des molécules d’alendronate. La nanoplateforme v-
Fe;Osz@Alendronate présente ainsi en surface des fonctions amines terminales. Pour le
couplage, les fonctions acides carboxyliques de la Rhodamine B ont d’abord été activées (par
EDC/NHS) puis le couplage entre les deux entités a été effectué. L’efficacité de couplage a
¢té¢ caractérisée a 1’aide de différentes techniques d’analyse: les spectroscopies de
fluorescence et UV, la spectroscopie infrarouge, la diffusion de la lumicre (taille
hydrodynamique et potentiel de surface), et la technologie MIAplex (développée par la
société Magnisense, qui mesure la dérivé seconde de la courbe d’aimantation (Annexe 1)).
Ainsi, il a été montré, par fluorescence et par UV (apres décrochage des fluorophores de la
nanoplateforme), qu’une augmentation du rapport R (qui représente le nombre de fonctions
acides du fluorophore sur le nombre de fonctions amines de la nanoparticule) permettait
d’améliorer le taux de greffage que ce soit a température ambiante ou sous micro-ondes. De
plus, pour un méme rapport R, le taux de greffage a été amélioré grace a I’utilisation des
micro-ondes, Figure 25A. Par ailleurs, il a ét¢ montré par infrarouge, qu’une augmentation du
ratio R entraine 1’augmentation progressive des signaux caractéristiques de la Rhodamine B et
la diminution de la bande de vibration fer-oxygéne, Figure 25C. Ainsi, plus la quantité de
Rhodamine est importante moins les rayons incidents interagissent avec |’environnement
proche de la surface de la nanoparticule. Par diffusion de la lumiére, les résultats indiquent
qu’au fur et a mesure que le nombre de molécules greffées augmente, des agrégats se forment.
Ceci peut étre di a la présence des cycles conjugués sur le fluorophore générant des
interactions attractives m-m aromatiques. Cette augmentation de 1’état d’agrégation se traduit

sur les mesures MIAplex par une diminution de I’intensité du signal, Figure 25B.
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Figure 25 : (A) Comparaison des résultats obtenus sous énergie micro-onde et en insert sous énergie
thermique normale (quantification UV (courbe noire) et fluorescence (courbe rouge) (B) Signatures
MIAplex® et (C) Spectres infrarouges des nanocristaux y-Fe:O3@Alendronate (rouge), et
vFe:03@Alendronate-Rhodamine synthétisés sous micro-onde a différents ratios R=1 (Bleu), R=2(Vert)
R=5(Violet), R=20 (Noire), R=50 (Orange), R=200 (Bleu clair) (Insert: Rhodamine B libre)

Une deuxiéme étude, réalisée par Guenin et al.”, montre I’influence des micro-ondes sur le
couplage par « click chemistry » d’un fluorophore, la Rhodamine-N3, sur une nanoplateforme
v-Fe2Os fonctionnalisée par des molécules présentant une fonction alcyne terminale. Les

caractérisations par infrarouge et fluorescence montrent que le rendement de la réaction de

Huisgen a été amélioré sous micro-ondes, Figure 26.
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Figure 26 : Comparaison (A) des spectres infrarouges, (B) des spectres (Aexe=573nm) et (C) images de
fluorescence des nanoparticules y-Fe:03-Rhodamine obtenus par « chimie click » avec et sans I'utilisation
des micro-ondes

En conclusion de ce chapitre, les intégrines o.fi3 apparaissent comme une cible
pertinente pour cibler I’angiogenese. L élaboration d’agents de contrastes spécifiques de ces
intégrines présente donc un intérét majeur. Ainsi, ce travail de these porte sur la conception

d’agents bimodaux fluorescence/IRM spécifiques de |’angiogenese, ciblant les intégrines a.,f3.
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Chapitre 2 : Fonctionnalisation de la nanoplateforme yFe:O3@CA pour le ciblage et I’'imagerie de
[’angiogenése

Dans le chapitre précédent, nous avons constaté l'utilité des vecteurs porteurs de
sequences RGD pour cibler l’angiogenése. Les nanoparticules d’oxyde de fer font partie
intégrante de ces systemes. Ainsi, dans ce chapitre, nous décrirons chaque étape de
[’élaboration de ces nanoplateformes. Tout d’abord, la synthése de nano-complexes y-Fe;O3
ainsi que leur fonctionnalisation de surface par un agent complexant, [’acide caféique, seront
detaillées. Puis, diverses techniques d’analyse seront utilisées pour les caractériser. Les
fonctions réactives de type acide carboxylique présentes a la surface externe de ces
nanoplateformes serviront aux couplages de diverses biomolécules : fluorophore, chaines
PEG, séquence RGD, par chimie des carbodiimides. Ces étapes préliminaires permettront de
mettre au point des nanoplateformes multimodales utilisables pour la double imagerie
(fluorescence et IRM) et ciblant les intégrines a.f3. Leur stabilité dans le sérum sera évaluce
et leur potentiel en tant qu’agent de contraste IRM sera vérifié. Leur affinité vis-a-vis des
intégrines sera étudiée par BlAcore et par dosage de liaisons sur support solide en présence
d’un compétiteur radioactif. La derniere partie de ce chapitre sera consacrée aux

peptidomimétiques.

I. Synthese, fonctionnalisation de la surface et

caractérisation des nanoparticules de maghémite

I. 1. Synthése des nanoparticules y-Fe:03 en systéme
micellaire direct

Les nanoparticules de maghémite y-Fe2Os sont synthétisées en systéme micellaire direct.
Cette méthode de synthese repose sur I’utilisation d’un tensio-actif, le di-dodécylsulfate de fer
ou laurylsulfate de fer II, Fe(LS),. Ce dernier est synthétisé a partir du laurylsulfate de sodium
(NaLS) qui est constitué d’une longue chaine hydrocarbonée (partie hydrophobe) et d’une téte
polaire anionique SO3, le contre ion étant Na™. Le tensio-actif est ensuite obtenu par échange
d’ions, ¢’est-a-dire que le contre ion Na* du NaLS est remplacé par le cation Fe** pour former
Fe(LS)2. En milieu aqueux, les molécules s’associent pour former des micelles directes, au
dessus d’une concentration micellaire dite critique (CMC = 1,5.10 mol.L™"), et d’une certaine
température dite de Kraft (Tx=28°C). Le cceur est ainsi constitu¢ par les chaines
hydrocarbonées du tensio-actif et les ions Fe?" sont complexés a la surface via les tétes

polaires SO3", Figure 1.
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Figure 1 : Schéma de synthése du laurylsulfate de fer I1 (Fe(LS)2)

L’ajout d’une base faible, la diméthylamine, induit la formation des nanoparticules d’oxyde
de fer par oxydation ménagée des ions Fe?" a la surface des micelles. La solution est agitée a
28,5 °C pendant deux heures. Par ajout d’un acide fort HCI (acide chlorhydrique) a 1 mol.L!,
le potentiel de surface des nanocristaux est neutralisé, ce qui induit leur précipitation, Figure

2. Le précipité est isolé du surnageant a 1’aide d’aimants et nettoyé plusieurs fois a pH 7.
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Figure 2 : Schéma de synthése des nanoparticules de maghémite
La Figure 3 montre 1’évolution du potentiel de surface et de la taille hydrodynamique des
nanoparticules de maghémite en fonction du pH, obtenue par diffusion de la lumiére (Annexe

2.3). Elles présentent un point isoélectrique (PIE) aux alentours de pH 6. En dessous et au

dessus de cette valeur, les charges a la surface des nanoparticules sont respectivement
positives et négatives. Ainsi pour des valeurs de pH inférieures a 5 et supérieures a 9.5, la
présence des charges a la surface des nanoparticules induit des répulsions électrostatiques

entre particules et conduit a la formation d’un ferrofluide stable.
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Figure 3 : Tailles hydrodynamiques et charges de surface des nanoparticules "nues" en fonction du pH
mesurées par diffusion de la lumiére (Nanosizer Malvern)

L. 2. Fonctionnalisation des nanoparticules y-Fez03

L’¢élaboration de nos nanoplateformes multimodales repose sur la stratégie suivante : les
nanoparticules de maghémite précédemment synthétisées sont fonctionnalisées par une
molécule bifonctionnelle. Cette derniere posséde a la fois une fonction permettant la
complexation sur les sites de surfaces des nanoparticules et une fonction réactive utilisée par
la suite pour le couplage de biomolécules. Différentes fonctions complexantes de surface!
sont utilisées, on pourra citer notamment les phosphates®’, les phosphonates®, Iles
bisphosphonates®, les sulfonates®, les fonctions acides carboxyliques’, les citrates® ou les
fonctions catécholes’,... Ces fonctions présentent des interactions plus ou moins fortes vis-a-
vis des oxydes de métaux. Dans cette ¢tude, notre choix s’est porté sur 1’utilisation de 1’acide
caféique, qui présente a la fois une fonction acide carboxylique et une fonction catéchole,
Figure 4A.

L’acide caféique est un composé naturellement présent dans les plantes. Il appartient a la
famille des substances humiques, qui jouent un rdle lors des processus de biodégradation et
forme facilement des complexes avec les ions largement diffusés dans 1’environnement. Il agit
¢galement en tant qu’inhibiteur de I’hépatocarcinome et est connu in vitro en tant

qu’antioxidant.'”

Cette molécule se compose de plusieurs charges avec des pKa de 4.4 pour la
fonction carboxylique et de 8.6 et 11.5 pour les fonctions cathécoles.!! La fonction catéchole
est décrite comme un complexant de I’¢élément fer par complexation bidentate des atomes de

fer avec les deux atomes d’oxygéne, Figure 4B.'> Les acides carboxyliques peuvent
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¢galement €tre adsorbés sur les oxydes de métaux, cependant leurs interactions sont connues
pour étre relativement faibles, excepté pour les acides gras a longues chaines.! Ainsi, dans
notre cas, nous nous attendons a une complexation via les fonctions catéchols, ce qui sera

vérifié par la suite.

A 3 B Ry R
0
0‘. "O-
y Y e Y
- - Catéchol

Figure 4 : (A) Acide caféique (CA) ; (B) Proposition de complexation de surface des nanoparticules via la
fonction catéchol par complexation bidentate des atomes de fer avec les deux atomes d’oxygéne12

La fonctionnalisation des nanoparticules est ainsi réalisée par adsorption de ligands. L’acide
caféique est ajouté a la solution de nanoparticules a pH basique (pH 10). Le greffage est
réalisé sous agitation magnétique a température ambiante pendant deux heures. Les
nanocristaux sont ensuite séparés du surnageant par précipitation sur un aimant a pH acide
(pH 2). L’opération est répétée cinq fois. Apres les lavages, les nanoparticules « habillées »
sont redispersées dans 1’eau a pH physiologique, Figure 5. On obtient ainsi un ferrofluide

stable a pH neutre, yFe:O3@CA.
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Nanoparticules de Nanoparticules de maghémite
maghimite « nues » habillées et dispersées SpH = 7.4

Figure 5 : Habillage des nanoparticules et obtention d'un ferrofluide stable yFe:0O3:@CA a pH
physiologique

L. 3. Caractérisations physico-chimiques de la
nanoplateforme

Différentes méthodes (cf Annexe 2) sont utilisées pour caractériser les nanoparticules et
mettre ainsi en €vidence leurs propriétés physico-chimiques telles que la taille cristalline
(Microscopie ¢électronique a transmission), la taille hydrodynamique (diffusion de la lumiére),

le potentiel de surface (potentiel Zeta), les propriétés de surface (spectroscopie infrarouge) et
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les propriétés magnétiques (VSM, signature MIAplex®, IRM). Le nombre de molécules

greffées a la surface est déterminé par analyse thermogravimétrique (ATG).

I.3.1. Evaluation de la taille par MET

La Microscopie ¢lectronique a transmission (MET), Annexe 2.1, donne acceés a la
morphologie, la taille cristalline et la distribution en taille. Un clich¢ MET des nanoparticules
vFe203@CA est représenté Figure 6, et met en avant leur structure sphérique et un état plus
ou moins aggloméré. La taille moyenne et la polydispersité déterminée en simulant une loi

log-normale sur la distribution en taille, sont respectivement 9 nm et 0,2 (wo=1.8nm).

0 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Diamétre (nm)

Figure 6 : Cliché MET des nanoparticules aprés greffage et distribution en taille

I. 3.2. Spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge, Annexe 2.2, permet de confirmer la présence des ligands
adsorbés a la surface de la nanoparticule. La Figure 7 présence les spectres infrarouges
(pastilles KBr) du ligand et des nanoparticules avant et aprés fonctionnalisation de leur

surface.
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Figure 7 : Spectres infrarouges de I’acide caféique (en rouge), de la nanoplateforme yFe:203@CA (en vert)
et en insert le spectre infrarouge de la nanoplateforme yFe203 (en gris)
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Le spectre infrarouge de 1’acide caféique (spectre rouge) est caractérisé par différentes bandes
de vibration : les bandes d’élongation C=C des alcénes a 1639 cm’!, et des cycles aromatiques
a 1602, 1522 cm!, les bandes d’élongation du groupe phénolique C-OH a 1417, 1376, et 978
cm™! et de déformation a 1280, 1522, et 1117 cm™ et les bandes d’élongation et/ou de
déformation du CO ou OH dans COOH a 1293, 1208 et 1163 cm™'.!*!* Des changements sont
observés apres 1’adsorption de ’acide caféique a la surface des nanoparticules (spectre vert)
indiquant la complexation de surface du catéchol via les groupements phénoliques. Les
différences les plus remarquables, en plus de 1’apparition de la bande de vibration
d’élongation Fe-O a 600 cm™ (insert Figure 7) sont la disparition des bandes a 978 cm™, la
diminution d’intensité de la bande a 1417 cm™ et un déplacement de la bande a 1280 cm™
vers les plus faibles nombre d’onde. Ces différentes bandes sont associées au groupe
phénolique OH, participant a la complexation a la surface de la nanoparticule. Par ailleurs, la
fonctionnalisation affecte également les bandes de vibration des cycles aromatiques (au
dessus de 1400 cm™') dont la plus notable est I’apparition de la bande forte caractéristique de
la cétone aromatique conjuguée a 1605 cm™!, confirmant ainsi la complexation de maniére
bidentate du catéchol a la surface'®, Figure 4B.

Des résultats similaires ont €té obtenus sur des oxydes de métaux tels que TiO», ou ZrO», ou

leur surface avait été fonctionnalisée par divers ligands énediol.'®!7

I. 3.3. Propriétés hydrodynamiques

Les mesures du potentiel de surface et de la taille hydrodynamique ont été réalisées sur les
nanoparticules de maghémite aprés fonctionnalisation, Figure 8. Par comparaison avec les
nanoparticules de maghémite, Figure 3, I’habillage des nanoparticules modifie leurs
propriétés physicochimiques de surface, que ce soit au niveau du potentiel de charge nul
qu’au niveau du domaine de stabilité en pH, ce qui atteste de I’efficience du greffage des
molécules a sa surface. Ainsi, le PIE est déplacé vers les bas pH (aux alentours de pH 2), et
au-dela de cette valeur, la charge moyenne de surface est négative. Les mesures de tailles
hydrodynamiques montrent que les nanoparticules « habillées » sont stables sur une gamme
importante de pH, entre pH 4 et pH 11. Ainsi, a bas pH, les répulsions électrostatiques entre
nanoparticules sont faibles voir nulles, les particules s’agrégent. Lorsque le pH augmente, les

fonctions acides carboxyliques se déprotonent (pKa=4.4) ce qui induit 1’apparition de charges
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négatives a la surface des particules. Ces interactions ¢électrostatiques répulsives entre

nanoparticules permettent d’obtenir une stabilité colloidale a partir d’un pH de 1’ordre de 4.
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Figure 8 : Diameétre hydrodynamique et potentiel de surface en fonction du pH des nanoparticules
vFe:0:@CA
Le potentiel Zeta et la taille hydrodynamique a pH neutre sont reportés dans le Tableau 1. On
remarque que la taille hydrodynamique est trés proche de la taille cristalline (9 nm), ce qui

confirme un état d’agrégation faible et une stabilité colloidale a pH physiologique.

14.2
Dy, (nm) PdI: 0.2
Zeta (mV) “45+£5

Tableau 1: Taille hydrodynamique et potentiel Zeta a pH neutre de la nanoplateforme yFe:O3@CA

I. 3.4. Etude du comportement magnétique

Les courbes d’aimantation a température ambiante ont ét¢ mesurées sur un magnétometre
VSM (Vibrating Sample Magnetometer, Annexe 2.4) et en utilisant un lecteur magnétique le
MIAplex®'® (Annexe 2.5). Rappelons que dans le régime de taille ot nous travaillons, un
comportement superparamagnétique est attendu a température ambiante. Le VSM mesure les
cycles d’aimantation par application d’un champ de -2300 a +2300 kA/m avec une vitesse
d’acquisition de I’ordre de 8 kA/s. Les mesures sont réalisées sur un échantillon sous forme
de poudre (environ 2 mg) a une température de 298 K (25°C). Le MIAplex®, quant a lui,
mesure un signal qui est proportionnel a la dérivée seconde de la courbe d’aimantation au
voisinage du champ nul. Le cycle d’aimantation est enregistré sur une gamme de champ
beaucoup plus étroite, de -15 a 15 kA/m, Figure 9. La mesure s’effectue sur 10 pL de
ferrofluide (Cre pouvant varier de 0.2 a 0.02 M) a température ambiante. Ce dispositif de

petite taille permet de travailler sur de petites quantités et sans utilisation d’un systéme de
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refroidissement. De plus, la mesure MIAplex® (environ 1 min) est beaucoup plus rapide que

celle du VSM (environ 30 min).

M(a.u.)

' 1 ' | ' | '
-2v10" Slxlo’ 0 1viot 2v10"

Figure 9 : Superposition de la courbe d'aimant:i?:: ()noire) et de la signature MIAplex® (rouge)
Les signatures magnétiques (VSM et MIAplex®) des nanoparticules yFe:O3@CA sont
représentées Figure 10 et attestent d’un comportement superparamagnétique. L’aimantation a
saturation est de 48 emu/g, ce qui est inférieure a la valeur du matériau massif (80 emu/g)"’
pour la maghémite. La raison de cette diminution peut étre attribuée au désordre magnétique
des spins des atomes de fer a la surface des particules.?’ Par ailleurs, la courbe ZFC/FC a été
mesurée a 100 Oe de 50 a 300 K a I’aide du VSM et indique une température de blocage Ty
d’environ 230 K. Cette température observée est relativement forte, comparée aux valeurs
reportées dans la littérature.>! Ceci peut étre di a des fortes interactions magnétiques entre
nanoparticules (li¢ a la faible longueur du ligand de surface) ainsi qu’a la distribution en taille

des nanoparticules, entrainant I’élargissement de la courbe.?
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Figure 10 : (A) Signatures VSM (sous forme de poudre) et MIAplex® (normalisée / mg y-Fe203); (B)
Courbe ZFC/FC (sous forme de poudre) des nanoparticules yFe:O:@CA
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I.3.5. IRM

De par leurs propriétés superparamagnétiques, les nanoparticules d’oxyde de fer sont utilisées
comme agent de contraste T2, générant un hyposignal dans la zone d’accumulation. Des
mesures de temps de relaxation T1 et T2 ont été effectuées sur un IRM clinique 1.5 T, a
température ambiante et sur une gamme de concentration allant de 0.076 mM a 0.31 mM en
fer. Les acquisitions T1 et T2 ont été réalisées respectivement a 1’aide d’une séquence
inversion-récupération et d’une séquence d’écho de spin (Annexe 2.6). L’intensité de signal
des images T1 et T2 change en augmentant la concentration en nanoparticules, Figure 11,
indiquant que les nanoparticules synthétisées générent un contraste IRM. Par ailleurs,
I’inverse des temps de relaxation varie linéairement avec la concentration en fer. Ainsi les
relaxivités longitudinale rl et transverse r2 peuvent étre déduites de la pente de cette droite,
Figure 11 et sont respectivement de 7.4 £ 0.6 mM.s! et 186 + 5 mM s, Le ratio élevé
r2/rl, égal a 25, suggére une diminution considérable du signal sur les images T2 et démontre
le potentiel de la nanoplateforme yFe:O3@CA en tant qu’agent de contraste T2. Ce ratio est

supérieur a celui des agents de contraste clinique, I’Endorem ou le Resovist, utilisés dans le

cadre de I’exploration des pathologies tumorales hépatiques, Tableau 2.2°-*
Nom Agent Taille Dy rl 12 r2/rl
(Entreprise) | 4o surface cristal (am) | (nm) | (mM's?) | (mM's?)
Endorem Dextran T10
Resovist Carboxy-dextran
(Schering) (1.8 kDa) 4 60 9.7 189 19.5

Tableau 2 : Agent de surface, diamétre hydrodynamique, relaxivités et ratio r2/r1 des agents de contraste
clinique Endorem et Resovist?*
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[Fe] (mM) [Fe] (mM)

Figure 11 : (A) Images T1 de la solution de YFe:O3@CA a Cre =0.076 ;5 0.116 ; 0.156 ; 0.235 mM (TR =
2000 ms, TE=16 ms, TI=50, 100, 200, 300, 450, 600, 750, 900, 1100, 1500, 1800 ms) et mesure de la
relaxivité r1 (B) Images T2 de la solution de YFe203@CA a Cre =0.076 ; 0.116 ; 0.156 ; 0.235 ; 0.31 mM
(TR=2000 ms, TE=20 ms) et mesure de la relaxivité r2
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I. 3. 6. Quantification des ligands adsorbés

La détermination du nombre de ligands adsorbés a la surface des nanoparticules a été réalisée
par analyse thermogravimétrique (ATG), Annexe 2.7. L’ATG permet de mesurer la masse
d’un échantillon soumis a une variation linéaire de température. Un nombre moyen de 1100
acides caféiques par nanoparticules est déduit de la courbe ATG, Figure 12, correspondant a
une surface de 23.1 A? occupée par chaque ligand. I est a noter qu’une surface similaire a été

obtenue en modifiant la surface de particules d’anatase avec des ligands de type dopamine.?’

‘ |Am%u(%)=5.s AN
| it

Am(%)=15.5

0 50 100 150 200 250 0 380 400 450 500 680
Termprsturs

Figure 12 : Courbe ATG (verte) et dérivée (vio-létte) de la nanoplateforme yFe:O3@CA

0 700 750 800 850 000 050 1000

I1. Elaboration de nanoplateformes multimodales

Les nanocomplexes d’oxyde de fer fonctionnalisés en surface par 1’acide caféique ont par la
suite été utilisés pour le couplage de fluorophores (pour accéder a la double imagerie IRM et
fluorescence), de chaines PEG (pour accroitre le temps de rétention dans le corps ou servir de
«spacer »), ou de molécules reconnaissant I’intégrine ovB3 (cycloRGD ou
peptidomimétiques). Toutes ces molécules présentent une fonction amine nécessaire pour le
couplage par chimie des carbodiimides (cf mécanisme réactionnel dans le chapitre 1). Le but
final étant I’élaboration de nanoplateformes multimodales, notre approche a d’abord été
d’étudier chaque couplage séparément puis les diverses combinaisons possibles. Par ailleurs,
I’apport des micro-ondes a été vérifié lors du couplage de fluorophores et sera utilisé par la

suite pour le couplage des autres molécules (PEG et cycloRGD).
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II. 1. Protocole de couplage

Le couplage de la molécule d’intérét présentant une fonction amine sur la nanoplateforme
YFe2O3@CA par la chimie des carbodiimides (cf chapitre 1), Figure 13, est réalisé dans 1’eau
selon une procédure en deux étapes. Tout d’abord, les fonctions acides carboxyliques
présentes a la surface des nanoparticules sont activées en utilisant un mélange d’EDC et de
NHS (5 ¢équivalents par rapport aux fonctions acides carboxyliques) a pH 4. Les
nanoparticules sont ensuite précipitées sur aimant et le surnageant est ¢liminé, ce qui permet
d’¢liminer I’excés d’EDC/NHS. La seconde étape consiste a faire réagir la fonction amine
présente sur la molécule d’intérét avec la fonction acide carboxylique activée. Pour cela, les
nanoparticules sont dispersées dans I’eau a pH 10 avec de la N,N-diisopropyléthylamine. La
molécule d’intérét est dissoute dans I’eau et est ajoutée a la solution de nanoparticules. Une
fois le couplage terminé, des lavages sont effectués a pH 2 afin d’¢liminer les molécules qui
n’ont pas réagi. Les nanoparticules ainsi modifiées sont redispersées dans I’eau a pH

physiologique et les diverses caractérisations sont effectuées.

Figure 13 : Couplage sur la nanoplateforme par chimie des carbodiimides

Lors du couplage du fluorophore, les conditions opératoires ont été optimisées en jouant sur
deux paramétres : I’exces de fonctions amines (de la molécule d’intérét) par rapport aux
fonctions acides carboxyliques (ratio R), et la source d’énergie : la voie classique, c’est-a-dire
une activation pendant deux heures a température ambiante et le couplage pendant une nuit, et
la voie énergétique, ou les deux étapes sont réalisées sous énergie micro-onde. Pour les autres
couplages (PEG, cycloRGD), uniquement I’effet du ratio R a été étudié, puisque tous ont été
réalisés en tirant profit de ’'usage des micro-ondes.

Les conditions opératoires sous micro-ondes sont présentées dans le Tableau 3. La
température maximale a été abaissée pour le couplage des peptides afin de ne pas altérer leur

structure.
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Greffage Greffage
(Fluorophores, PEG) (Peptides)
Montée en température 2 95 °Cen 2 min 21 65°Cen 1 min
Stabilisation 8 min 3 min
Refroidissement N 55°C N 55°C
Nombre de cycle 1 3

Tableau 3 : Protocole de greffage sous énergie micro-onde

II. 2. Nanoplateformes bimodales IRM/fluorescence

II. 2. 1. Choix du fluorophore

Les fluorophores organiques sont essentiellement des molécules aromatiques, présentant un
systéme d’électrons m fortement délocalisés leur conférant des propriétés de fluorescence dans
la gamme visible. Ils possédent des spectres d’absorption et d’émission présentant des bandes
larges, et des maxima d’absorption et d’émission peu éloignés. L’intérét du couplage d’un
fluorophore sur la nanoplateforme y-Fe;O3@CA est de pouvoir accéder a la double imagerie :
IRM (grace au ccoeur des nanoparticules superparamagnétique) et fluorescence (grace au
colorant). En effet, un important défi pour la nanomédecine est le développement d’agents
d’imagerie médicale multimodaux qui pourraient étre utilisés pour I'IRM, pour la
quantification des niveaux d’expression des intégrines avf3 avant et pendant une thérapie anti-
angiogénique ou seraient capables d’assister le geste chirurgical, lors de ’exérése d’une
tumeur, en la ciblant a 1’aide de systémes de mesures dans le proche infrarouge.

Dans un premier temps, le choix s’est donc porté sur un fluorophore proche infrarouge,
I’amino FluoProbes® (Interchim), qui posséde une longueur d’onde d’émission a 750 nm.
Cependant, une dégradation des propriétés optiques en fonction du temps et du pH a été
observée. C’est pourquoi, nous avons opté pour un fluorophore modéle, qui présente une
stabilit¢ plus importante, un dérivé de la Rhodamine présentant une fonction amine, la
Rhodamine 123 (R123), Figure 14. Il présente une absorption caractéristique a 500 nm et une

émission de fluorescence localisée a 522 nm.
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A Rhodamine 123

Absorbance

Intensité de Fluorescence

400 500 600 700 800 500 520 540 560 580 600 620
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure 14 : Spectres (A) d'absorption et de (B) fluorescence (Aexe= 500 nm) de la Rhodamine 123

II. 2. 2. Apport des micro-ondes

Une étude préliminaire sur I’influence des micro-ondes sur la nanoplateforme yFe:O3@CA a
ét¢ réalisée. Le Tableau 4 et la Figure 15 montrent 1’invariance des propriétés
hydrodynamiques (taille hydrodynamique et potentiel de surface) et magnétiques (signatures

MIAplex). Ainsi I’utilisation des micro-ondes n’endommage pas la nanoplateforme.

§ ; D, (nm) Pd114:%).2
< Zeta (mV) 45+5
. 14.0

g ; Dy, (nm) Pdl: 0.2
< Zeta (mV) 45+ 7

Tableau 4 : Etude de l'influence de 1'énergie micro-onde sur les propriétés hydrodynamiques
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Figure 15 : Signatures MIAplex® (normalisées / mg y-Fe:03) Etude de ’influence de 1'énergie micro-onde
sur les propriétés magnétiques (Signatures MIAplex® normalisées / mg y-Fez203) de la nanoplateforme
vFe203@CA avant (en rouge) et aprés (en bleu) micro-onde
Le couplage de la Rhodamine R123 sur la nanoplateforme yFe,O3@CA a ainsi été réalisé
pour différents ratios (R=2 et R=20) avec et sans I’utilisation de micro-ondes. Les

nanoplateformes yFe2O3@CA-R123  sont caractérisées par différentes méthodes

spectroscopiques (infrarouge, UV, fluorescence), par diffusion de la lumiére et par MIAplex.

73



Chapitre 2 : Fonctionnalisation de la nanoplateforme yFe:O3@CA pour le ciblage et I’'imagerie de
[’angiogenese

L’¢évolution du rayon hydrodynamique et du potentiel de surface en fonction du rapport R a
¢té ¢étudiée et les résultats sont présentés dans le Tableau 5. Le potentiel de surface reste
stable, cependant une augmentation de la taille hydrodynamique est observée. Cette évolution
indique d’un point de vue qualitatif que le nombre de Rhodamines couplée a la surface
augmente avec le rapport R. Benyettou et al.?® avait formulé I’hypothése qu’au fur et & mesure
que le nombre de molécules greffées augmente, des agrégats se forment a cause des
interactions attractives de type m-m aromatiques entre les fluorophores a la surface des
nanoparticules. De plus, le fait de coupler ces molécules amphiphiles, composées de cycles
aromatiques hydrophobes substitués par des fonctions polaires hydrophiles, a tendance a

déséquilibrer la balance hydrophile hydrophobe, constituant une source de déstabilisation.

R |D,(nm)| Pdi (Zme:/a)

0 142 | 02 | -45:5
165 | 03 | -4516

20 242 | 04 | -4445
oMw | 207 | 03 | 4127
20Mw | 322 | 03 |[-41210

Tableau 5 : Etude de 1'évolution des propriétés hydrodynamiques en fonction du rapport R

Les spectres infrarouges des nanoparticules YFe,O3@CA-R123 et le fluorophore seul, sont
présentés Figure 16. Les spectres infrarouges pour un ratio R=2 et R=20 a température
ambiante étant similaires a celui du ratio R=2 MW n’ont pas été représentés sur la figure. La
signature de la Rhodamine 123 (spectre rose) est caractérisée par une bande a 1710 cm’
correspondant a la vibration de valence ¥C=0O de la fonction ester et par une série de bandes
d’absorption vibrationnelle des cycles aromatiques situés entre 1400 et 1650 cm™, Tableau 6.
Pour les ratios R=2, 2 MW et 20, on retrouve les bandes caractéristiques de 1’acide caféique
(entre 1265 et 1610 cm™). Pour un ratio R=20 MW, des changements notables sont observés,
notamment dans la région 1400-1800cm™'. Les bandes caractéristiques de la Rhodamine 123
sont déplacées vers les plus grands nombres d’ondes, Tableau 6, et on remarque 1’apparition
d’une nouvelle bande a 1634 cm™! caractéristique de la vibration de valence ¥C=0 des liaisons
amides, ce qui tend a prouver que la Rhodamine 123 a bien été couplée de manicre covalente.
Par ailleurs, une diminution progressive, avec le rapport R, de la bande de vibration Fer-

Oxygeéne (600 cm™') est observée. Ces résultats sont en accord avec ceux observés par
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Benyettou et al.,’® lors du couplage de la Rhodamine B sur la nanoplateforme yFe,Os

fonctionnalisée par I’alendronate.

vC=0 (ester) | Bandes d’absorption des
(em™) Cycles aromatigues (cm)
R123 1710 1630 1475
1595 1411
1540
7Fe;03@CA-R123 1760 1698 1503
1612 1422
1567

Tableau 6: Déplacement des bandes caractéristiques de la Rhodamine 123 aprés couplage sur la
nanoplateforme yFe:O3@CA
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Figure 16 : Spectres infrarouges des nanoplateformes yFe:03@CA en fonction du nombre de molécules
R123 couplées (R=0 en vert, R=2 MW en bleu et R=20 MW en noir) et du fluorophore (en rose)
Les spectres d’absorption et les signatures MIAplex de la nanoplateforme yFe O3 @CA avant
et apres couplage de la Rhodamine 123 pour les ratios R=2 et R=20 sous microondes sont
présentés Figure 17. Les spectres d’absorption et les signatures MIAplex pour un ratio R=2 et
R=20 a température ambiante étant similaires a celui du ratio R=2 MW n’ont pas été
représentés sur la figure. Tout comme précédemment, des changements notables apparaissent
a partir d’'un ratio R=20 MW. Par spectroscopie d’absorption, un léger épaulement aux
alentours de 520 nm apparait, montrant la présence du fluorophore. Par MIAplex, la signature

caractéristique des nanoparticules superparamagnétiques est conservée, cependant une
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diminution de I’amplitude du signal est observée. Des résultats similaires avaient été¢ obtenus
par Benyettou et al.?® L’hypothése d’une augmentation des interactions attractives entre
nanocristaux induite par la présence de molécules de Rhodamine avait alors été formulée, et

pouvait étre corrélée a I’augmentation de la taille hydrodynamique des nanocristaux.

0,3
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Figure 17 : (A) Spectres d’absorption de la rhodamine R123 (courbe rose C=3.10° M ), yFe:0:@CA
(courbe verte Cre=0,7.10“M ), yFe:03:@CA-R123 R=2MW (courbe bleue, Cre=1,3.10“M) et yFe:03@CA-
R123 R=20 MW (courbe noire Cr=1,7.10“M) ; (B) Signatures MIAplex (normalisées / mg y-Fe203) des
nanoplateformes yFe:03@CA (courbe verte), YFe:203@CA-R123 R=2MW (courbe bleue) et yFe:0:@CA-
R123 R=20 MW (courbe noire)

Ces différentes méthodes de caractérisation nous ont permis d’avoir un point de vue qualitatif
sur le nombre de fluorophores couplés sur la nanoplateforme yFe,O3@CA. Afin d’évaluer ce
nombre, la spectroscopie de fluorescence a été utilisée. Il est connu que les propriétés de
fluorescence de ces molécules sont changées au voisinage des surfaces de métaux, et il est
généralement observé une extinction de fluorescence.?’ En effet, 4 proximité d’une telle
surface, I’excitation peut étre dissipée a la suite d’un transfert d’énergie des atomes de fer. De
plus, ces fluorophores peuvent éteindre mutuellement leur fluorescence s’ils sont
suffisamment proches dans I’espace. Ainsi la fluorescence mesurée sur les nanocristaux
hybrides ne pourra pas permettre de quantifier directement le nombre de molécules couplées a
la surface. En effet, nous aurions un nombre de fluorophores sous-estimé. Il sera donc
nécessaire de décrocher les molécules greffées et de les quantifier libres en solution. Afin de
quantifier le nombre de fluorophores et le taux d’extinction sur les nanoplateformes,
I’intensité de fluorescence est mesurée sur les nanoplateformes fluorescentes et comparée a
celle des molécules de Rhodamine désorbées de la surface (cf Annexe 3.1). La Figure 18
montre les spectres de fluorescence de la nanoplateforme yFe;O3@CA-R123 (R=2 MW)
avant et apres désorption des fluorophores, ce qui met en évidence le taux d’extinction. Par
comparaison avec le spectre du fluorophore libre en solution, un léger déplacement du

maximum vers le bleu est observé sur les particules couplées a la Rhodamine.
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Figure 18 : Spectres d’émission de fluorescence (Aexe= 500 nm) de YFe:03:@CA-R123 Cre =2.10*M , R=2

MW avant (bleu) et apreés désorption des fluorophores (rose) (R = nri23/ncoon)
Le nombre de fluorophores, le taux d’extinction ainsi que les images de fluorescence sont
présentés dans le Tableau 7 pour les différents ratios. De manicre générale, les résultats
montrent que le nombre de molécules greffées a la surface augmente soit avec le ratio R soit
avec |’utilisation des micro-ondes. Le taux de greffage de la Rhodamine R123, sous énergie
« normale », reste néanmoins assez faible. Ainsi, pour un ratio R=20, il est seulement de 1%.
L’utilisation des micro-ondes permet d’augmenter la quantité de molécules greffées pour un
méme ratio, ainsi, on obtient un taux de greffage de I’ordre de 5%, pour R=20 MW. Les
faibles taux de greffage obtenus par chimie des carbodiimides peuvent étre dus, d’une part a
une faible activation des acides carboxyliques a la surface des nanoparticules et d’autre part, a
I’encombrement stérique, dus aux cycles aromatiques de la Rhodamine 123 proches de la

fonction amine réactive.

NbreR123 NbreR123 Taux Image
R N % R123 e e
surnano | aprésdécrochage d’extinction | fluorescence
2 0 3+1 0,3%0,1 5 D
20 2+1 12+1 1+0,1 4 .
2MW 3+1 1143 1403 6 )
20MW | 11#1 55+1 5+0,1 5 =3

Tableau 7 : Quantification du nombre de Rhodamines par nanoparticules avant et aprés désorption des

fluorophores, taux d’extinction et images de fluorescence en fonction du rapport R

II. 3. Nanoplateformes yFe;03@CA-PEG

La seconde molécule couplée aux nanoplateformes est une chaine PEG. Le but est d’apporter
une meilleure furtivité et stabilité. Comme il a ét¢ vu dans le chapitre 1, le PEG est une

molécule biocompatible qui a été utilisée dans les vecteurs de seconde génération. La
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présence du PEG permet de détourner les nanoparticules de leur cible de prédilection, les
macrophages hépatiques et d’augmenter ainsi le temps de circulation in vivo. Par ailleurs, ce
polymeére peut également avoir un rdle sur la stabilisation des nanoparticules en évitant leur
agrégation.

Le PEG hétérobifonctionnel utilisé est représenté Figure 19. Il posséde une fonction amine
nécessaire au couplage par chimie des carbodiimides et une fonction acide carboxylique, qui
se retrouvera donc a la surface externe de la nanoplateforme et pourra servir au couplage
d’autres molécules. Dans ce cas, le PEG servira d’espaceur entre la molécule couplée et la
nanoplateforme. La fonctionnalisation et I’efficacité du greffage du PEG ont été évaluées par
analyse thermogravimétrique, par spectroscopie infrarouge, ou par dosage des fonctions
amines (dosage OPA). Le couplage a été réalisé selon le protocole défini précédemment et en

utilisant les micro-ondes afin de maximiser le nombre de molécules couplées.

H;N-PEG,-COOH

o o OH
HANT N0 NN NN
\/\Lr
Figure 19 : Structure chimique du PEG utilisé pour le couplage sur yFe:03@CA

II. 3. 1. Caractérisation de I’'état de surface et quantification du

nombre de molécules PEG

La signature du HoN-PEG4-COOH, Figure 20 (spectre noir) est caractérisée par une bande a
1106 cm™! correspondant a la vibration de valence »C-O des éthers aliphatiques et des bandes
a 1410 et 1575 cm™ caractéristiques des vibrations de valence rC=0O des acides
carboxyliques. La Figure 20 montre que la bande »C-O du PEG n’interfere pas avec les
bandes caractéristiques de la nanoplateforme yFe>O3@CA, il sera ainsi possible de quantifier
le nombre de PEG couplés a la surface de la nanoplateforme. Pour cela, une droite de
calibration a été établie en mélangeant une quantité constante de yFeoO3@CA avec une
quantité croissante de PEG, Figure 21A. Une augmentation linéaire de I’aire de la bande vC-O
a 1100 cm™ (normalisé par rapport a I’aire de la bande de vibration de la liaison fer-oxygéne a
600 cm™") en fonction du nombre de PEG est constatée, Figure 21B. Cette droite de calibration
nous permet ainsi de déterminer le nombre de PEG couplés a la nanoplateforme pour les
différents ratios R. Les spectres infrarouges des nanoplateformes yFe;O3@CA-PEG sont

présentés Figure 22 et les résultats obtenus Tableau 8.
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Figure 20 : Comparaison des spectres infrarouges du H2N-PEG-COOH (spectre noir) et de la
nanoplateforme yFe:03@CA (spectre rouge)
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Figure 21 : Spectres infrarouge de mélanges de yFe:03@CA (en vert) avec une quantité croissante de
PEG : 100 (en bleu foncé), 300 (en noir), 600 (en bleu clair) et 1000 (en violet) PEG par nanoparticule et
courbe de calibration

500

Nombred’onde (cm-)
Figure 22 : Spectres infrarouges apreés couplage du PEG sur yFe203@CA pour différents rapports R :
R=2 (en noir), R=5 (en vert), R=20 (en bleu) et R=50 (en rouge)
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R Nb PEG/nano | % PEG/nano | Nb PEG/nano | % PEG/nano
(IR) (IR) (OPA) (OPA)

2 68+7 61 88+ 13 8+1

5 70+ 8 61 80+ 20 712

20 140+ 15 13+1 120+ 6 11+1

50 170+ 18 15+ 2 142+ 7 131

Tableau 8: Détermination du nombre de PEG couplés sur la nanoplateforme yFe2O3@CA en fonction du
rapport R par spectroscopie infrarouge et dosage OPA

Afin de vérifier la fiabilit¢ de cette méthode de quantification par infrarouge, nous avons
comparé le résultat obtenu par ATG pour un ratio R=5. La Figure 23 montre les courbes ATG
de la nanoplateforme (A) avant et (B) aprés couplage du PEG. La différence de perte de
masse entre les deux nanoplateformes (1,7%) correspond a la quantité de PEG, calculé a partir
de I’équation 1, soit 100 + 30 (9 = 3%) PEG par nanoparticule. Ainsi les résultats obtenus par
infrarouge (70 = 8 PEG) et par ATG (100 + 30 PEG) sont du méme ordre de grandeur et
valide la quantification par la méthode infrarouge. L’avantage de cette derni¢re méthode est

d’utiliser une faible quantité de produit (< 1 mg) en comparaison de I’ATG (> 10 mg).

A %)-M
PEG / nano = Mrrs Nb (CA/nano) = Mg (70) Mo, - Nb (CA/nano)| (1)
Ney Am, (%) - M pgg

e .

/

TG [ T61(me)

|| am(%)=14.3

pérature de Mechantilon (°C)

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 500 950 1000 0 S0 100 150 200 250 300 350 400 450 00 S50 600 G50 700 750 800 850 900 050 1000 1050
Température de Féchantilon (°C) ey

Figure 23 : Courbes ATG (vertes) et dérivées (violettes) des nanoparticules (A) YFe:O3@CA et (B)
vFe:0:@CA-PEG R=5 MW

La quantification a également été réalisée en dosant les fonctions amines a ’aide du réactif

Fluoraldéhyde. Il s’agit d’une solution d’o-phthalaldehyde (OPA) qui réagit avec les fonctions

80



Chapitre 2 : Fonctionnalisation de la nanoplateforme yFe:O3@CA pour le ciblage et I’'imagerie de
[’angiogenése

amines primaires en présence du 2-mercaptoéthanol pour former un composé fluorescent
bleu, Figure 24. L’excitation se fait a 330 nm et I’émission de fluorescence est localisée a 475

nm.

S-R
CHO R-SH Z N
(00 O =2 (L0
CHO
OPA Produit fluorescent

Aexc=330nm ; A,,=475nm
Figure 24 : Réaction de 'OPA avec les fonctions amines primaires et formation d’un composé fluorescent

Pour réaliser ce dosage sur les nanoplateformes, il est nécessaire d’hydrolyser les liaisons
amides. Ceci peut étre réalisé dans des conditions extrémes de pH soit en milieu acide soit en
milieu basique. Lors du dosage OPA, la réponse de fluorescence des acides aminés augmente
avec le pH de la solution, ainsi I’hydrolyse en milieu basique a été préférée. Le protocole de
dosage est décrit dans 1I’Annexe 3. Aux incertitudes pres, les taux de greffage obtenus par la
méthode OPA sont similaires a ceux obtenus par la méthode de spectroscopie infrarouge,

Tableau 8.

Ainsi, les différentes méthodes de quantifications montrent qu’en augmentant le ratio R, le
nombre de PEG par nanoparticule est plus important. Nous passons d’une nanoplateforme
PEGylée de 6 a 8% pour R=2 a 13 a 15 % pour R=50, Tableau 8. En comparaison avec le
couplage de la Rhodamine 123, Tableau 7, on remarque que le taux de greffage est supérieur
pour le PEG. En effet, pour un ratio R=2 sous micro-ondes, on obtenait environ 1% de R123
par nanoparticule et pour un ratio supérieur sous micro-ondes, R=20, environ 5%. Les taux de
greffage plus importants lors du couplage du PEG peuvent s’expliquer par le plus faible
encombrement stérique de celui-ci. Par ailleurs, cette étude a permis de mettre en avant
différentes méthodes de quantification (infrarouge et OPA) nécessitant une plus faible

quantité de produits en comparaison avec I’analyse thermogravimétrique.

IL. 3. 2. Propriétés hydrodynamiques et magnétiques

L’¢évolution de la taille hydrodynamique et du potentiel de surface en fonction du rapport R a
¢té étudiée, Tableau 9. La taille hydrodynamique et le potentiel de surface des
nanoplateformes PEGylées sont similaires a la nanoplateforme yFe O3@CA. La faible

variance observée sur la taille peut s’expliquer en tenant compte de I’hydrophilie et de la
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faible longueur du PEG (18,1 A). L’invariance du potentiel de surface s’interpréte en
considérant que la fonction acide carboxylique de la nanoplateforme yFeO3;@CA est
remplacée par une autre fonction acide carboxylique provenant du PEG. Concernant les
propriétés magnétiques, on retrouve la signature caractéristique des nanoparticules
superparamagnétiques quel que soit le nombre de PEG greftfé, Figure 25. L’intensité du signal

reste constante, montrant que la présence du PEG ne déstabilise pas la nanoplateforme,

D, Zeta
(nm) | P4 (mv)

0 14.2 | 0.2 -4515
2 11.8 | 0.3 -41+7
5 10.2 | 0.3 -41+7
20 17.7 | 0.3 -3449
50 11.6 | 0.3 -47+7

Tableau 9 : Evolution des propriétés hydrodynamiques sur les nanoplateformes PEGylées
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Figure 25 : Evolution de la signature MIAplex® (normalisée / mg y-Fe:03) en fonction du nombre de PEG
couplés (R=0 en noir, R=2 en rouge et R=20 en bleu)

Ainsi, la structure hydrophile et peu encombrée du PEG permet de conserver la taille

hydrodynamique de la nanoplateforme et de maintenir 1’intensité du signal MIAplex quel que

soit le ratio, contrairement a ce que 1’on avait observé lors du couplage du fluorophore.
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II. 4. Nanoplateformes yFe:03;@CA-RGD et yFe:03@CA-(PEG-
RGD)

La troisieme molécule couplée a cette nanoplateforme est une molécule présentant le motif
RGD, capable de cibler les intégrines oyf3. Il s’agit de molécules basées sur la séquence
peptidique cRGDfK, Figure 26A, présentant une fonction réactive de type amine sur le résidu
de la lysine, servant au couplage par chimie des carbodiimides. Par ailleurs, une chaine PEG a
été ajoutée entre le motif RGD et la fonction amine terminale afin de servir d’espaceur entre

le motif RGD et la nanoplateforme, Figure 26B.

A cRGDfK B cRGDfK-PEG-NH,

~NH N, o~ MH__ NH,

0 I NH o :
0=<—\l:/\ JINH_<:/\/"\ AN /\/0\/\H/C\/°\/\
HN—
HO,C— W— Hoc—" H

Figure 26 : Molécules présentant le motif RGD utilisées lors des couplages sur yFe:03@CA

Lors du couplage par carbodiimide, la question de la réactivité de la fonction amine de
I’arginine sur la chaine latérale peut se poser, pouvant avoir des conséquences sur 1’affinité
des intégrines. Cependant, du a la protonation dans 1’eau, la nucléophilie de la fonction amine
sur la chaine latérale de 1’arginine est presque nulle. Ainsi le couplage peut étre réalisé sans
introduction de groupement protecteur.?®

Comme précédemment, les couplages sont réalisés sous micro-ondes pour différents ratios R.
Cependant les conditions ont ét¢ modifiées par rapport a la température (65°C) afin de ne pas
altérer la structure chimique des peptides (cf tableau 3). Ceci est vérifié sur les spectres
infrarouges du cRGDfK avant et aprés micro-onde, qui restent inchangés, Figure 27. La
fonctionnalisation et I’efficacité du greffage du cRGDfK ont été évaluées par la méthode de
dosage des amines a 1’aide du réactif OPA. En effet, cette méthode a I’avantage de nécessiter

peu de quantité de produits, compte tenu du colit commercial des peptides.
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Figure 27 : Spectres infrarouges du cRGDfK avant (noir) et aprés (rouge) micro-onde

Les différentes nanoplateformes ainsi €¢laborées ont également été caractérisées par diffusion

de la lumiére et I’évolution des propriétés magnétiques a été étudiée par MIAplex, Figure 28.

L’ensemble des résultats (nombre de cRGD, % de cRGD, taille hydrodynamique et potentiel

de surface) est regroupé dans le Tableau 10.

R Nb RGD % RGD
D,(nm) | Pdl | Zeta(mV)
(MW) /nano /nano
0.2 25+ 2 2+0.2 16 0.3 -44+12
cRGDFK 2 43+4 | 3+04 18 | 02 | -43+12
20 59+9 5+1 15 0.3 -4418
. t + . -36%
cRGDfK- 0.2 35+ 8 3+1 22 0.3 36112
PEG-NH, 2 61+3 5+0.3 18 0.2 -39+7
20 130+ 30 10+ 3 30 0.3 -40+10
Tableau 10 : Résultats de couplages d'un motif RGD sur la nanoplateforme yFe:O:@CA
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Figure 28 : Evolution de la signature MIAplex® (normalisée / mg y-Fe:03) en fonction du nombre de (A)
cRGDfK couplés et (B) cRGDfK-PEG-NH: couplés (R=0 en noir, R=2 en rouge et R=20 en bleu)
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Lors du couplage du cRGDfK, Ia taille hydrodynamique, le potentiel de surface et I’intensité
du signal magnétique restent similaires a celles de la nanoplateforme yFe2O3@CA, quel que
soit le rapport R. En ce qui concerne le couplage du cRGDfK-PEG-NH, I’augmentation du
ratio entraine une augmentation de la taille hydrodynamique indiquant d’un point de vue
qualitatif un nombre plus important de peptides couplés. Cette augmentation de 1’état
d’agrégation se traduit par une diminution de I’intensité¢ du signal MIAplex pour un rapport
R=20. D’un point de vue quantitatif, les dosages OPA montrent que, comme lors du couplage
du fluorophore et du PEG, 1’augmentation du rapport R permet d’augmenter le nombre de
peptides couplés, cRGDfK ou cRGDfK-PEG-NH>, sur la surface des nanoparticules. De plus,
pour un méme ratio, par exemple R=20, le taux de greffage du cRGDfK et du cRGDfK-PEG-
NH:> est respectivement de 5 et 10 %. Ainsi, nous pouvons observer que I’éloignement du
peptide de la fonction réactive par I’introduction d’une chaine PEG, a pour effet d’augmenter
le nombre de molécules couplées. Ceci démontre 1I’importance de 1’encombrement stérique a

proximité de la fonction réactive sur le taux de couplage.

IL. 5. Elaboration des nanoplateformes multimodales
superparamagnétiques

Précédemment, nous avons étudié séparément le couplage d’un fluorophore, d’une chaine
PEG ou d’un motif RGD sur les nanoplateformes. L’intérét est maintenant de pouvoir les
regrouper sur une méme nanoplateforme, permettant ainsi d’accéder a la double imagerie
(présence du fluorophore) tout en ciblant les intégrines afs (présence du motif RGD).
L’ordre de la plurifonctionnalisation va ainsi étre discuté. Le motif RGD sera, dans tous les
cas, couplé lors de la derniere étape de fonctionnalisation notamment afin d’éviter, lors d’un
couplage carbodiimide, une activation de I’acide carboxylique de 1’acide aspartique et donc
une possibilité de couplage sur celui-ci qui pourrait affecter I’affinité du peptide vis-a-vis des

intégrines.

Tout d’abord nous nous sommes intéressés a définir le ratio a utiliser pour chacune des
molécules. Nous avons donc choisi un ratio R=2 pour le fluorophore permettant d’avoir une
fluorescence suffisante et visible en imagerie ainsi que des propriétés hydrodynamiques

proches de la nanoplateforme de départ ; un ratio R=50 pour le H2N-PEG-COOH pour obtenir

85



Chapitre 2 : Fonctionnalisation de la nanoplateforme yFe:O3@CA pour le ciblage et I’'imagerie de
[’angiogenése

le maximum de chaines PEG et un ratio R=2 pour les peptides cRGD permettant d’utiliser
une quantité raisonnable de produits compte tenu des prix €levés.

L’ordre de la plurifonctionnalisation entre le fluorophore et les chaines PEG a été défini en
¢tudiant son effet sur le nombre de molécules greffées, le taux d’extinction de fluorescence et
les propriétés hydrodynamiques. L’ensemble des résultats obtenus est présenté dans le
Tableau 11. Les quantités de fluorophores et de PEG sont relativement proches et un taux
d’extinction similaire est observé dans les deux cas. Les caractéristiques hydrodynamiques
(taille hydrodynamique et potentiel de surface) sont également du méme ordre de grandeur.
Ainsi, dans ce cas présent, peu de différences sont observées selon 1’ordre de
fonctionnalisation. Cependant, une augmentation du taux d’extinction est observée apres une
seconde étape de fonctionnalisation (de 4 a4 7) qui peut étre corrélée a 1’augmentation de la
taille hydrodynamique caractéristique d’un plus fort état d’agrégation et donc d’un plus
important taux d’extinction intermoléculaire.

Deux types de nanoplateformes multimodales sont envisagés. La premiere méthode consiste a
réaliser une fonctionnalisation en trois €tapes : tout d’abord le couplage du fluorophore R123,
puis le couplage des chaines HoN-PEG-COOH et une derni¢re étape pour le couplage du
cRGDfK. La seconde méthode, quant a elle, ne nécessite que deux étapes : le couplage du
fluorophore puis du cRGDfK-PEG-NH: puisque la chaine PEG est déja présente sur cette

derniére molécule.

Ordre de fonctionnalisation
% Image de % %

1 2 3 R1Z3 | R123 | Fluorescence | "¢ | peG | “REP | craD
PEG R123 - 8+1 |0.7%0.1 ] 142+7(13£06| - -
R123 PEG - 1142 | 102 @ 93+11| 8+1 | - -

cRGDfK-
+ +
R123 | Cod ) 1142 | 1+02 i 64+1|340.2|64+1 (6401
R123 | PEG | cRGDfK | 1142 | 1£0.2 (] 93+11| 8+1 |6245|6+0.5
Ordre de fonctionnalisation
1 ) 3 Taux d’extinction Dy, (nm) Pdl Zeta(mV)
Avant- Aprés | Avant- Apres | Avant- Aprés | Avant- Aprés
PEG R123 - - 7 12 31 0.3 0.3 -47+7 -3716
R123 PEG - 4 7 24 34 0.3 0.3 -44+7 | -41+11
cRGDfK-
44+ 44+
R123 PEG-NH, - 4 32 24 35 0.3 0.2 4417 4416
R123 PEG cRGDfK 7 29 34 37 0.3 0.3 -41+11 | -33%7

Tableau 11: Nombre et pourcentage de R123, PEG et cRGD par nanoparticule, images de fluorescence,
taux d’extinction et propriétés hydrodynamiques des nanoplateformes multimodales
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L’efficacit¢ de couplage du cRGDfK-PEG-NH; est similaire a celui observé sur la
nanoplateforme yFe.O3@CA (cf Tableau 10). En effet, une soixantaine de molécules
cRGDfK-PEG-NH; sont greffés dans les deux cas. Ainsi, la présence du fluorophore n’a pas
affecté le couplage du cRGDfK-PEG-NH,. Par ailleurs, une quantité comparable de peptide
cRGDfK a été évaluée avec la fonctionnalisation en trois étapes (62 cRGDfK). Les deux
méthodes permettent de synthétiser des nanoplateformes similaires au point de vue des
propriétés hydrodynamiques, du nombre de cRGD, PEG ou R123 couplés et du taux
d’extinction, Tableau 11. D’un point de vue pratique, la fonctionnalisation en deux étapes est
a privilégier. Notons que le taux d’extinction a largement augmenté, mais qu’il reste
néanmoins suffisant pour I’imagerie de fluorescence.

Au niveau des propriétés magnétiques, la Figure 29 présente les signatures MIAplex des
différentes nanoplateformes multimodales. Dans les deux cas, I’intensité du signal a diminué
par rapport a la nanoplateforme yFe O3@CA. Cette observation peut étre reliée, comme

précédemment, a un état d’agrégation plus important.

1,00x10
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Figure 29 : Evolution de la signature MIAplex® (normalisées / mg y-Fe:03) des nanoplateformes
multimodales obtenues en 2 étapes (rose) et 3 étapes (orange) en comparaison avec la nanoplateforme
YFe20:@CA (noir)

La synthese de nanoplateformes fonctionnalisées par un fluorophore, des chaines PEG et un
motif cRGD a été réalisée et caractérisée avec succes. Pour compléter cette étude, les
prochaines étapes consistent a évaluer leur potentiel en tant qu’agent de contraste IRM,

étudier leur stabilité¢ dans un milieu biologique, ainsi que mesurer leur affinité vis-a-vis des

intégrines ovf33.
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III. Evaluation des nanoplateformes synthétisées en
tant qu’agent de contraste IRM

L’influence du couplage d’un fluorophore, d’un PEG ou d’un motif RGD sur leur potentiel en
tant qu’agent de contraste IRM a ¢été étudié en utilisant les séquences précédemment établies
(cf Annexe 2.6). La Tableau 12 répertorie les valeurs de relaxivités rl et r2 obtenues pour les
différentes nanoplateformes. Nous pouvons ainsi constater que le couplage de petites
molécules sur la nanoplateforme yFe,O3@CA a peu d’influence sur la relaxivité puisque les
valeurs r1 (7.4 a 11.1 mM's?') et 2 (170 a 186 mM's!) varient peu selon la
fonctionnalisation, et restent du méme ordre de grandeur que celles sur la nanoplateforme de

référence (r1=7.4+ 0.6 mM'stetr2 =186+ 5 mM's!).

Nanoplateformes r, (mM1s?) r, (mMisl)
VYFe,0;@CA 74 06 186 5
yFe,0;@CA-(PEG-RGD) R=2 75 0.6 174 7
Multimodale (2 étapes) 10.3+0.5 186+ 4
Multimodale (3 étapes) 11.1 0.2 170 14

Tableau 12 : Relaxivités r1 et r2 des différentes nanoplateformes synthétisées

IV. Evaluation de la stabilité en milieu biologique

La stabilité¢ des nanoparticules dans le sérum est un critere important pour leur utilisation en
tant que systeme de ciblage in vivo. La stabilité de ces nanoplateformes en milieu biologique a
ainsi été étudiée par spectroscopie de fluorescence. En effet la fluorescence sera différente si
le fluorophore est accroché a la nanoplateforme (taux d’extinction) ou si celui-ci est libre en
solution. Pour cela, la nanoplateforme yFe.O3@CA-R123 (11 fluorophores) a été dispersée
dans du sérum de veau feetal (SVF) a 10% ou 50 %, a une concentration de 0.1 mM en fer.
L’évolution de I’intensité de fluorescence en fonction du temps a été enregistrée.

Afin d’évaluer le relargage du fluorophore, nous avons tout d’abord évalué le taux
d’extinction dans chaque milieu. Des valeurs relativement similaires de 4.8, 4.9 et 4.0,
respectivement dans 1’eau, 10% de sérum et 50% sérum, ont été calculées. Ces taux

d’extinctions sont utilisés pour le calcul du taux de relargage, défini a partir de I’équation 2 :
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_[0

relargage (%) = ——=-100{ (2
gage (%) 01 )

0

avec I; ’intensité de fluorescence a un instant t
Io I’intensité de fluorescence a un instant t=0
Q le taux d’extinction

Les résultats sont reportés Figure 30. Aprés 24h, le relargage est inférieur a 15%, ce qui
montre la bio-stabilité des nanoplateformes et laisse envisager la possibilité de leur utilisation
in vivo. Par ailleurs, afin de déterminer si celui-ci est di a la coupure de la liaison amide entre
I’acide caféique et la rhodamine ou a un relargage de la molécule CA-R123, I’expérience a été
réalisée en présence d’anti-protéases dans le sérum. Les protéases sont connues pour
hydrolyser les liaisons peptidiques, ainsi leur élimination du sérum permettra d’éliminer
I’hypotheése d’un relargage par une coupure de la liaison amide. Un relargage similaire est
obtenu avec ou sans anti-protéases, ce qui indique que le relargage se produit par un

décrochement du complexe de la nanoplateforme.

20
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Figure 30 : Etude du relargage sur la nanoplateforme yFe:O3@CA-R123 (11 fluorophores) dans 10 %
SVF (rose), 50 % SVF (vert) et 10% SVF + anti-protéases (rouge)

Relargage (%)

V. Affinité des nanoplateformes vis-a-vis des intégrines

Afin d’étudier D’affinité des nanoplateformes vis-a-vis des intégrines oyf3, différentes
stratégies ont été envisagées. La premiére consiste a utiliser un procédé basé sur la résonance
plasmonique de surface (SPR, cf Annexe 3.3), et la seconde a réaliser un dosage de liaisons

sur support solide en présence d’un compétiteur (Solid Phase Binding Assay, cf Annexe 3.4).
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V. 1. Etude par SPR (BlAcore)

Pour réaliser cette étude, nous avons utilisé un appareil BIAcore X100 (GE healthcare) et une
puce CMS, surface d’or recouverte de carboxyméthyldextran (CMD). Cette puce est
constituée de deux pistes : une piste de référence et une piste de mesure. Nous avons tout
d’abord essayé une stratégie standard qui consiste a coupler sur la piste de mesure de maniére
covalente, via la fonction amine, l’intégrine o.f3 (cf Annexe 3.3). Lors de ce type
d’immobilisation, la reconnaissance du motif RGD ne pourra se faire que si les deux sous
unités alpha et beta de I’intégrine sont proches. L’activité des intégrines sur la surface a ainsi
été vérifiée en utilisant une glycoprotéine de la matrice extracellulaire, la vitronectine. Nous
avons ensuite voulu tester I’affinité du peptide cyclique cRGDfK, mais son faible poids
moléculaire n’a pas permis 1’obtention de résultats concluants. Nous avons donc changé la
procédure standard, et avons immobilisé les nanoplateformes directement sur la puce (sans
activation préalable) en utilisant la nanoplateforme yFe:O3@CA comme référence, Figure 31.
Malgré des procédures de lavage extrémes (NaOH ou HCl 100mM), un signal RU constant

est observé, démontrant une forte interaction entre les nanoplateformes et le CMD.

Piste de
Reférence

U

{ |
cvb Py AR S A Temps

L

b Immobilisation Injection J 3
Piste de — — T — -
4
a a L+
: ;. T

Figure 31 : Procédure utilisée lors de I’étude par SPR : Les nanoparticules sans cRGD (yFe:0:@CA) et
avec cRGD (yFe:03@CA-cRGD ou yFe:0:@CA-(PEG-cRGD)) sont immobilisées respectivement sur la
piste de référence et sur la piste de mesure puis I’intégrine est injectée a une concentration définie. Le
signal obtenu en RU témoigne de I’affinité de la nanoplateforme vis-a-vis des intégrines.

Les nanoplateformes étudiées sont yFe:O3@CA, yFe:O3@CA-cRGD (43 cRGDfK par
nanoparticule) et YFe;O3@CA-(PEG-cRGD) (61 cRGDfK-PEG-NH> par nanoparticule). La
Figure 32A montre les sensorgrammes obtenus aprés immobilisation des différentes
nanoplateformes. Avant injection des intégrines ovf3, les valeurs de RU obtenus pour les
nanoplateformes yFe.O3@CA (coube noire), et YFe:O3@CA-cRGD (courbe verte) sont
élevées : 1500 et 1800 respectivement. La réponse est beaucoup plus faible pour la
nanoplateforme yFe O3 @CA-(PEG-cRGD) et atteint seulement 230 RU apreés 3 injections
(courbe rouge). Ceci indique que les interactions de la nanoplateforme yFe.O3@CA-(PEG-
cRGD) avec le CMD sont largement diminuées, ce qui peut étre li¢ a la présence du lien PEG

qui doit limiter la possibilité de liaisons hydrogénes.
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Apres injection des intégrines o.f3, Figure 32B :

- un signal constant (courbe noire) est observé avec la nanoplateforme yFe,Os3@CA
indiquant aucune interaction avec les intégrines.

- Le signal augmente en ce qui concerne les autres nanoplateformes et atteint100 RU
pour YFe2O3@CA-cRGD (courbe verte) et 14 RU pour yFe.O3@CA-(PEG-cRGD)

(courbe rouge), indiquant des interactions RGD-intégrines.

La capacité de liaison peut étre évaluée de facon théorique a 1’aide de la relation 3. En tenant
compte du signal spécifique (RU) de chaque plateforme immobilisée et en supposant une
masse moléculaire de 150 kDa pour I’intégrine et 1300 kg/mol pour les nanoplateformes
vFe203@CA-cRGD et yFerO3@CA-(PEG-cRGD). Les valeurs calculées sont respectivement

200 RU et 25 RU. Ces résultats sont en accord avec ceux observés expérimentalement.

Analyte (MW
Capacité théorique de liaison (RU) = Analyte (MW Ligand immobilisé (RU) (3)
Ligand (MW)

Par ailleurs, il est a noter que pour la nanoplateforme yFe2O3@CA-(PEG-cRGD), un signal
RU est obtenu qu’a partir d’une concentration en intégrines de 30 nM. Ceci s’interprete en
tenant compte du faible taux d’immobilisation de la nanoplateforme. Les mesures cinétiques
n’ont ainsi pu étre effectuées qu’avec la nanoplateforme yFe2O3@CA-cRGD. L’évolution du
signal RU en fonction de la concentration en intégrines est présentée Figure 32C. En utilisant
le modele « steady state affinity » (cf Annexe 3.3), une affinité de la nanoplateforme vis-a-vis
des intégrines de 9 nM est déduite. Cette valeur est plus faible que celle publiée dans la
littérature pour le peptide cRGDfK (1.3 puM),” suggérant une meilleure affinité pour la
nanoplateforme. Ceci peut étre li¢é au nombre de cRGDfK greffés a la surface de la
nanoplateforme (43) induisant un effet multivalent. Cette étude SPR nous a permis de montrer
une affinité des nanoplateformes avec le cycloRGD vis-a-vis des intégrines et de la quantifier
dans le cas de la nanoplateforme yFe.O3@CA-cRGD (R=2). Cependant, nous avons pu
constater que cette technique présentait des limites et ne permettait pas de mesurer 1’affinité

pour toutes les nanoplateformes.
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Figure 32 : (A) Immobilisation de yFe:03;@CA (noir), yFe20:@CA-cRGD (vert) and yFe:0:@CA-(PEG
cRGD) (rouge, aprés 3 injections) ; (B) Réponse aprés I’injection d’avp3 de 200 nM sur pFe203@CA (noir),
10 nM sur yFe:03@CA-cRGD (vert) et 30 nM sur yFe:03@CA-(PEG-cRGD) (rouge) ; (C) Cinétique
réalisée sur yFe:03@CA-cRGD aprés injections de solutions d’intégrines a concentration croissante
(1.23nM, 3.7nM, 11.1 nM et 33 nM)

V. 2. Etude par dosage de liaison en présence d’un
compétiteur

L’affinité des différentes nanoplateformes a été évaluée en utilisant une méthode basée sur le
dosage de liaisons sur support solide en présence d’un compétiteur radioactif, 1’!'%I-
Echistatine. Cette étude a été réalisée dans le service de médecine nucléaire a 1’Hopital
Avicenne (Dr V. Eder, Dr Y. Lalatonne). Le schéma du principe de dosage est présenté Figure
33 et le protocole expérimental est décrit en Annexe 3.4. Briévement, cette méthode consiste a
mettre en présence une quantité constante de ligand radioactif, 1’'>*I-Echistatine, avec une
quantit¢ variable de ligand concurrent (nanoparticules ou peptides). Apres lavages et

solubilisation des entités liées, une mesure radioactive est effectuée. Une fois les courbes
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tracées, nous pouvons déterminer 1’IC50, qui correspond a la concentration du ligand

concurrent supprimant 50% de la liaison spécifique du radioligand.

Dérivés RGD 7. Solubilisation (NaOH 2M)
ou nanoparticules 8. Mesures de radiactivité

Cvariables 125]-Echistatin
C constante .

1. Incubation 2. Lavages 5. Incubation 3h ’ R
L) =" AN s e =S M — .

Microlite 2+ 12h-4C 3. Incubation 2h 6. Lavages 1

4. lLavages Log (IC50)
log (compétiteur)

a
S
=

Liaison totale du radioligand

Figure 33: Schéma de principe du dosage de liaison en présence d’un compétiteur

Les constantes d’affinité K; sont ensuite calculées selon 1’équation 4, en tenant compte de la
concentration d’!'?°I-Echistatine dans le puits (0.05nM) et de sa constante d’affinité de 0.22nM

(déterminée dans 1’ Annexe 3.4).%°

K== ®
I+—

Avec Ki la constante d’affinité
K4 la constante d’affinité de I’Echistatine (0.22 nM)
L* la concentration d’'*’I-Echistatine dans le puit (0.05 nM)

La Figure 34 montre les courbes obtenues pour les différents ligands concurrents étudiés, et le
Tableau 13 récapitule les valeurs d’IC50 et de K; obtenues. Tout d’abord, il n’est pas observé
d’interactions entre la nanoplateforme yFe;O3@CA et les intégrines, Figure 34A (courbe
violette), ce qui confirme les résultats obtenus par la méthode BIAcore. En ce qui concerne les
peptides seuls, les constantes d’affinité des ligands cRGDfK et cRGDfK-PEG-NH; sont
respectivement 76 et 26 nM. L’amélioration de I’affinité entre ces deux molécules peut étre
reliée a une meilleure hydrophilie introduite par la présence du lien PEG. En ce qui concerne
les nanoplateformes avec cRGD, les valeurs des constantes d’affinité des nanoparticules
multivalentes sont améliorées en comparaison du ligand libre correspondant. Les
nanoparticules avec un nombre équivalent de cRGDfK (59 £ 9) ou cRGDfK-PEG-NH; (61 +
3) ont une affinité similaire, respectivement de 5 et 4 nM. Ainsi, l'introduction d’un
groupement PEG entre la nanoplateforme et le motif RGD n’a pas induit une meilleure
affinité¢ contrairement aux ligands libres. Ceci peut étre reli¢ a la longueur de chaine

relativement faible (18,1 A). Cependant, le meilleur taux de greffage obtenu avec le cRGDfK-
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PEG-NH> (voir R=20, Tableau 13) conduit a une affinit¢é subnanomolaire de 0.8 nM. Les
nanoplateformes multimodales, Figure 34C, quant a elles, présentent une affinité équivalente
(respectivement 3 et 7 nM pour la fonctionnalisation en deux ou trois étapes), qui est
conforme a celle obtenue pour la nanoplateforme yFe;O3@CA-(PEG-cRGD) présentant un
nombre équivalent de peptides couplés (61 PEG-cRGD, Ki = 4 nM). Ainsi la présence du
fluorophore n’a pas d’impact sur la valeur de I’'IC50.

Afin de relier K; (multivalent) et K; (libre), dans le cas ou le nombre d’interactions ligand-
cible n’est pas connu, Whitesides et al. ont défini un facteur de coopérativité § (B = K; (libre)/
Ki(multivalent)).>! Le Tableau 13 regroupe les valeurs de B obtenues pour les nanoparticules
multivalentes testées. Ce facteur varie approximativement de 1 a 40 et augmente linéairement
en fonction du nombre de cRGD sur la nanoplateforme, Figure 34D. Ceci est en accord avec
les observations de Piletska et al.** sur des nanoparticules biotinylées et Soukka et al.** sur
des nanoparticules avec anticorps qui ont montré que 1’avidité de la nanoplateforme vis a vis

de sa cible est directement corrélée au nombre de sites de liaisons sur la surface de la

nanoparticule.
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Figure 34 : »’I-echistatine a été ajoutée 2 une concentration finale de 0.05 nM en présence de nombreux
ligands compétiteurs. Apres 3h, les puits sont lavés et la radioactivité est mesurée. Les ligands étudiés sont
(A) yFe203@CA (violet), cRGDfK (vert), yFe203@CA-cRGD pour un rapport R=0.2 (noir), R=2 (bleu),
R=20 (rouge) ; (B) cRGDfK-PEG:-NH: (vert) yFe203@CA-(PEG-cRGD) pour un rapport R=0.2 (noir),
R=2 (bleu), R=20 (rouge) ; (C) Nanoplateformes multimodales avec deux (rouge) et trois (noir) étapes de
fonctionnalisation et leurs blancs respectifs (vert) et (bleu) ; (D) Evolution du facteur B en fonction du
nombre de cRGD
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R NbRGD | %RGD | IC50 K; B
(Mw) (oPA) (nM) | (nM

0 - - 93 76 -

0.2 25+2 2+0.2 30 24 3.1
cRGDfK

2 43+4 4+04 16 13 5.8

20 59+9 5+1 6 5 16

0 - - 32 26 -
¢(RGDfK)- | 0.2 35+8 3+1 17 14 1.9
PEG-NH, 2 61+3 6+0.3 5 4 6.4
20 130+30 | 12+3 0.8 0.7 40

Tableau 13 : IC50, Ki et facteur B obtenus par dosage par competition des nanoplateformes yFe:03@CA-
c¢RGD et yFe:03@CA-(PEG-cRGD) pour des ratios R=0, R=0.2, R=2 and R=20

Ainsi, les différentes nanoplateformes synthétisées ont été caractérisées et leur affinité vis-a-

vis des intégrines a ét¢ démontrée. Ces étapes préliminaires permettent d’envisager des

futures manipulations biologiques (in vitro ou in vivo) Le cRGDfK est le peptide de référence

pour le ciblage, cependant d’autres ligands, beaucoup moins étudiés, peuvent étre utilisés.

VL. Vers les peptidomimétiques

Comme décrit dans le chapitre 1, des peptidomimétiques RGD peuvent étre exploités pour le
ciblage des intégrines ovf3. Leur conception a pour objectif de conduire a des mimes du
peptide RGD moins cotliteux, plus résistants aux dégradations biologiques et présentant une
affinité identique si ce n’est plus importante vis-a-vis des intégrines grace a une optimisation
de leur structure.** Dans le cadre du projet ANR, financeur de ma bourse de thése,
I’¢laboration de peptidomimétiques a été réalisée par le Dr J. Perard (Université Paris
Descartes, UMR 8638) en se basant sur une simulation docking in silico réalisée par le Dr N.
Dupont (Université Paris 13, UMR 7244). Cette simulation, obtenue a 1’aide du logiciel
CCDC GOLD?’, tient compte des interactions ligand-protéine, et permet d’optimiser et de
valider les nouvelles propositions structurales.

Les mimes développés présentent un groupement pyrrolidinone substitué par des groupements
guanidine et acide carboxylique, mimant respectivement 1’arginine et 1’acide aspartique ainsi
qu’une fonction amine nécessaire pour le couplage sur la nanoplateforme. L’optimisation de
leur structure a été étudiée par simulation docking en modifiant la longueur de chaine entre les
deux groupements servant a la reconnaissance des intégrines, leur position ainsi que le centre

de stéréochimie, Figure 35.
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. | /
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configurations

Figure 35 : Structure de base du peptidomimétique comprenant une fonction guanidine (bleue) et une
fonction acide carboxylique (rouge) reliées par un groupement pyrrolidinone et modifications possibles en
vue de I’optimisation de cette structure
Les résultats de docking obtenus ont conduit a la synthése de différents composés, Figure 36.
Leur affinité vis-a-vis des intégrines of3 a ensuite été évaluée par dosage de liaisons sur
support solide en présence du compétiteur radioactif, I’'?°I-Echistatine. La Figure 36 montre
les résultats obtenus. Le composé 10b présente la meilleure IC50 (50uM), ce qui est en accord

avec les ¢tudes de docking, mais celle-ci reste relativement faible en comparaison avec le

peptide cyclique de référence, le cRGDK (0.093 uM).
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Figure 36 : Structure chimique des mimes, simulation docking et résultats d’IC50 obtenus par dosage de

liaisons

Le mime présentant la meilleure affinité (composé 10b, Figure 36) a été greffé a la surface de

la nanoplateforme yFe2O3;@CA et I’affinité a été évaluée, Figure 37. Le nombre de molécules
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couplées en surface (65 £ 2) a été évalué¢ par dosage OPA. Cependant, méme en tenant
compte de I’effet coopératif, observé précédemment sur les nanoplateformes yFe,O3@CA-
cRGD et yFe O3 @CA-(PEG-cRGD), I’affinité de la nanoplateforme yFe.O3@CA-Mime n’a
pas pu étre détectée dans la gamme de concentrations utilisable lors du dosage de liaisons.

(10'* 2 107 M en nanoparticules).

120
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» (%] o]
o o o
1 1 1
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o

0 e e : :
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Figure 37 : Résultat de I'affinité de la nanoplateforme yFe:O3;@CA-Mime

En conclusion, nous avons ainsi couplé différentes molécules (Fluorophore, PEG,
RGD) sur la nanoplateforme yFe:O3@CA. Le couplage a été optimisé sur chaque molécule
séparément et son efficacité a pu étre évaluée par différentes techniques (spectroscopies
fluorescence, infrarouge, méthode de dosage des fonctions amines). Ces étapes préliminaires
ont servi de base a [’élaboration de nanoplateformes multimodales utilisables pour la double
imagerie (fluorescence et IRM). Ces nanoplateformes stables d’un point de vue biologique ont
montré des propriétés d’agent de contraste IRM T2 qui sont peu modifiées en couplant les
différentes entités. Par ailleurs, [’affinité de ces agents de contraste vis-a-vis des intégrines a
été evaluée principalement par une méthode de dosage des liaisons sur support solide,
utilisable quel que soit le type de nanoplateforme, en comparaison avec la méthode de mesure
par BlAcore. L’élaboration de peptidomimétiques n’a pas conduit a une amélioration de
Iaffinité (comparée au cRGDfK) et doit étre optimisée. Pour compléter cette étude, des
evaluations biologiques permettront d’évaluer [’efficacité de ces nanoplateformes in vitro et

in vivo et seront détaillées dans le chapitre 5.
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Chapitre 3 : Fonctionnalisation des nanoparticules par chimie des carbodiimides et chimie click :
étude comparative

Dans ce chapitre, nous comparons [’efficacité du couplage de molécules par chimie des
carbodiimides ou par chimie click (réaction de Huisgen ou réaction thiol-yne). Deux
molécules de la famille des bisphosphonates qui different par leur fonction terminale,
fonction acide carboxylique ou fonction alcyne, ont été synthétisées et sont utilisées pour la
fonctionnalisation de surface des nano-complexes y-Fe203. Ces fonctions réactives servent
par la suite aux couplages de différentes biomolécules (Fluorophore, PEG, et RGD).
L’évaluation de la stabilité en milieu biologique des nanoparticules synthétisées, leur
potentiel en tant qu’agent de contraste et leur affinité vis-a-vis des intégrines, selon la

stratégie de couplage, sont étudiés.

I. Les bisphosphonates

Les bisphosphonates sont connus depuis le 19°™ siécle en tant qu’adoucisseur d’eau dans les
systemes d’irrigation. Depuis les années 1960, ils sont utilisés pour le traitement de maladies
osseuses telles que 1’ostéoporose, la maladie de Paget, ou comme inhibiteurs de la
prolifération des métastases osseuses. Du point de vue de leur structure, les bisphosphonates
sont des analogues structuraux stables du pyrophosphate, régulateur naturel endogene de la
minéralisation osseuse, ou 1’atome d’oxygene de la fonction phosphodiester (P-O-P) est
remplacé par un carbone central (P-C-P) sur lequel se substitue deux chaines latérales R1 et
R2. Cependant a la différence du pyrophosphate, ils ne sont pas hydrolysés par les enzymes
(telles que la phosphatase alcaline) leur conférant ainsi une plus grande stabilité. Tous deux
présentent de nombreux atomes d’oxygene qui apres ionisation sont capables de chélater les
cations divalents (Ca?", Mg?*, Fe?"), ce qui explique la forte affinité pour I’hydroxyapatite,
composant essentiel du squelette, Figure 1. La chaine R2 conditionne fortement les propriétés
biologiques et pharmacologiques alors que la chaine R1 influence leur mode de chélation vis-
a-vis des cations divalents. Ainsi, lorsque cette chaine se compose d’un atome d’hydrogeéne,
Figure 1A, une structure bidentate avec les ions métalliques divalents par coordination d’un
atome d’oxygene de chaque groupe phosphonate avec le cation est attendue. L’introduction
d’un groupement hydroxyle permet la formation d’un complexe tridentate avec les métaux

divalents, Figure 1B.
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Figure 1 : Proposition de complexation de surface des bisphosphonates sur des nanoparticules lorsque (A)
R1=H ou (B) R1=OH

Ainsi, c’est pour leur propriété de chélatants du fer que des molécules de la famille des
HydroxyM¢éthyleneBisPhosphonates (HMBP) ont été utilisées pour fonctionnaliser la surface
des nanoparticules de maghémite. Les deux bisphosphonates, synthétisées au laboratoire,
différent par leur fonction réactive terminale : une fonction acide carboxylique pour I’acide 5-
hydroxy-5,5-diphosphonopentanoique (HMBP-COOH), et une fonction alcyne pour I’acide 1-
hydroxyhept-6-yne-1,1-diyldiphosphonique (HMBP-C=CH). Ces molécules sont constituées
de plusieurs charges avec quatre valeurs de pKa pour les fonctions acides phosphoniques (0.8,
2.2, 6.3, 10.9 pour P-OH/P-0O"), auquel s’ajoute, pour le HMBP-COOH, celui de la fonction
carboxylique (4.8 pour COOH/COO").

Leur synthése est réalisée selon un protocole décrit Figure 2.!? Deux équivalents de
tris(triméthylsilyl)phosphite sont additionnés sous atmosphere inerte, a -20°C, a un chlorure
d’acide. Aprés suivi de I’évolution de la réaction par RMN 3!P {'H}, les fractions volatiles
sont évaporées sous pression réduite. L hydrolyse du mélange est ensuite réalisée dans du
méthanol a température ambiante. La synthése du HMBP-COOH requiert une étape
supplémentaire de saponification afin d’obtenir le composé voulu. Une fois purifi€, les
bisphosphonates sont caractérisés par RMN 'H, 3'P, 3C. Les différentes synthéses et
caractérisations sont détaillées en Annexe 5. Par cette méthode, les produits sont obtenus avec

des rendements satisfaisants, Tableau 1.

QA _OH R Rdt (%)

P
1. P(OSiMey); HO™ OH
ro~ A 0 g || wone | w2
Cl 2. MeOH p”” —
HO” \\O CHL-C=CH 70

Figure 2 : Synthése des bisphosphonates
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Formule chimique Rendement (%)

8]
a OH
o H(}-')P/ oH
HMBP-COOH HOJ\/\_)( _oH 82
oy
[e)
/\\P _OH
iMe3); HO OH
HMBP-C=CH > Q 70
H _Z -
Z HO” P\\C:-I

Tableau 1 : Structure, et rendement des bisphosphonates synthétisés

II. Syntheése, fonctionnalisation de la surface et

caractérisation des nanoparticules

IL. 1. Synthese et fonctionnalisation de surface

Les nanoparticules de maghémite y-Fe;O3 sont synthétisées en systéme micellaire direct (cf
chapitre 2). Pour la fonctionnalisation de surface, les bisphosphonates sont ajoutés a la
solution de nanoparticules a pH acide (pH 2). Dans ces conditions, les nanoparticules sont
chargées positivement et les bisphosphonates négativement. La fonctionnalisation de surface
est réalisée sous agitation magnétique a température ambiante pendant deux heures. Les
nanocristaux sont ensuite séparés du surnageant par précipitation sur un aimant a pH acide.
L’opération est répétée cinq fois. Apres les lavages, les nanoparticules « habillées » sont
redispersées dans 1’eau a pH physiologique. On obtient ainsi différents ferrofluides stables a

pH neutre yFe;O3@HMBP-COOH, et yFe;O3@HMBP-C=CH.

II. 2. Caractérisation

Les deux nanoplateformes, yFe:O3@HMBP-COOH et yFe:O3@HMBP-C=CH, ont été
caractérisés par MET, Figure 3. Leur taille moyenne et leur polydispersit¢ sont

respectivement 9 nm et 0.2 (wo=1.8nm).
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Figure 3 : Clichés MET et distribution en taille des nanoparticules (A) YFe:20:@HMBP-COOH, et (B)
vFe:0:@HMBP-C=CH

L’état de surface est caractérisé d’un point de vue qualitatif par spectroscopie infrarouge. La
Figure 4 présente les spectres infrarouges (pastilles KBr) des ligands et des nanoparticules
aprés fonctionnalisation. Les spectres infrarouges des bisphosphonates présentent des bandes,
entre 900 et 1200 cm™, de vibrations larges et intenses correspondant aux liaisons P-O et
P=0. De plus, pour le HMBP-COOH, on remarque les bandes caractéristiques des ions
carboxylates a 1573 (asymétrique) et 1411 (symétrique) cm™'.> Les spectres des
nanocomplexes formés mettent en évidence plusieurs changements confirmant la
fonctionnalisation des nanoparticules. On observe notamment 1’apparition d’une large bande a
600 cm™!, qui correspond a la vibration de la liaison Fer-Oxygeéne a la surface des particules et
un déplacement vers les faibles longueurs d’ondes des bandes de vibrations des liaisons
phosphonates P-O et P=0, indiquant de fortes interactions entre la molécule et la surface des

nanoparticules. Ceci confirme la complexation de surface sur la nanoplateforme via les

bisphosphonates.
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Figure 4 : Spectres infrarouges des ligands (A) HMBP-COOH (violet) et (B) HMBP-C=CH (orange) et des
nanoplateformes ""habillées" (noir)

Les mesures de la taille hydrodynamique et du potentiel de surface des deux nanoplateformes
en fonction du pH sont présentés Figure 5. Dans les deux cas, le PIE est situé¢ aux alentours de
pH 2. Lorsque le pH est supérieur a 2, la charge moyenne de surface est négative. Les
mesures de tailles hydrodynamiques montrent que les nanoparticules « habillées » sont stables
sur une gamme importante de pH, entre pH 4 et pH 11. A pH 2, seules deux fonctions
phosphonates sont déprotonées et engagées dans la complexation de surface des
nanoparticules. Ainsi, pour les deux nanoplateformes, a bas pH, les répulsions électrostatiques
entre nanoparticules sont faibles voir nulles, les particules s’agrégent. Lorsque le pH
augmente, les autres fonctions phosphonates et/ou acide carboxylique se déprotonent ce qui
induit D’apparition de charges négatives a la surface des particules. Ces interactions
¢lectrostatiques répulsives entre nanoparticules permettent d’obtenir une stabilité colloidale a
partir d’un pH de "ordre de 4. Le potentiel Zeta et la taille hydrodynamique a pH neutre de
chaque nanoplateforme sont reportés dans le Tableau 2. On remarque que la taille
hydrodynamique est trés proche de la taille cristalline (9 nm), ce qui confirme un état

d’agrégation faible et une stabilité colloidale a pH physiologique.
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Figure S : Diametre hydrodynamique et potentiel de surface en fonction du pH des nanoparticules
fonctionnalisées par HMBP-COOH (A) et HMBP-C=CH (B)

vFe203@HMBP-COOH

vFe203@HMBP-C=CH

o 114+3 102+3
h (nm) PdI: 0.3 PdI: 0.3
Zeta (mV) -56+7 -52+8

Tableau 2 : Tailles hydrodynamiques et potentiels Zeta a pH neutre des nanoplateformes ""habillées"

En ce qui concerne leurs propriétés magnétiques, les signatures VSM et MIAplex® des
nanoparticules apres greffage (@ pH 7) sont représentées Figure 6 et attestent d’un
comportement superparamagnétique. L’aimantation a saturation est relativement proche
puisqu’elle est de 43 et 47 emu/g respectivement pour yFe.O3@HMBP-COOH, et
vFe:03@HMBP-C=CH, et concorde avec celle obtenue pour la nanoplateforme yFe;O3@CA
(chapitre 2, 48 emu/g). Les courbes ZFC-FC, quant a elles, permettent de mettre en évidence
une température de blocage de 202 et 215 K respectivement pour yFe.O3@HMBP-COOH, et
vFe20:@HMBP-C=CH, témoignant de fortes interactions entre les particules, menant a une
La plus faible température de blocage obtenue pour la

magnétisation collective.

nanoplateforme yFe;O3@HMBP-COOH pourrait cependant témoigner d’interactions

dipolaires légerement plus faibles.
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Figure 6 : Signatures VSM (sous forme de poudre) et MIAplex® (normalisées / mg y-Fe203) en insert des
nanoparticules (A) yYFexO;@HMBP-COOH, et (C) YFe20:@HMBP-C=CH ; Courbes ZFC-FC(sous forme
de poudre) des nanoparticules (B) yFe:0O3:@HMBP-COOH et (D) yFe20:@HMBP-C=CH
Le potentiel de ces nanoplateformes en tant qu’agent de contraste T2 a été évalué sur un IRM
clinique 1.5T. Les images T2 obtenues a différentes concentrations sont présentées Figure 7.
Les relaxivités r2 ont été calculées et sont de 127 = 1 mM'.s! et de 179 + 5 mM s’
respectivement pour YFe;O3 @HMBP-COOH et yFe,O3@HMBP-C=CH. Cette derniere valeur
est proche de la relaxivité 12 obtenue pour la nanoplateforme yFe,O3@CA (186 + 5 mM.s).
Outre les propriétés magnétiques du noyau, la couche de surface peut affecter le contraste
IRM des nanoparticules. La relaxivité est déterminée par la diffusion transverse des molécules
d’eau dans le champ magnétique autour des nanoparticules, les agents se surface peuvent ainsi
jouer un role en excluant ’eau du cceur magnétique, en génant la diffusion des molécules
d’eau ou en augmentant leur temps de résidence en formant des liaisons hydrogeénes.* Les
différences observées entre les différentes nanoplarteformes pourraient alors étre influencées
par la nature de la fonction terminale. En effet, une étude menée par Tong ef al. a montré que
les groupes fonctionnels présents sur la surface de nanoparticules pouvait influencer les temps

de relaxation T2.° De plus, I’équipe d’Abbasi e al.® a montré que la relaxivité augmente avec
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les interactions dipolaires, pouvant ainsi expliquer la plus faible relaxivité observée pour la

nanoplateforme yFe.O3;@HMBP-COOH.

A [Fe] 7 B [Fe] 7
_—

_—

10d r,=127 +1 mMis? r,=179 £ 5 mM1is?

T T T T T T T T
0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
[Fe] (mM) [Fe] (mM)

Figure 7 : Images T2 obtenues sur un IRM clinique 1.5T aux concentrations cFe=0.061 ; 0.093 ; 0.125 ;
0.188 ; 0.25 mM (TR=2000 ms et TE=20 ms) et relaxivités R2 obtenues pour (A) YFe:20:@HMBP-COOH
et (B) YFe:0:@HMBP-C=CH

IL. 3. Quantification des ligands adsorbés

La détermination du nombre de ligands adsorbés a la surface des nanoparticules a été réalisée
par analyse thermogravimétrique (ATG) mais €galement par énergie dispersive de rayons X
(EDX) en se basant sur le rapport atomique fer/phosphore (Annexe 2.9). Les courbes ATG et
spectres EDX obtenus sont présentés Figure 8 et les résultats sont regroupés dans le Tableau

3.

B

A !
J Ameau(%)=2.7 i /v

J I Ameau(%)=2.2 |
AM(%)=12.8 Bl |
PR | Am(o/o)=9_3 f

0 1 2 3 4 5 6 T ke 0 1 2 3 4 5 6 7 ke
Figure 8 : Courbes d’ATG (vertes) et dérivées (violettes) et spectres EDX des nanoplateformes habillées
par (A-C) HMBP-COOH ou par (B-D) HMBP-C=CH
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On obtient environ 550 molécules HMBP-COOH et 440 molécules HMBP-C=CH par

nanoparticule, ce qui correspond a une surface occupée de 46 A? et 58 A2 respectivement. Ce

taux de couverture est en accord avec la littérature (50 a 62 A%)78

YFe20:@HMBP-COOH | yFe203@HMBP-C=CH

ATG 560 + 50 400 £40

EDX 550+ 30 440 + 40

Tableau 3 : Résultats ATG et EDX pour les différentes nanoplateformes

III. Comparaison du couplage par chimie des
carbodiimides et chimie click

Différentes méthodes de couplage ont été utilisées pour la fonctionnalisation de surface des
nanoparticules. La plus classique implique la formation d’une liaison amide par chimie des
carbodiimides. Ces dernic¢res années 1’émergence de la chimie click a eu un large impact sur
la fonctionnalisation des nanomatériaux. La réaction la plus utilisée est la réaction de
cycloaddition de Huisgen catalysée par le cuivre 1. De nombreux exemples sur son utilisation
pour la fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer sont décrits dans la

littérature, !0

cependant relativement peu d’études donnent une quantification précise du
nombre de molécules couplées.'>!*!415 D autres réactions de chimie click ont également été
répertoriés : des additions de Michael'é, les réactions thiol-éne'” ou thiol-yne.!® Ainsi, dans
cette partie, nous avons voulu comparer 1’efficacité de couplage de différentes molécules par
chimie des carbodiimides et chimie click (cycloaddition ou réaction thiol-yne). Cette étude a
¢été réalisée sur des nanoparticules de méme composition, de méme taille, et complexées en
surface par un agent de type bisphosphonate ne différant que par sa fonction réactive
terminale. Des nanoparticules d’oxyde de fer présentant en surface des fonctions terminales
acides carboxyliques ou alcynes ont donc été synthétisées et caractérisées. Les groupements
fonctionnels sont utilisés pour le couplage de fluorophores, de chaines PEG, et de molécules

reconnaissant 1’intégrine ovfs (cycloRGD). L’effet des micro-ondes, entre la chimie des

carbodiimides et la cycloaddition, a été étudi¢ lors du couplage de fluorophores.
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I11. 1. Protocoles de couplage

En ce qui concerne le couplage par chimie des carbodiimides, le protocole utilisé a été décrit
dans le chapitre 2. Pour rappel, la fonction amine présente sur la molécule réagit avec la
fonction acide carboxylique sur la nanoplateforme, formant ainsi une liaison amide. Le
couplage se fait suivant un mécanisme en deux étapes : une premicre étape d’activation des

fonctions acides carboxyliques a pH acide puis le couplage a proprement parlé a pH basique.

Pour la voie «chimie click » (cf chapitre 1), la réaction de cycloaddition 1,3 de Huisgen
catalysée par le cuivre (I) a été utilisée pour les couplages de flurophores et de peptides RGD,
et la réaction thiol-yne, pour le couplage de chaines PEG, Figure 9. Les protocoles

expérimentaux sont détaillés ci-dessous.

‘—h{r’ C=CH C=CH
C=CH . N’/N 4 r/
C=CH /_/ C=CH C=CH C=CH
N3
— Eau / DMF
CuSO, - Initiateur radicalaire
c=cH Ascorbate C=CH C=CH UV (350 nm)
de sodium
C=CH C=CH C=CH C=CH

Figure 9 : Couplage par chimie click sur la nanoplateforme yFe:O:@HMBP-C=CH selon (A) la réaction
de cycloaddition de Huisgen ou (B) la réaction thiol-yne

Lors de la réaction de cycloaddition de Huisgen, les fonctions azides et alcynes, présentes
respectivement sur la molécule d’intérét et sur la nanoplateforme yFe:O;@HMBP-C=CH
réagissent en présence d’un catalyseur, ce qui conduit a la formation d’un cycle triazole,
Figure 9A. La molécule d’intérét, le sulfate de cuivre (5%) et I’ascorbate de sodium (30%)
sont ajoutés a une solution aqueuse de nanoparticules a pH neutre. L’ascorbate de sodium a
été utilisé afin de réduire le cuivre (II) (CuSO4) en cuivre (I). Une fois le couplage terminé,
des lavages sont effectués a pH 2 afin d’éliminer les molécules qui n’ont pas réagit. Les
nanoparticules ainsi modifiées sont redispersées dans I’eau a pH physiologique et les diverses

caractérisations sont effectuées.

Lors de la réaction thiol-yne (réaction radicalaire), Figure 9B, les fonctions thiols et alcynes,

présentes respectivement sur la molécule PEG et sur la nanoplateforme yFe.O3@HMBP-
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C=CH réagissent pour former des liaisons carbone-soufre. Les nanoparticules et les chaines
PEG sont dispersées dans un mélange eau/diméthylformamide (50/50). L’initiateur
radicalaire, la 1-hydroxycyclohexylphenylcétone, est ensuite ajouté et solubilisé. Le mélange
réactionnel est agité sous irradiation UV (350 nm). Une fois le couplage terminé, des lavages
sont effectués a pH 2 afin d’¢éliminer les molécules qui n’ont pas réagit. Les nanoparticules
ainsi modifiées sont redispersées dans 1’eau a pH physiologique et les diverses

caractérisations sont effectuées.

Ainsi une premiere étude comparative a été réalisée entre la chimie des carbodiimides et la
réaction de cycloaddition de Huisgen lors du couplage de fluorophores ou de peptides RGD.
Dans le premier cas, les conditions opératoires ont été modifiées, en jouant sur deux
parameétres : le ratio R, et la source d’énergie, avec ou sans micro-ondes. Le ratio R
correspond soit & I’exces de fonctions amines par rapport aux fonctions acides carboxyliques
(chimie des carbodiimides), soit & 1’excés de fonctions azides par rapport aux fonctions
alcynes (chimie click). Pour le couplage des peptides cRGD, la comparaison de la stratégie de
couplage a été réalisée pour un ratio (R=2) sous micro-ondes. Les conditions opératoires sous
micro-ondes sont identiques a celles utilisées précédemment sur la nanoplateforme

YFe2O3@CA (chapitre 2, tableau 3).

La seconde étude comparative concerne le couplage de chaines PEG par chimie des
carbodiimides ou par la réaction thiol-yne. Dans le premier cas, les chaines PEG ont été
couplées pour différents ratios R sous micro-ondes. Dans le second cas, les conditions
opératoires ont €t€¢ optimisées en jouant sur le ratio R, qui représente 1’exces de fonctions

thiols par rapport aux fonctions alcynes, et le temps d’irradiation sous lampe UV.

D’un point de vue pratique, nous pouvons remarquer que la chimie click présente certains
avantages par rapport a la chimie des carbodiimides :

- la réaction se fait a pH neutre, ce qui sera intéressant dans le cas de molécules
sensibles au pH (en chimie carbodiimide, il faut d’abord activer la fonction acide
carboxylique a pH 4 puis réaliser le couplage a pH basique)

- la réaction se fait en une seule étape (contrairement a la chimie des carbodiimides qui

en nécessite deux)

113



Chapitre 3 : Fonctionnalisation des nanoparticules par chimie des carbodiimides et chimie click :
étude comparative

Cependant, dans le cas de la réaction thiol-yne, les inconvénients peuvent étre reliés a
I’utilisation d’un solvant organique (DMF, DMSO) utilis¢ pour solubiliser I’initiateur

radicalaire ou de la lampe UV.

I11. 2. Couplages de fluorophores

L’efficacité¢ de couplage de fluorophores selon la méthode utilisée (carbodiimide ou click
pour la réaction de cycoladdition) a été comparée a différents ratio (R=2 et R=20) sous
énergie normale et sous énergie micro-ondes. Deux fluorophores ont été utilisés : 1’un
présente une fonction amine pour le couplage par chimie des carbodiimides, la Rhodamine
123 (R123) et I’autre, dérivé de la Rhodamine B, présente une fonction azide (RN3) pour le
couplage par chimie click, Figure 10. Ces deux fluorophores présentent respectivement une
absorption caractéristique a 500 et 552 nm et une émission de fluorescence localisée a 522 et
573 nm. Les spectres infrarouges des deux rhodamines sont présentés Figure 10. Le Tableau 4
indique leurs bandes d’absorption caractéristiques. Il est a noter pour la Rhodamine N3
’apparition de bandes intenses 1264, 1097, 1020 et 801 cm™ que nous n’avons pas réussi a

attribuer mais qui semble caractéristique de la molécule.
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Figure 10 : Spectres d'absorption (A) et de fluorescence (B) de la Rhodamine 123 ; Spectres d'absorption
(C) et de fluorescence (D) de la Rhodamine B modifiée
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.1 Bandes d’absorption des 1
= -1
vC=0 (cm ) Cycles aromatiques (cm ) vNs (em )
1650 1475
R123 | 1710 (ester) 1595 1411 1540 i
. 1631 1543
RN; | 1690 (amide) 1617 1515 1587 2092

Tableau 4 : Bandes caractéristiques des fluorophores

Les spectres infrarouges des nanoparticules YFe,O3@HMBP-COOH couplées a la Rhodamine
123 et les nanoparticules yFe>O3@HMBP-C=CH couplées a la Rhodamine B modifié¢e sont
présentés Figure 11. Les spectres infrarouges pour un ratio R=2 et R=20 a température

ambiante étant similaires a celui du ratio R=2 MW n’ont pas été représentés sur la figure.

A Couplage sur yFe,0@HMBP-COOH B Couplage sur yFe,0;@HMBP-C=CH
R=0 R=0
R=2 MW R=2 MW
[R=20 MW R=20 MW

i[R123 : RN,

; Ep

? : I\'Nuw

H : lL

VN " ] _,\,K

3000 2000 1000 3000 2000 1000
Nombre d*onde {cm™) Nombre d'onde {cm-}

Figure 11 : Spectres infrarouges des fluorophores (en rose) et des nanoplateformes aprés couplage de la
Rhodamine a différents rapports R (R=0 en vert, R=2 MW en bleu et R=20 M'W en noir)
Dans le cas de la chimie des carbodiimides, pour un ratio R=2 MW, les spectres des
nanoplateformes avant et aprés couplage différent trés peu. On retrouve les bandes
caractéristiques des vibrations de valence des groupements phosphonates du HMBP-COOH
(entre 900 et 1100 cm™). Lorsque le rapport R augmente, des changements notables sont
observés. Une diminution progressive de la bande de vibration Fer-Oxygéne (600 cm™), ainsi
que celle de la bande de vibration des liaisons phosphonates (900-1100 cm™) est observée. De
plus, des différences sont constatées dans la région 1400-1800cm™, correspondant aux bandes
d’absorption des cycles aromatiques. Sur la nanoplateforme, les bandes caractéristiques de la
Rhodamine 123 sont déplacées vers les plus grands nombres d’ondes et on remarque

I’apparition d’une nouvelle bande a 1634 cm™! caractéristique de la vibration de valence ¥C=0
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des liaisons amides. Ainsi, I’ensemble de ces résultats tend a prouver que la Rhodamine 123 a

bien été couplée de manicre covalente sur les nanoplateformes.

En ce qui concerne le couplage par chimie click, dés le ratio R=2 MW, on remarque
I’apparition de pics caractéristiques de la Rhodamine RN3; Comme pour le couplage par
chimie des carbodiimides, plus le ratio R augmente, plus la bande de vibration Fer-Oxygene
(vers 600 cm™) diminue. De plus, pour le ratio R=20 MW, la disparition du pic a 2092 cm™,
correspondant a la fonction azide du fluorophore, prouve la réaction de ce groupement avec

les fonctions alcynes présentes sur les nanoplateformes.

D’un point de vue qualitatif, les spectres d’émission de fluorescence des nanocomplexes
attestent de la présence de la Rhodamine a la surface des particules, Figure 12. Par
comparaison avec les spectres d’émission des fluorophores libres en solution, on remarque un
léger déplacement du maximum vers le bleu pour les particules couplées a la Rhodamine 123
(de 522 a 518 nm), et vers le rouge pour les particules couplées a la Rhodamine B modifiée

(de 573 a 575 nm), ce qui suggere que le couplage a bien été effectué.

yFe,0,@HMBP-COOH  yFe,0,@HMBP-C=CH

Intensité de fluorescence

T T T T T T T T T T T
520 540 560 580 600 560 580 600 620 640 660 680
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure 12 : Spectres d'émission de fluorescence des fluorophores libres en noir et des nanoplateformes
fluorescentes en rouge

Le nombre de fluorophores et le taux d’extinction sur les nanoplateformes ont été évalués en
mesurant D’intensit¢ de fluorescence sur les nanoplateformes et aprés désorption des
molécules de la surface. Les droites d’étalonnage réalisées sur des solutions de Rhodamine a
concentration croissante sont présentées en Annexe 3. L’ensemble des résultats est reporté

dans le Tableau 5
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R sul\rl:raio (:I“él:::i:z;zz d’ethia::tion % fluc::;:(g::nce (r?r?!) Pdl | Zeta(mV)
§ 2 0 1+1 4 0.2+0.2 . 9.2 0.3 477
Ela2amw | 1#1 4+1 4 0.7+0.2 ] 132 | 03 3746
§ 20 1+1 4+2 4 0.7+0.4 ‘ 10 0.3 -43+6
5 20 MW 6+1 40+4 7 71 . 58 0.3 -43+7
2 2+1 5+2 3 1.1+05 . 8.1 0.3 -43+11
% 2 MW 73 25+5 4 5.4+0.5 . 20 0.4 377
S| 20 9+2 2442 3 5+1 [ ) 171 | 03 | -45t6
20 MW 36+5 165+11 5 38+3 ’ 26 0.5 -45+5

Tableau 5 : Résultats du couplage d'un fluorophore par chimie des carbodiimides et chimie click

Le nombre de molécules greffées a la surface augmente soit avec le ratio R soit avec
I’utilisation des micro-ondes. En ce qui concerne le couplage par chimie des carbodiimides,
les résultats montrent que le taux de greffage de la Rhodamine R123, sous chauffage
classique, reste assez faible. Ainsi, pour un ratio R=20, il est d’environ 0.7%. L utilisation des
micro-ondes permet d’augmenter la quantité de molécules greffées pour un méme ratio. Ainsi,
on obtient un taux de greffage de I’ordre de 7% pour un ratio R=20.

En ce qui concerne le couplage par « click », on observe de meilleurs résultats. En effet, le
rendement est environ 7 fois plus important (environ 5% pour un ratio R=20) sous énergie
«normale », et environ 5 fois plus important sous micro-onde (environ 38%) par rapport au
couplage par chimie des carbodiimides. Cependant, les plus faibles résultats obtenus par
chimie des carbodiimides peuvent étre liés a un encombrement stérique plus important. En
effet, les cycles aromatiques de la Rhodamine 123 sont proches de la fonction amine réactive
contrairement a la Rhodamine B modifiée qui présente un groupement espaceur entre la
fonction azide et les cycles aromatiques.

La quantification par fluorescence sur les nanoparticules et sur le surnageant apres la
désorption des fluorophores, permet de mettre en évidence le taux d’extinction, qui reste
relativement stable en fonction du nombre de molécules couplées (entre 3 et 7).

Les photographies prises en microscopie a fluorescence des différents ferrofluides en milieu
aqueux illustrent les résultats obtenus par spectroscopie de fluorescence. Ainsi,
I’augmentation du nombre de fluorophores sur les nanoparticules est corrélée a une intensité
de fluorescence croissante beaucoup plus marquée sur la nanoplateforme yFe:O;@HMBP-

C=CH. Ceci est en accord avec un rendement de couplage plus important.
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L’évolution du rayon hydrodynamique et du potentiel de surface en fonction du rapport R a
été étudiée, et les résultats sont présentés dans le Tableau 5. Dans les deux cas (carbodiimide
et click), le potentiel de surface des nanoplateformes reste stable, cependant une augmentation
de la taille hydrodynamique est observée lorsque le ratio R augmente. Cette évolution est en
accord avec I’augmentation du nombre de Rhodamines couplées a la surface.

L’évolution des propriétés magnétiques, en particulier I’évolution de la signature MIAplex®
en fonction du nombre de Rhodamines greffées a été étudiée et les résultats sont présentés,
Figure 13. Les signatures magnétiques pour un ratio R=2 et R=20 a température ambiante
¢tant similaires a celui du ratio R=2 MW n’ont pas été représentées sur la figure. Dans tous
les cas on retrouve la signature caractéristique d’un comportement superparamagnétique.
Cependant, des changements au niveau de D’intensité du signal sont observés. Ainsi,
I’amplitude a tendance a diminuer avec le ratio R et donc avec le nombre de fluorophores

greftés, pouvant étre correlés a I’augmentation de la taille hydrodynamique des nanocristaux.

Par ailleurs, il est a noter que pour un rapport R=20 sous micro-onde, la taille
hydrodynamique ainsi que la diminution du signal MIAplex sont plus faibles sur la
nanoplateforme yFe;O3;@HMBP-C=CH alors que le nombre de fluorophores couplés est plus
important. Ceci peut €tre li¢ a une meilleure stabilité de la plateforme, due a 1’¢loignement des

groupements aromatiques hydrophobes de la nanoplateforme.
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Figure 13: Evolution de la signature MIAplex® (normalisée / mg y-Fez203) en fonction du rapport R (R=0
en noir , R=2 MW en rouge et R=20 MW en bleu) sur (A) yFe:0:@HMBP-COOH et (B) yFe:03:@HMBP-
C=CH

Ainsi, les résultats obtenus montrent qu’un nombre plus important de fluorophores a
pu étre couplé sur les nanoparticules par chimie click grace a la réaction de Huisgen.

Cependant la présence du bras espaceur sur la Rhodamine N3 pourrait avoir une influence sur
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ce taux de greffage plus ¢€levé. Ainsi la comparaison chimie des carbodiimides/réaction de
Huisgen sera également étudiée lors du couplage de peptides RGD, différant uniquement par

leurs fonctions terminales, amine ou azide.

I11. 3. Couplages de chaines PEG

Nous avons dans un deuxiéme temps comparé 1’efficacité de couplage de molécules de type
PEG par chimie des carbodiimides ou click. Tout d’abord, le choix des chaines PEG a coupler
a été discuté notamment en fonction de la méthode de quantification. Dans le chapitre 2, le
couplage par chimie des carbodiimides du H>N-PEGs-COOH sur la nanoplateforme
vFe203@CA a été caractérisé par deux méthodes : la méthode spectroscopique et la méthode
OPA. Dans le cas des bisphosphonates la présence des bandes caractéristiques des vibrations
des liaisons phosphates P-O et P=O (entre 900 et 1200 cm™) ne permet pas d’utiliser cette
méthode. En effet, la nanoplateforme absorbe au méme endroit que la bande a 1106 cm™ du
PEG, correspondant a la vibration de valence vC-O des éthers aliphatiques, utilisée pour la
quantification, Figure 14. Ainsi pour le couplage par chimie des carbodiimides, la
quantification du nombre de HoN-PEG4-COOH sur la nanoplateforme yFe;O;@HMBP-
COOH a été réalisée a I’aide du réactif OPA.

/™

// \\/_if\\‘ ~ \/'J ".\ ) -w/\va \
1500 1000 500

Nombre d’onde (cm™)

Figure 14 : Comparaison des spectres infrarouges du H2N-PEG-COOH (spectre noir) et de la
nanoplateforme yFe.O3:@HMBP-COOH (spectre violet)

Pour la chimie click, différentes méthodes de couplage sont possibles: la réaction de
cycloaddition de Huisgen, nécessitant un groupement terminal azide sur le PEG, ou la
réaction thiol-yne, nécessitant un groupement terminal thiol. Ainsi pour la comparaison du

couplage de chaines PEG, deux PEG ne différant que par leur fonction terminale peuvent étre
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utilisées: le N3-PEG4-COOH ou le HS-PEG4-COOH. Cependant, pour PEGyler la
nanoplateforme au maximum et pour des raisons pratiques au niveau de la quantification, la
réaction thiol-yne a été préférée. En effet, celle-ci permet de faire réagir deux molécules
présentant une fonction thiol sur une fonction alcyne contrairement a la réaction de
cycloaddition ou chaque fonction azide réagit avec une fonction alcyne. Ainsi, un meilleur
taux de greffage est attendu pour le HS-PEG4-COOH. En termes de caractérisation, la
méthode OPA ne peut pas étre utilisée puisqu’aucune fonction amine n’est présente.
Cependant, le HS-PEG4+-COOH posséde un avantage majeur : la présence de 1’atome Souftre.
En effet, le pourcentage atomique Fer/Souftre, qui peut étre déduit de I’analyse EDX, Annexe

2, permettra la quantification.

Ainsi les deux PEG hétérobifonctionnels choisis pour cette étude sont présentés Figure 15. Ils
présentent une fonction amine ou thiol nécessaire au couplage sur les nanoplateformes
respectivement par chimie des carbodiimides et par chimie click et une fonction acide
carboxylique, qui se retrouvera donc a la surface externe de la nanoplateforme et pourra servir

au couplage d’autres molécules.

A B /COOH
H,N-PEG,-COOH wooc ~___ 2
HZN/\O/\/O\/\O/\/O\/\"/OH 4 .~ COOH
0
HS-PEG,-COCH
SH/\O/\/O\/\O/\/O\/\IrOH
0

COOH

Figure 15 : Structure chimique des PEG utilisés (A) et représentation schématique de la nanoplateforme
PEGylée (B)
L’efficacité du greffage, pour différents ratios R et pour différents temps de réaction dans le
cas de la réaction thiol-yne, a été évaluée de maniere différente selon la nanoplateforme
¢tudiée : par dosage des fonctions amines ou par EDX. Les résultats sont récapitulés dans le

Tableau 6.
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R Te(r|‘11)pS NI;;::EG % (rI\)r:l) Pdl (Zn(::/a)
s | 2 i 502 | 9+1 | 16 | 03 | 35t6
E | s i 509 | 9+2 | 16 | 03 | 38+6
3 [ 20| - 633 | 111 | 18 | 03 | 34+7
8 [ s0 | - | 87#13 | 16¢2 | 18 | 03 |-38%10

5 | 05 | 20420 | 5145 | 22 | 02 | -44+s
« | 5 | 15 | 221222 | 5545 | 19 | 02 | 40%7
O 5 16 144 + 15 36+4 22 0.2 41+6

50 | 1.5 | 192£#20 | 48+5 | 20 | 03 | -43%8

Tableau 6 : Détermination du nombre de PEG par la méthode OPA sur la nanoplateforme
vFe:0:@HMBP-COOH ou par EDX sur la nanoplateforme yFe:O:@HMBP-C=CH, tailles
hydrodynamiques et potentiel de surface en fonction du ratio R et/ou du temps de réaction

Ainsi, pour un couplage par chimie des carbodiimides, les résultats montrent que le nombre
de molécules greffées a la surface augmente avec le ratio R. Nous passons d’une
nanoplateforme PEGylée a 9 % pour R=2 a un taux de greffage de I’ordre de 16 % pour
R=50.

En ce qui concerne la chimie click, les résultats montrent que la réaction thiol-yne est une
réaction plutdt rapide (taux de greffage de 51% apres 30 min) et que le temps optimal de
réaction se situe a 1h30 (taux de greffage de 55%). L’augmentation de la durée d’irradiation
n’a pas pour effet d’augmenter le nombre de molécules par nanoparticule. En effet, apres 16 h
de réaction, le taux de greffage est inférieur (environ 36 %) a ceux observés a des temps plus
courts. L’augmentation du ratio n’améliore pas le taux de greffage. Ainsi pour un ratio R=50
apres 1h30 de réaction, on obtient une nanoplateforme PEGylée a 48 %, résultat du méme
ordre de grandeur que celui observé pour le ratio R=5.

D’apres ces résultats, nous constatons que, pour un rapport R=5 par chimie des carbodiimides,
9 % de la nanoplateforme est PEGylée alors que ce résultat est 6 fois supérieur par chimie
click (55%). Par ailleurs, méme en augmentant le ratio R lors du couplage par chimie des
carbodiimides, nous obtenons seulement 16% de HoN-PEG4-COOH par nanoparticule, pour
un ratio R=50, ce qui est largement inférieur aux résultats obtenus par click. Ces différences
peuvent étre expliquées d’une part, par la réaction thiol-yne elle-méme puisque deux
molécules peuvent réagir sur une seule fonction alcyne et d’autre part, a une faible activation
des acides carboxyliques a la surface des nanoparticules lors de la réaction par chimie des

carbodiimides.
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En comparaison avec le couplage des fluorophores, on remarque que le taux de greffage est
supérieur pour le PEG. En effet, pour un ratio R=20, on obtenait environ 7% de R123 par
nanoparticule et 38 % pour R-N3. Les taux de greffage plus importants lors du couplage du
PEG peuvent s’expliquer par le plus faible encombrement stérique de celui-ci, allié a une
meilleure réactivité de la fonction amine aliphatique (en comparaison avec |’amine
aromatique dans le cas du R123) pour la chimie des carbodiimides ou a I’utilisation de la

réaction thiol-yne pour la chimie click.

Les propriétés hydrodynamiques et le comportement magnétique des nanoplateformes
PEGylées ont été étudiés et sont reportés Tableau 6 et Figure 16. Les tailles
hydrodynamiques, les charges de surface et les intensités des signatures MIAplex restent

stables quel que soit le taux de couplage.

1,50x10"

1,25x10" B

1,00x10"

7,50x10° 1 A

s
5,00x10 7.50x10°
2,50x10° 5,00x10° 1
2,50x10°

0,00 0,00 |

/mg Fe O,
/mg Fe,0,

-2,50x10°

MIAplex Intensité
MIAplex Intensité

6
-2,50x10 -5,00x10°
5.00x10° -7,50x10° 4
_5,00x10° -

-1,00x10"

-7,50x10° o -1,25x10"

-1,50x10"

T T T T T T T T T T T T T T
415000 -10000  -5000 0 5000 10000 15000 415000  -10000  -5000 0 5000 10000 15000
A/m A/m

Figure 16 : Evolution de la signature MIAplex® (normalisées / mg y-Fe203) en fonction du rapport R (A)
(R=0 en noir, R=5 en rouge et R=50 en bleu) sur yFe:0:@HMBP-COOH et (B) du temps de couplage
(R=0 en noir, R=5 30 min en rouge, R=5 1h30 en bleu sur yFe:O:@HMBP-C=CH

En conclusion, les résultats obtenus pour le couplage de chaines PEG, montrent que la
réaction thiol-yne est plus avantageuse. Elle permet d’obtenir des taux de greffage ¢€levés,

pour un temps de réaction court, et des ratios R relativement faibles.

II1. 4. Couplages de peptides RGD

Nous avons dans un troisieme temps comparé [’efficacité de couplage de molécules
biologiques par chimie des carbodiimides ou click. Il s’agit de peptides basés sur la séquence
peptidique cRGDfK, Figure 17, présentant une fonction réactive de type amine sur le résidu

de la lysine, servant au couplage par chimie des carbodiimides. La fonction amine sur 1’acide
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aminé de la lysine a été modifiée en fonction azide pour permettre le couplage par click. Par
ailleurs, des chaines PEG ont été ajoutées entre le motif RGD et la fonction terminale (amine

ou azide) afin de servir d’espaceur entre le motif RGD et la nanoplateforme.

cRGDfK cRGDfK-PEG-NH,

/\w‘NH NH,

i
o i NH

MNH
H }_C\N
o H
HN— )
Ho,cﬂf H
o]

cRGDfK(N,)

P I N N NH,

o i NH

N,
H }_M’ 3
o] H
HH— Q0
HO,C"""W* H
Q

Figure 17 : Molécules présentant le motif RGD utilisées pour les couplages sur les nanoplateformes

Les différentes expériences ont été réalisées pour un ratio R=2, sous micro-ondes afin
d’optimiser le couplage. La quantification des peptides a été réalisée par la méthode de dosage
des fonctions amines a 1’aide du réactif OPA. Elle peut étre utilisée pour les différents types
de couplages au vu des fonctions amines présentes sur les peptides. Les droites d’étalonnage
réalisées sur les solutions des dérivés de cRGD libres a concentration croissante sont
présentées en Annexe 3.

Les différentes nanoplateformes ainsi €élaborées ont également été caractérisées par diffusion
de la lumiére et 1’évolution des propriétés magnétiques a été étudiée par MIAplex, Figure 18.

L’ensemble des résultats est regroupé dans le Tableau 7.

RGD /I\::To % (:r;) Pdi (Zr:t/a)
I CRGDFK 641 | 1402 | 10 | 03 | 36%7
8 £ [ CRGDfK-PEGNH, | 12%¢1 | 2402 | 16 | 02 | -39+6
5 | CcRGDK(N,) 36+4 | 8+1 | 15 | 03 | 398
S | cRGDFK-PEG-N, | 50#5 | 111 | 19 | 03 | -43+8

Tableau 7 : Résultats de couplages d'un motif RGD sur les différentes nanoplateformes (R=2)
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Figure 18 : Evolution des signatures MIAplex® (normalisée / mg y-Fez203) des nanoplateformes présentant
un motif RGD : (A) yYFe:0:@HMBP-COOH (en noir) couplé au peptide cRGDfK R=2 (en rouge),
cRGDfK-PEG (en bleu) ; (B) YFe20:@HMBP-C=CH (en noir) couplé au peptide cRGDfK R=2 (en rouge),
cRGDFK-PEG (en bleu)

En ce qui concerne le couplage par chimie des carbodiimides, pour R=2, le taux de greffage
du cRGDfK et du cRGDfK-PEG-NH; est respectivement de 1 et 2 %, Tableau 7. Comme
précédemment dans le cas du greffage du fluorophore ou du PEG, I’utilisation de la chimie
click permet d’obtenir de meilleurs rendements. Ainsi nous obtenons des taux de 8 et 11%
respectivement pour le greffage du cRGDfK(N3) et cRGDfK-PEG-N3s. Ces taux de couplages
sont similaires & ceux obtenus par Lu et al."® lors du couplage de peptides RGD, cependant
des ratios plus élevés ont du étre utilisés. Par ailleurs, nous pouvons observer que
I’¢loignement du peptide de la fonction réactive par I’introduction d’une chaine PEG, a pour
effet d’augmenter le nombre de molécules couplées, en accord avec les résultats obtenus par
Lin et al.'® Ceci confirme, quelle que soit la stratégie de couplage, I’importance de
I’encombrement stérique a proximité de la fonction réactive sur le taux de couplage. De plus,
nous remarquons que les tailles hydrodynamiques, les charges de surface et les intensités des

signatures MIAplex restent stables.

Ainsi, les résultats obtenus pour le couplage de peptides RGD, confirment que la

réaction de Huisgen permet I’obtention de taux de greffage plus élevés.

II1. 5. Elaboration de nanoplateformes multimodales

Afin d’¢laborer les nanoplateformes multimodales, nous avons utilisé la stratégie en deux
étapes, plus avantageuse d’un point de vue pratique, décrite dans le chapitre 2. Elle consiste a

coupler les molécules cRGDfK-PEG (R=2) sur les nanoplateformes fluorescentes (R=2 MW).
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Le nombre de molécules couplées, les taux d’extinction, les propriétés hydrodynamiques, et

les images de fluorescence sont reportés dans le Tableau 8.

0,
Nbre % Imagerie de , T?ux. D, (nm) Pdl Zeta(mV)
cRGD- cRGD- Fluorescence dextinction Avant-Aprés | Avant-Aprés Avant-Apres
PEG PEG Avant -Apres P P P
C;:?g:' 112 | 2404 () a | 45 |132] 23 |03| 03 |-37%6|-42%10
Click | 48+3 | 11%1 o 4 | 10 | 20 | 443 |04 | 04 |-37%7 | -37%7

Tableau 8 : Nombre et % de cRGDfK-PEG couplés par chimie des carbodiimides ou par click, images de
fluorescence, taux d’extinction et propriétés hydrodynamiques des nanoplateformes multimodales
synthétisées
Nous pouvons remarquer un taux de greffage du cRGDfK-PEG identique sur les deux
nanoplateformes yFe;O3@HMBP (cf Tableau 7), et sur les nanoplateformes fluorescentes,
que ce soit par carbodiimide (2%) ou par click (11%), Tableau 8. Ceci montre que la présence
du fluorophore n’a pas d’impact sur les taux de greffage des peptides. Par ailleurs, nous
pouvons observer une augmentation du taux d’extinction aprés la 2" étape de
fonctionnalisation, qui est beaucoup plus important lors du couplage par carbodiimide (45)
que par click (10). Cette observation peut étre reliée, de nouveau, a la présence du
groupement espaceur sur la Rhodamine B modifiée. De plus, cette hausse du taux d’extinction

est corrélée a une augmentation de la taille hydrodynamique. Le potentiel de surface quant a

lui reste stable.

Les signatures MIAplex® des nanoplateformes multimodales sont présentées Figure 19. Les
propriétés magnétiques, en particulier le comportement superparamagnétique est conservé. On
peut cependant observer une diminution de !’intensité du signal pour les nanoplateformes

multimodales, liée a une plus forte agglomération des particules.
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Figure 19 : Signatures MIAplex® (normalisées / mg y-Fe203) des nanoplateformes yFe:O3@HMBP (noir)
et multimodales (bleu) obtenues par (A) chimie des carbodiimides et (B) chimie click
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IV. Comparaison de la stabilité en milieu biologique

L’¢évaluation de la stabilit¢ en milieu biologique a été ¢étudiée sur les nanoplateformes
fluorescentes (R=2 MW) en les dispersant dans le sérum SVF a 10 et 50% et en suivant

I’évolution de I’intensité de fluorescence en fonction du temps, Figure 20.
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Figure 20 : Suivi de I’évolution de fluorescence (dans 10% (courbes noires) et 50 % (courbes rouges) de
sérum SVF) en fonction du temps des nanoplateformes fluorescentes (R=2 sous micro onde) obtenues par
(A) chimie des carbodiimides ou (B) chimie click

L’évolution de la fluorescence en fonction du temps indique un relargage inférieur a 15%
apres 24 h que ce soit pour les nanoplateformes obtenues par chimie des carbodiimides (13%)
ou par chimie click (11%). Ceci montre que les nanoparticules sont stables en milieu
biologique quelque soit la méthode de couplage étudiée. Par ailleurs, dans le chapitre 2 la
question du relargage par coupure de la liaison amide ou par décrochement du complexe
fluorophore-molécule complexante avait été soulevée. Les valeurs similaires obtenues sur les
nanoplateformes yFe2O3;@HMBP-Fluorophore, synthétisées par chimie des carbodiimides et

chimie click, confirment 1I’hypothese du relargage en faveur d’un décrochement du complexe.

V.Evaluation des nanoplateformes synthétisées en tant

qu’agent de contraste IRM

Le potentiel des nanoplateformes synthétisées en tant qu’agent de contraste T2 a été évalué
sur un IRM clinique 1.5T. La Figure 21 montre les valeurs de relaxivités r2 obtenues pour les

différentes nanoplateformes.
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R2 (mm-1.s71)
x

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Figure 21 : Relaxivités R2 mesurées sur un IRM clinique 1.5T sur la nanoplateforme (1) )
yFe:0:@HMBP-COOH fonctionnalisée par (2) du PEG (R=50), (3) du cRGDfK-PEG (R=2) et (4) sur la
nanoplateforme multimodale obtenues par chimie des carbodiimides ; sur la nanoplateforme (5)
yFe203:@HMBP-C-C=H fonctionnalisée par (6) du PEG (4 unités, R=5 1h30), (9) du PEG (45 unités, R=5
1h30), (7) du cRGDfK-PEG (R=2), (8) sur la nanoplateforme multimodale obtenue par click
Nous pouvons ainsi constaté que le couplage des molécules (fluorophore, PEG ou cRGD) a
peu d’influence sur la valeur de la relaxivité transversale que le couplage ait lieu par chimie
des carbodiimides ou click puisque 1’on obtient des valeurs r2 comprises respectivement entre

127 mM st et 142 mM'.s! et entre 158 mM s et 179 mM'.s.

VI. Affinité des nanoplateformes vis-a-vis des
intégrines
Afin d’¢étudier I’affinité des nanoplateformes vis-a-vis des intégrines ayvp3, nous avons utilisé

la méthode de dosage de liaisons sur support solide en présence d’un compétiteur radioactif,

1’!2I-Echistatine.(cf Annexe 3)

VI. 1. Comparaison des nanoplateformes obtenues par
chimie des carbodiimides et chimie click

La Figure 22 montre I’ensemble des courbes permettant la détermination des IC50 et le

Tableau 9 reporte I’ensemble des résultats (IC50, Kj).

127



Chapitre 3 : Fonctionnalisation des nanoparticules par chimie des carbodiimides et chimie click :

étude comparative

120 120
A
100 4 1004
B 80 B 80
F] S
2 2
< 60 < 60
g =
2 404 2 404
K= =
O O
w w
s 204 8 20
0 s B B e e 0 e e
1E-14 1E-12 1E-10 1E-8 1E-6 1E-4 1E-14 1E-12 1E-10 1E-8 1E-6 1E-4
Concentration (M) Concentration (M)

80

(2]
o
n

N
o
!

I'®.Echistatin bound (%)
N
o

r r

0 T e T o o
1E-14 1E-12 1E-10 1E-8 1E-6 1E-4

Concentration (M)

Figure 22 : Le compétiteur, '*I-echistatine, a été ajouté 2 une concentration finale de 0.05 nM en présence
de ligands compétiteurs a diverses concentrations. Aprés 3h de co-incubation, les puits sont lavés et la
radioactivité est mesurée. Les ligands étudiés sont (A) yFe:0:@HMBP-COOH (noir), les peptides
cRGDfK (vert), cRGDfK-PEG-NH: (rose) et les courbes rouge et bleu correspondant a leur couplage
respectif sur yFe20:@HMBP-COOH par chimie des carbodiimides pour un ratio R=2 ; (B)
yFe203:@HMBP-C=CH (noir), les peptides cRGDfK-N; (vert), cRGDfK-PEG-N: (rose) et les courbes
rouge et bleu correspondant a leur couplage respectif sur yFe:O3@HMBP-C=CH par chimie click pour
un ratio R=2 ; (C) Nanoplateformes multimodales obtenues par chimie des carbodiimides (rouge) et
chimie click (vert) ainsi que leurs blancs (noir) et (bleu) respectivement

- volecue| % | 1| K
Number

cRGDfK - - 93 76

% yFe,0,@cRGDfK 6+1 1+02 | 99 81

‘g cRGDfK-PEG-NH, - - 32 26
8

Su yFe,0;@cRGDfK-PEG-NH, 12+1 2+0.2 21 17

Multimodale 11+2 2+04 27 22

cRGDfK(N;) - - 54 44

yFe,0,@cRGDFK(N5) 36+4 8+1 23 19

K CRGDfK-PEG-N, ] ] 77 | 63

yFe,0;@cRGDfK-PEG-N; | 505 11+1 10 8

Multimodale 48+3 11+1 5.3 4.3

Tableau 9 : IC50 et Ki obtenus par compétition, des peptides seuls ainsi que couplés aux nanoplatefomes
yFe:0:@HMBP-COOH et yFe:03:@HMBP-C=CH avec un ratio R=2, par chimie des carbodiimides ou
click
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Tout d’abord, il n’est pas observé d’interactions entre les nanoplateformes yFe.O3@HMBP-
COOH et YFe:O3@HMBP-C=CH et les intégrines. Les constantes d’affinité des
nanoplatefomes présentant un motif RGD (cRGD ou cRGD-PEG) sont améliorées par rapport
au peptide seul lorsque le couplage est réalisé par chimie click alors qu’elles restent similaires
dans le cas de la chimie des carbodiimides. Ces derniers résultats peuvent étre liés au faible
nombre de dérivés RGD couplés sur la nanoplateforme yFe;O3@HMBP-COOH. Ainsi
I’affinité est améliorée de 2 a 5 fois en utilisant la chimie click, ce qui est en accord avec les
résultats obtenus par Thorek et al, lors du couplage d’un anticorps.?’ Concernant les
nanoplateformes multimodales, elles ont une affinit¢ comparable aux nanoplateformes non
fluorescentes présentant un nombre similaire de RGD, indiquant que la présence du

fluorophore n’a pas d’impact sur les interactions entre le peptide et I’intégrine.

Ainsi pour un méme ratio, le couplage par chimie click permet d’obtenir un plus grand

nombre de peptides par particule, menant a une meilleure affinité vis-a-vis des intégrines.

VL. 2. Etude de la longueur de la chaine PEG

Dans le but d’étudier I’influence de la distance entre le motif RGD et la nanoplateforme, nous
avons couplé un PEG, de type SH-PEG-COOH, de taille plus importante par réaction thiol-
yne, réaction permettant d’avoir les plus hauts rendements. L’introduction de la chaine PEG
permet d’avoir des fonctions acides carboxyliques a la surface externe des nanoplateformes,
Figure 15B, ce qui permet d’envisager, lors d’une seconde étape, le couplage du peptide
cRGDAfK par chimie des carbodiimides. Nous avons donc utilisé un PEG présentant 4 unités
HS-PEG4-COOH et un autre plus long présentant 45 unités HS-PEG45-COOH. Le Tableau 10
présente les résultats obtenus. L’augmentation de la longueur de chaine diminue le taux de
greffage du PEG (de 55 a 15 %). Nous avons ainsi environ 4 fois moins de fonctions acides
carboxyliques sur la nanoplateforme PEGylée avec le plus long PEG. La taille
hydrodynamique et le potentiel de surface sont respectivement de 13,5 nm et de (-36 = 12)
mV, montrant une bonne stabilité. Apres couplage du peptide (R=2, ratio calculé par rapport
aux fonctions alcynes de départ), le taux de greffage du RGDfK est similaire (3%) sur les
deux nanoplateformes. Ceci montre que I’augmentation de la distance entre la nanoplateforme
et les fonctions réactives rend ainsi plus accessible les fonctions acides carboxyliques pour le
couplage du peptide. Cependant, en ce qui concerne les constantes d’affinités nous pouvons
observer que les valeurs obtenues sont similaires quelle que soit la longueur de chaine. Ce
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résultat est inattendu car nous pensions que le fait d’augmenter la distance entre le peptide et

la nanoplateforme permettrait une meilleure accessibilité et une meilleure interaction avec les

intégrines.
1% étape 28me étape
(:i?e NbrePEG | %PEG | Db | pgi | 26t | Nbre | % | D, |, | Zeta | 1C50 | K,
unités) ) (nm) (mV) | RGD | RGD | (nm) (mv) | (nM) | (nM
4 221422 | 5545 | 19 | 02 | -40+7 |11+3[3+1| 19 |02 |-40+7| 9 | 73
45 67+7 | 15+2 |135| 0.2 |-36+12 |14+3|3+1| 14 |02 |-36+7| 58 | 47

Tableau 10: Etude de ’influence de la longueur de chaine PEG — Nombre et % de PEG (HS-PEGs+-COOH
ou HS-PEG4s-COOH) couplé par thiol-yne sur la nanoplateforme yFe:O3@HMBP-C=CH (R=5 1h30),
Nombre et % de RGDfK couplé par chimie des carbodiimides sur les nanoplateformes PEGylées (R=2),
propriétés hydrodynamiques, IC50 et constantes d’affinités

Dans ce chapitre, nous avons pu étudier deux méthodes de couplage différentes, la
chimie des carbodiimides et la chimie click, pour fonctionnaliser la surface des
nanoparticules et ainsi élaborer des nanoplateformes multimodales utilisables pour la double
imagerie (fluorescence et IRM) et ciblant les intégrines a.f3. Nous avons pu remarquer que la
chimie click regroupe de nombreux avantages (réaction a pH neutre en une seule étape) et
permet un meilleur taux de greffage que ce soit lors de la réaction de cycloaddition de
Huisgen ou lors de la réaction thiol-yne. Ces meilleurs rendements ont été obtenus sur
différentes molécules, une molécule soluble dans [’eau mais présentant un encombrement
sterique di a des groupements hydrophobes (fluorophrore), une molécule hydrophile (PEG)
ou une molécule biologique (RGD). D 'un point de vue affinité, |’amélioration du nombre de

peptides par particules par chimie click mene a de meilleures affinités.
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Chapitre 4 : Influence de la taille, de la forme, de la méthode de synthése sur les propriétés des
nanoparticules d’oxyde de fer

Les nanoparticules d’oxyde de fer sont des agents de contraste IRM efficaces utilisés
pour améliorer les différences de relaxation entre les tissus sains et pathologiques. La
biodistribution et le contraste résultant sont fortement dépendants de leur voie de synthese, de
leur forme et de leur taille. Dans ce chapitre, nous nous intéressons a ces différents aspects.
Tout d’abord, nous détaillerons la synthese de nanoparticules sphériques de différentes tailles
obtenues par la voie sol-gel, ainsi que celle de bdtonnets magnétiques. Ces particules sont
ensuite stabilisées en surface par le méme agent complexant, [’acide caféique. Apres diverses
caracteérisations (TEM, DLS, spectroscopie infrarouge, et ATG), l'influence de la taille des
nanoparticules sphériques (de 3.7 a 9 nm), de la méthode de synthese (micelle directe
(chapitre 2) ou sol-gel sur les nanoparticules sphériques de 9 nm) et de la forme des
particules sur les propriétés magnétiques sont discutées. Un peptide de type RGD est ensuite
couplé sur les différentes nanoparticules et I’affinité vis-a-vis des intégrines est évaluée par

dosage sur support solide.

I. Syntheése des nanoparticules

L. 1. Synthese des nanoparticules de forme sphérique par
voie sol-gel

Cette synthese a été développée en collaboration avec le Pr. N. Pinna (Humboldt-Université,
Berlin Institut de Chimie) qui a largement exploré les synthéses de nanoparticules par voie
sol-gel. La synthése des nanoparticules est réalisée en utilisant le solvant organique, 1’alcool
benzylique, qui agit en tant que réactif et agent controlant la croissance des particules. Ce
composé (Te,=205°C) est présent naturellement dans plusieurs végétaux et aliments. C’est un
produit peu toxique, utilis¢é comme additif alimentaire, ou conservateur pour des produits
pharmaceutiques ou cosmétiques. Aisément dégradable, il peut étre considéré comme ayant
des effets peu prononcés sur I’environnement.! Il est ainsi un composé de choix dans le cadre
de la synthése de nanoparticules destinées a des applications biologiques.

Les syntheses sont réalisées par réaction de 1’alcool benzylique (5 mL, 48 mmol) avec le sel
précurseur Fe(acac); (0.56 mmol) sous irradiation micro-ondes. L utilisation des micro-ondes
permet de réduire de fagon considérable le temps de réaction (30 min contre 2 jours).' Le

contrdle de taille des nanoparticules est obtenu en controlant la température pendant la

135



Chapitre 4 : Influence de la taille, de la forme, de la méthode de synthése sur les propriétés des

nanoparticules d’oxyde de fer

synthése (180, 200 ou 250 °C). La suspension noire obtenue est ensuite lavée 1 fois avec de

I’acétate d’éthyle, 3 fois avec de 1’éthanol puis 3 fois avec de I’eau déionisée.

L 2. Synthese des nanoparticules de forme allongée

Afin d’étudier un éventuel effet de forme, des batonnets magnétiques ont été synthétisés selon
la procédure décrite par Milosevic et al?, détaillée en Annexe 6. Briévement, ces
nanobatonnets sont obtenus en deux étapes. Tour d’abord, des batonnets d’akaganéite -
FeOOH sont obtenus par hydrolyse forcée d’une solution aqueuse de FeCls/HCI en présence
de dopamine (DOPA). La dopamine est utilisée comme poison de surface afin de controler la
forme des particules. Les batonnets d’akaganéite B-FeOOH sont ensuite réduits sous
irradiation micro-ondes en utilisant I’hydrazine comme agent de réduction. Il est a noter que
la réduction n’est pas totale et conduit a des batonnets de composition hétérogéne (f-FeOOH,

1-Fe203).

I. 3. Fonctionnalisation de surface

La fonctionnalisation des nanoparticules sphériques ou des batonnets par 1’acide caféique est
réalisée a pH 10, pendant 2 heures, de la méme maniere que dans le chapitre 2. Apres
plusieurs lavages a pH 2, les particules sont redispersées a pH physiologique puis

caractérisées.

II. Caractérisations physico-chimiques

II. 1. Détermination de la taille par MET

La Figure 1 montre les clichés MET et les distributions en taille des nanoparticules obtenues
par la voie sol-gel aprés complexation des molécules d’acide caféique a la surface. Les
parametres de la distribution en taille (taille et écart type) sont reportés dans le Tableau 1. Les
caractéristiques obtenues pour les nanoparticules sphériques de 9 nm de diamétre obtenues

par micelle directe (MD) sont également reportées pour la comparaison.
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Figure 1 : Clichés MET et distribution en taille des nanoparticules obtenues par la méthode sol-gel

T° (°C) 180 200 250 MD
Diameétre (nm) 3.7 6.0 9.0 9.0
Ecart type ¢ 0.13 0.22 0.26 0.20
Ecart type wo (nm) 0.48 1.3 24 1.8

Tableau 1 : Diamétre et écart type des différentes nanoparticules synthétisées par la méthode sol-gel

Ainsi la synthése par voie sol-gel permet d’obtenir des nanoparticules de forme sphériques et
dont on peut contrdler la taille en changeant la température. Une relation linéaire taille-
température est obtenue, Figure 2.

Ainsi, en utilisant une droite de tendance, nous pouvons prévoir a 1’avance la taille
approximative des futures nanoparticules synthétisées. Par cette méthode et en tenant compte
des limitations du four a micro-onde, notamment au niveau de la température (<300°C), une

taille limite théorique de 13 nm pourrait étre atteinte.
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Figure 2 : Evolution du diamétre des particules en fonction de la température de synthése

Par comparaison avec la voie micellaire directe (MD), il est a noter que pour une méme taille
moyenne (9 nm de diamétre), la voie sol-gel conduit a des nanoparticules présentant une
distribution de taille similaire mais de forme sphérique plus homogéene (cf Figure 6 Chap 2).
La distribution légérement plus étroite obtenue pour les MD, peut étre liée a une plus forte
agglomération des particules sur la grille, rendant impossible la détection des plus petites
particules.

Enfin, la diffraction électronique (Annexe 6) indique que ces particules sont constituées de la
phase maghémite (y-Fe2Os) ou magnétite (FesOs4). Les structures cristallines étant tres

similaires, il n’est pas possible par cette technique de faire la distinction entre les deux phases.

La Figure 3 montre le cliché MET et les distributions en taille (longueur et diamétre) des
batonnets synthétisés. Ils présentent une longueur de 42.1 nm (c=0.17, wo=7.2 nm) et un

diamétre de 13.4 nm (¢ =0.24, wo=3.3 nm).

40

Longueur (nm)

0 5 10 15 20
Diamétre (nm)

Figure 3 : Cliché MET et distribution en taille des batonnets
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Comme précédemment décrits, ces batonnets sont constitués d’un mélange d’akaganeite et de

maghémite.

IL. 2. Propriétés hydrodynamiques

Les mesures de taille hydrodynamique et de potentiel Zeta en fonction du pH ont été

effectuées en régime dilué, par diffusion dynamique de la lumiére, pour chaque échantillon,

Figure 4.
pgp [T T g T T
£ ° A E B
S ) g Lo
~ 2004 @ O o 204 @ o
@ ") > 3 >
=) ~ [ o o
2 160 ° @ E 160 @
E \ L25® & N, L25 ©
< © > )
& 120 9 o g 120 P
< 2 N\ S 3 ° <
5 | ° ts0 & B ] Y L-50 3
E- 80 \ N - . 8 ﬁ 80 \O 8
[ __Q—-Q— —_ = —_
o o 3 + —Q 3
= 401 Q@ 40 9 9
b ° ) L75 < —o0—ao o L75 <
g ~o— \°\°/°\°/o = S ° ~o—0—38-0 =
8 o ———————————————— e o o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 12 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12
pH pPH
————— T 20 - ———— T
= 240 240
E C £ D
£ ] % o | Lo
o 200 ° Lo 3 200 Q
g \ E 9 2
E 1604 § 1604 @™, g
© *) c t-25
€ AN L 20 S, AN a
> 5 o
T 1204 O ° o 120+ °\ @
_:g \ \o .g o | 50 %
2 804 9 ~N --40 < 80 AN o
) \ ~ o =Y ®
= * I - ~ —
= ° 9—Q9 D 8> 3
® 404 ~ € 404 0—o—0—0—9=0<g——8F | ;x =
£ ° ° I-60 ® =
) —o—9-9—9% a
a
0 ——— 0 ——
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH pH

Figure 4 : Tailles hydrodynamiques et potentiel de surface en fonction du pH des nanoparticules sol gel de
(A) 3.7 nm, (B) 6 nm, (C) 9 nm et (D) des nanobatonnets
Quelle que soit la taille ou la forme des nanoparticules d’oxyde de fer, leur taille
hydrodynamique augmente considérablement a pH acide, en dessous d’un pH de 4 pour les
nanoparticules sphériques et d’un pH de 3 pour les nanobatonnets. Le potentiel de surface
négatif a pH basique augmente lorsque le pH diminue, jusqu’a atteindre le point isoélectrique
pour un pH proche ou inférieur a 2. Ainsi ces nanoparticules sont stables sur une gamme
importante de pH (de pH 3 ou 4, respectivement pour les nanobétonnets et les nanoparticules
sphériques, a pH 11). Pour rappel, un comportement similaire avait été obtenu pour les

nanoparticules sphériques de 9 nm obtenues par micelle directe.
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Le potentiel Zeta et la taille hydrodynamique en nombre a pH neutre de chaque échantillon
sont reportés dans le Tableau 2. Les nanoparticules sphériques présentent un potentiel de
surface négatif (d’environ -50 mV) montrant leur stabilité colloidale a pH physiologique. Ces
nanoparticules présentent une taille hydrodynamique supérieure a celle déterminée par MET.
Cette différence est d’autant plus marquée que la taille des particules diminue. Les batonnets
présentent une taille hydrodynamique, proche de leur longueur, et un potentiel de surface
négatif de -68 mV. Il est a noter que lors de la détermination de la taille hydrodynamique par
DLS, un mod¢le pour particules sphériques a été utilisé. Néanmoins les valeurs mesurées pour

les nanobatonnets permettent de rendre compte de la stabilité des particules.

. Sphériques | Sphériques | Sphériques | Sphériques A
Echantillon 3.7 nm 6 nm 9 nm 9 nm (MD) Batonnets
Dhn 16.6 21.3 21.6 14.2 42.7
(nm) Pdl: 0.2 Pdl: 0.3 Pdl: 0.2 Pdl: 0.2 Pdl: 0.2
Zeta potentiel | 5, ¢ 53+9 4745 45+5 | -68+20
(mV)

Tableau 2 : Propriétés hydrodynamiques des nanoparticules sol-gel et des batonnets

IL. 3. Etat de surface et étude qualitative de la structure

cristalline par spectroscopie infrarouge

II. 3. 1. Etat de surface

La Figure 5 présente les spectres infrarouges des nanoparticules aprés fonctionnalisation par
I’acide caféique. Sur les différents spectres des nanoparticules sphériques, on observe la
présence de bandes caractéristique de la liaison Fer-Oxygéne (450-750 cm™) et de bandes
caractéristiques de 1’acide caféique (entre 1200 et 1700 cm™, voir chapitre 2), permettant de
confirmer la présence de cet agent a la surface des nanoparticules. Dans le cas des batonnets,
les mémes bandes caractéristiques de 1’acide caféique sont observées, cependant un
déplacement de la bande fer-oxygene, et I’apparition d’une bande prononcée entre 900 et 750
cm’!, sont remarquées par rapport aux nanoparticules sphériques. Ceci doit étre dii a la nature

différente de la phase cristalline (présence d’akaganéite dans la structure des batonnets).
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Figure 5 : (A) Spectres infrarouges des nanoparticules sphériques de 3.7 nm (courbe rouge), 6 nm (courbe
verte), 9 nm (courbe bleue) obtenues par la méthode sol-gel, des nanobatonnets (courbe rose) apreés
fonctionnalisation par ’acide caféique, et comparaison avec les nanoparticules de 9 nm synthétisées par
micelle directe (courbe noire) (B) zoom sur la partie 500-900 cm!

II. 3. 2. Interprétation qualitative de la phase cristalline

La spectroscopie infrarouge peut étre utilisée pour donner une appréciation qualitative de la
phase cristalline. En effet, les différentes phases cristallines (maghémite, magnétite,
akaganéite, voir Annexe 1) présentent des « signatures » différentes en spectroscopie
infrarouge. Une poudre constituée uniquement de magnétite Fe3O4 présente une bande de
vibration Fe-O localisée vers 570 cm™ contrairement a la maghémite y-Fe,Os qui présente
plusieurs bandes trés proches (500-800 cm™) dont la résolution peut dépendre de 1’ordre
structural (organisation des lacunes octaédriques, présence d’impuretés).> Ainsi dans une
phase désordonnée, un élargissement des bandes d’absorption est attendu.* Concernant

I’akaganéite, B-FeOOH, la bande d’élongation Fe-O a été observée vers 480 cm™.°
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Le Tableau 3 répertorie les diverses bandes caractéristiques (entre 450 et 900 cm™) des

différentes nanoparticules synthétisées, obtenues par spectroscopie infrarouge, Figure 5.

3.7 nm 6 nm 9 nm 9 nm (MD) Batonnets

475
564 564 572
Bandes 594 587 587 586

L e e 628 634 634 627 633
caracteéristiques 667

entre 315121“ 200 693 693 685 700
730 729 719

813

864

Tableau 3 : Bandes infrarouges caractéristiques des nanoparticules synthétisées (entre 450 et 900 cm™)

Concernant les nanoparticules sol-gel de 6 et 9 nm, 5 bandes, quasi identiques, sont
répertoriées dans cette région. Ceci suppose une structure cristalline identique entre ces deux
nanoparticules qui devrait étre plus proche de la maghémite compte-tenu de la multiplicité des
bandes. La nanoparticule de 3.7 nm présente un élargissement des bandes d’absorption, sans
doute reli¢ a une augmentation du désordre structural. Si I’on compare la méthode de
synthése, micelle directe ou sol-gel, sur les nanoparticules de 9 nm, on remarque un léger
déplacement au niveau des différentes bandes (inférieur a 10 cm™), un changement au niveau
du pic le plus intense (586 et 634 cm™! respectivement) ainsi que 1’apparition d’une nouvelle
bande pour la syntheése par micelle directe. Des différences structurales pourraient en étre la
cause (proportion maghémite/magnétite, ordre structural). De la méme maniere que
précédemment, la multiplicité des bandes, dans le cas de la syntheése par micelle directe, est en
faveur d’une structure a dominante maghémite. Sur les spectres des nanobatonnets,
’apparition d’une bande Fe-O a 475 cm™! témoigne de la présence d’akaganéite. Les bandes a
813 et 864 cm’!, qui ne sont pas observées sur les autres spectres, sont caractéristiques de
I’akaganéite et pourraient étre liés a la présence des liaisons hydrogénes O-H...Cl. Quant aux
bandes a 633 et 700 cm™!, elles pourraient étre en accord avec la présence de maghémite et/ou

étre liés aux liaisons hydrogénes.’

Ainsi cette technique permet de donner une appréciation qualitative de la structure formée
mais ne permet pas de quantifier précisément la proportion de chaque phase. D’autres
techniques, comme la spectroscopie Raman peuvent étre utilisées pour différencier les

structures. La spectroscopie Mdssbauer, quant a elle, sensible au degré d’oxydation des
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atomes de fer ainsi qu’a leur environnement, permet de déterminer avec précision la déviation
de steechiométrie 6 dans Fe;.s04, donnant ainsi une appréciation quantitative de la structure.

Cependant nous n’avons pas eu acces a ces derniéres techniques.

II. 3. 3. Quantification du nombre de ligand

Afin de quantifier le nombre d’acide caf€¢ique a la surface de ces nouvelles nanoparticules,
nous avons utilis¢ deux méthodes: 1’analyse thermogravimétrique et la spectroscopie
infrarouge. La premiére technique consommant une quantité de produit importante a été
réalisée pour les nanoparticules de 9 nm sol-gel, qui seront utilisées comme référence et pour
les batonnets, présentant une structure cristalline trés différente des nanoparticules sol-gel
(Annexe 6). Par spectroscopie infrarouge, le rapport des aires de la bande de vibration
caractéristique de I’acide caféique (entre 1455-1731 cm™) et de celle du fer (entre 500 et 760
cm™!) est caractéristique de la quantité de molécules d’habillage par nanoparticule. Ainsi, par
ATG il est mesuré, en moyenne, 560 + 60 molécules d’acide caféique pour les nanoparticules
de 9 nm sol-gel. Ce taux de couverture est utilis¢€ comme référence pour la quantification
infrarouge. L’évolution du nombre d’acide caféique en fonction de la surface des particules
est présentée Figure 6 et les résultats sont regroupés dans le Tableau 4. Une évolution linéaire
est constatée, mettant ainsi en évidence un taux de couverture constant correspondant a une
surface moyenne de 2.3 CA/nm? (pente de la droite). Ainsi, pour les nanoparticules sol-gel, la

surface occupée par une molécule d’habillage est d’environ 43 A2,

6004 R2=0.963
Pente=0.023

Nbre CA / nanoparticule
w
8

0 5000 10000 15000 20000 25000
Surface des nanoparticules (A%

Figure 6 : Evolution du nombre d’acide caféique par nanoparticule en fonction de la surface des
nanoparticules
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Surface des Surface
Nbre CA /NP articules (A%) occupée par un
P CA (A9
3.7 nm 140 + 20 4300 36+ 4
6 nm 240 + 30 11300 46 + 5
560 £+ 60
+
9 nm (ATG) 25400 43 +4
1100+ 100
9 nm (MD) (ATG) 25400 2342
" 5800 + 300
Batonnets (ATG) 205000 35+£2

Tableau 4 : Nombre d’acide caféique par nanoparticule et taux de couverture

Cette surface occupée par un acide caféique est environ 1.9 fois plus importante que celle
mesurée pour les nanoparticules MD. Ceci indique, pour les nanoparticules issues de la voie
sol-gel, une plus faible réactivité de surface et un plus faible nombre de sites actifs pour la
chimisorption de I’acide caféique. Un résultat similaire a été obtenu par Pascu et al. Ils ont
ainsi montré que les nanoparticules synthétisées par une voie sol-gel non aqueuse sous micro-
onde avaient une réactivité de surface plus faible (1.2 fois) pour I’acide oléique par rapport a
celles synthétisées par décomposition thermique. Cette différence a été attribuée a des
configurations différentes des plans cristallographiques provenant de la voie de synthese.

Dans le cas des batonnets, la surface occupée par ’acide caféique, 35 A2, est intermédiaire
entre celle occupée sur les nanoparticules sol-gel et MD, et correspond a environ 2.8 CA/nm?.
Les différentes nanoplateformes ont ainsi €té caractérisées. L’évolution des propriétés
magnétiques en fonction de la taille, de la méthode de synthése et de la forme des

nanoparticules est présentée dans le paragraphe suivant.

III. Propriétés magnétiques

La taille des particules n’est pas sans conséquence sur les propriétés magnétiques.’ Lorsque la
taille diminue, le ratio surface sur volume augmente induisant des effets de surface prononcés,
tels que des spins non colinéaires, 1’effet dit de spin canting, le comportement verre de spin,
impactant les propriétés magnétiques de manicre significative. Ainsi, 1’aimantation a
saturation de nanoparticules, qui correspond a I’alignement complet de tous les moments
individuels dans 1’échantillon, est plus faible que le matériau massif et diminue de maniere

plus prononcée quand la taille des particules diminue. De plus, pour une méme taille, la
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méthode de synthése peut influencer leurs propriétés magnétiques. En effet, selon les
conditions d’¢laboration des nanoparticules, la cristallinité, 1’état de surface peuvent étre
modifiées, conférant au nanomatériau des propriétés magnétiques et conductrices différentes.*
Les hypothéses d’un désordre structural dans 1I’ensemble du volume de la structure cristalline
ou dans une couche de surface ont été avancées pour expliquer ce fait.

Ainsi, dans un premier temps, nous ¢étudierons I’influence des différents parametres (taille,
forme, méthode de synthése) sur les propriétés magnétiques a 1’aide d’un magnétométre, puis

nous évaluerons, dans un second temps, 1I’impact sur I’amélioration du contraste IRM.

II1. 1. Courbes d’aimantation et ZFC-FC

La Figure 7 montre les courbes d’aimantation a température ambiante enregistrées a 1’aide
d’un magnétometre (VSM) pour les différentes nanoparticules sous forme de poudre ou de

suspension liquide. Le Tableau 5 récapitule les valeurs d’aimantation a saturation.
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Figure 7 : Courbes d’aimantation a 300K sous forme de (A) poudre ou (B) de suspensions liquides
(cre=20mM) des nanoparticules sphériques de 3.7 nm (courbe rouge), 6 nm (courbe verte), 9 nm (courbe
bleue) obtenues par la méthode sol-gel, des nanobatonnets (courbe rose) aprés fonctionnalisation par
I’acide caféique, et comparaison avec les nanoparticules de 9 nm synthétisées par micelle directe (courbe
noire)

Dans tous les cas, quelle que soit la taille, la forme, la méthode de synthese et
indépendamment du conditionnement (poudre-suspension liquide), les courbes d’aimantations
ne présentent pas d’ouverture de cycle, ce qui rend compte a température ambiante d’un

comportement superparamagnétique.

Concernant les particules sphériques, on remarque que lorsque la taille des particules obtenues
par voie sol-gel augmente, 1’aimantation approche de la saturation plus rapidement tout en
restant inférieure a celle du matériau massif (80 emu.g™! pour la maghémite).® De plus, les
nanoparticules de 9 nm synthétisées par voie sol-gel montrent une aimantation a saturation
supérieure, en comparaison avec celles obtenues par micelle directe, ce qui pourrait étre li¢ a

la structure cristalline (pourcentage magnétique/maghémite). Par ailleurs, les valeurs Mg

mesurées dans le cas des suspensions liquides sont légérement inférieures par rapport aux
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poudres, Tableau 5. Un comportement similaire a déja été observé au laboratoire dans le cas
de nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées par un bisphosphonate, synthétisées par
micelle directe, et de taille comprise entre 7 et 21 nm.? Cette différence d’évolution de M
avec la taille en fonction du conditionnement (liquide ou poudre) peut étre interprétée en
tenant compte des interactions magnétiques dipolaires inter-particules, qui sont plus faibles
dans le cas des suspensions diluées que dans le cas des poudres.'® De plus, les interactions
dipolaires augmentent avec la taille de la nanoparticule, & méme dilution. Une autre
explication de la différence liquides-poudres est la relaxation brownienne. Celle-ci est nulle
dans le cas des poudres, tandis qu’elle entre en compétition avec la relaxation magnétique dite
« de Néel » des nanoparticules dans le cas des suspensions liquides. !

La diminution de ’aimantation a saturation par rapport au matériau massif est largement

décrite dans la littérature®!?

et est attribuée a un effet dit de «spin canting».'®> Ce terme rend
compte d’une couche de surface des nanoparticules magnétiquement frustrée et désordonnée.
Il est a noter qu’aujourd’hui le probléme du spin canting reste posé : plusieurs configurations
des spins de surface sont proposées dans la littérature'*!°; la question du lien entre le spin
canting et le désordre cristallin demeure ainsi que celle de la transition entre la phase
ordonnée du cceur de la nanoparticule et celle désordonnée de la surface. Nous n’avons pas
réalis¢ d’étude approfondie de cet effet sur nos échantillons. Nous avons choisi

I’approximation d’une structure ceeur-coquille ou la coquille est une couche morte d’épaisseur

e et d’aimantation nulle, dans laquelle les spins sont orientés aléatoirement, Figure 8.

Figure 8 : Illustration de I'organisation des spins magnétiques ot les spins de surface sont orientés de
maniére désordonnée en présence d'un champ magnétique Bo

Ainsi dans le cas des spheéres, 1’épaisseur e peut étre déduite de 1’équation 2 :'¢

d-2eY
Msatszu/k'[ d j ()
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Avec Mgy la valeur de 1’aimantation a saturation, Mpuik la valeur de 1’aimantation du matériau
massif (80 emu/g pour la maghémite), d le diamétre de la particule et e 1’épaisseur de la
couche de spins désordonnés.

En considérant en premiére approximation que les nanoparticules sont constituées uniquement
de la phase maghémite, I’épaisseur e due au spin canting, la taille magnétique associée €gale a
dmEet-2e, le % des spins désordonnés se trouvant dans la coquille d’épaisseur e sont reportés

dans le Tableau 5 pour les deux conditionnements.

3.7 nm 6 nm 9 nm 9 nm (MD)
Msat
(emwe) 27 47 58 48
¢ 0.56 0.49 0.46 0.7
(nm)
o | Dmagnétique 2.6 5.0 8.1 7.6
= (nm)
£ | Yo spins 66 41 28 40
canting
Moment 400 3000 12500 10300
(*uB)
Eda/ks
0.62 12 78 53
K
Msat
(emwe) 23 35 51 44
¢ 0.63 0.72 0.63 0.81
(nm)
L Dmagnétique
£ am) 2.4 4.6 7.7 7.4
=l o, :
= | Yo spins 71 56 36 45
canting
Moment 340 2200 10900 9500
(*us)
Eda/ks
0.45 6.5 60 45
(L29)

Tableau 5 : Aimantation a saturation, épaisseur de la couche de spin canting, diamétre magnétique,
pourcentage de spins désordonnés, moment magnétique, et forces d’interactions pour les différentes
nanoparticules sphériques
Pour les différentes particules, 1’épaisseur obtenue (entre 0.46 et 0.81) est en accord avec
I’épaisseur de la surface de spin canting de la maghémite, qui est de ’ordre de 0.5-0.9 nm.!”
Pour une méme taille, on peut noter une diminution de cette épaisseur lorsque la mesure est
réalisée sur 1’échantillon sous forme de poudre. De plus, le pourcentage de spins désordonnés
dans la nanoparticule est plus important lorsque la taille de celle-ci diminue. Ainsi 28 % des

spins sont désordonnés pour une nanoparticule de 9 nm sol-gel sous forme de poudre alors
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que 66% le sont lorsque la nanoparticule a une taille de 3.7 nm. Ces résultats sont donc en
accord avec la diminution de I’aimantation a saturation.
Par ailleurs, la valeur de 1’aimantation a saturation permet de déduire le moment magnétique
de la particule, a partir de la relation 3: 7

m=M -p-V (3)
Avec m le moment magnétique, M, I’aimantation a saturation, p la masse volumique et V le
volume de la particule
Les valeurs calculées sont reportées dans le Tableau 5 et sont exprimées en fonction de la
constante up, correspondant au magnéton de Bohr (ug = 9.27.10%* A.m?). A température
ambiante, le moment magnétique diminue de manieére importante quand la taille de la
particule diminue, pouvant &tre attribué d’une part au plus petit volume considéré et d’autre
part a I’effet canting de spin.
La force des interactions dipolaires entre deux sphéres peut étre estimée, a partir des données
précédentes, selon 1’équation 4: '8

Eu _ Ho M
ky Ank, D’

avec o la perméabilité du vide (no=4m.107 kg.m.A2.s?), m le moment de la particule et D la
distance centre a centre entre les particules, en considérant 1.7 nm pour une double couche
d’acide caféique."

Les résultats sont regroupés dans le Tableau 5 et montrent une augmentation des interactions
lorsque la taille de la particule augmente en accord avec la littérature.?’ Ces interactions sont

diminuées pour une méme taille de particules lorsque la mesure est effectuée en suspension

liquide.

La Figure 9 présente les courbes ZFC-FC des différents échantillons et les températures de

blocage déduites des maxima des courbes ZFC sont reportées dans le Tableau 6.
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Figure 9 : Courbes ZFC-FC a 100 Oe (C) sous forme de poudre ou (D) de suspensions liquides
(cre=20mM) des nanoparticules sphériques de 3.7 nm (courbe rouge), 6 nm (courbe verte), 9 nm (courbe
bleue) obtenues par la méthode sol-gel, des nanobatonnets (courbe rose) aprés fonctionnalisation par
I’acide caféique, et comparaison avec les nanoparticules de 9 nm synthétisées par micelle directe (courbe
noire)

De la méme maniere que les courbes d’aimantation, les courbes ZFC-FC sont représentatives
de différences liées a la taille des particules. Une augmentation de la température de blocage
est observée lorsque la taille des particules augmente, en accord avec la littérature.'®!1720 A
hautes températures les courbes ZFC et FC coincident, cependant lorsque la température
diminue, les courbes commencent a diverger a partir d’une certaine température, et se
séparent. La courbe FC augmente lorsque la température diminue, de maniére plutdt faible,
cet aplanissement est relié a la présence d’interactions dipolaires entre particules.?! Les
courbes ZFC, réalisées en suspension liquide, Figure 9B, montrent que la température de
blocage diminue, ce qui est en accord avec une diminution des interactions dipolaires. En
effet, dans la poudre, les particules sont plus proches les unes des autres et les interactions
dipolaires modifient davantage leur comportement individuel. Ces interactions ménent au
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couplage des moments magnétiques lorsque la température décroit. Ceci ralentit la relaxation
thermique et empéche I’alignement des moments dans le faible champ externe. Ces effets sont

amplifiés pour les plus grosses particules.?!

3.7 nm 6 nm 9 nm 9 nm (MD)
T (K) <50 75 180 230
poudre
T (K) - <50 160 185
liquide

Tableau 6 : Températures de blocage des nanoparticules sphériques

La détermination de la température de blocage permet une estimation de la barriere

énergétique moyenne en utilisant la formule classique, dérivée de la loi de Néel: '®

E, - ln(t—oj-kg T, (5)
To
avec kg constante de Boltzmann (ks = 1.38.10% m?.kg.s2. K1), to environ égal a s et 19 égal a
107
Lorsque les interactions entre les nanoparticules sont négligeables, cette barriere énergétique
provient seulement de I’ anisotropie magnétique, et I’équation devient : 2°

K-V=25k, T, (6)
avec K la densité énergétique d’anisotropie magnétocristalline et V le volume des particules.
La valeur moyenne de 1’anisotropie magnétique, K, a été calculée a partir de 1’équation (5),
pour les suspensions liquides, ou les interactions dipolaires sont les plus faibles. Les valeurs
calculées sont respectivement de 14 et de 17.10° erg.cm™ pour les nanoparticules de 9 nm de
diametre obtenues par voie sol-gel ou MD. Elles sont 3 a 4 fois plus ¢€levées que celles du
matériau brut (4.7.10° erg.cm™ pour la maghémite).!® La constante K est légérement
supérieure pour les nanoparticules synthétisées par micelle directe, liée a une température de
blocage plus élevée. Dans les deux cas, la présence d’interactions entre particules non
négligeable est mise en évidence, et entraine par conséquent une surestimation de la constante
K. Ceci est en accord avec les observations de Park et al.,>° qui ont estimé par cette méthode
de calcul une constante d’anisotropie élevée, du méme ordre de grandeur (environ 10erg.cm™)
pour des nanoparticules de 9 nm de diametre, et ont attribué ce résultat aux fortes interactions
dipolaires entre les nanoparticules.
Ces résultats donnent une premicre approximation de la force des interactions dipolaires et de
la constante d’anisotropie, permettant ainsi une étude comparative entre les différents

¢chantillons. Cependant, afin d’obtenir des valeurs exactes, il serait nécessaire de « simuler »
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les différentes courbes obtenues (aimantation, ZFC/FC) en tenant compte de ces

interactions.?'2

En ce qui concerne les batonnets, ceux-ci présentent une valeur d’aimantation a saturation tres
faible, de 3 et de 2.7 emu/g, respectivement sous forme de poudre et de liquide. Cette faible
aimantation doit étre liée a la présence de 1’akaganéite dans la structure cristallographique
ainsi qu’a I’apparition d’une anisotropie de forme. Il est a noter que cette valeur d’aimantation
a saturation est inférieure a celle déja obtenue au laboratoire lors d’une précédente étude.?
Ceci est li¢ au changement de 1’appareil micro-onde au sein du laboratoire. Une étude est
actuellement en cours pour optimiser ce protocole et augmenter la proportion en maghémite.
La courbe ZFC réveéle une température de blocage de I'ordre de 280 K et 250 K,
respectivement sous forme de poudre et de liquide. Cette température est plus élevée que
précédemment, sans doute reliée a une taille plus importante et/ou une importante
polydispersité. La courbe FC montre un aplanissement moins marqué lorsque la mesure est

effectuée en suspension liquide, montrant ainsi une diminution des interactions dipolaires.

II1. 2. Etude IRM

L’efficacité d’un agent de contraste peut étre décrit par sa relaxivité longitudinale (r1) ou
transversale (r2). Ces dernieres dépendent non seulement des propriétés magnétiques du
matériau (composition, structure cristalline, taille, forme), mais ¢galement de la force du
champ appliqué, de la température et du milieu considéré.” Les nanoparticules d’oxyde de fer
sont principalement décrites en tant qu’agent de contraste T2. Le contraste T2 est intéressant
pour sa forte sensibilité, cependant les agents de contraste T2 produisent des signaux
intrinseéques foncés qui peuvent étre parfois confondus avec d’autres zones hypointenses
(saignement, calcification, dépot de métal) rendant les diagnostiques plus difficiles. De plus,

le fort champ magnétique généré perturbe les processus de relaxation T1.%

Ainsi pour
surmonter ces lacunes, des agents de contraste superparamagnétiques au moment magnétique
faible ont été synthétisés et ont montré leur potentiel en tant qu’agent de contraste T1. Il s’agit
notamment de nanoparticules d’oxyde de fer sphérique de taille inférieure a 4 nm.!” Le ratio
r2/rl a été utilisé pour rendre compte de I’effet de ’agent de contraste. Plus celui est élevé,
plus l’effet T2 domine. A I’inverse, lorsque les relaxivités rl et r2 sont du méme ordre de
grandeur, étant donné que les temps de relaxation T1 des tissus sont beaucoup plus €levés que

les temps de relaxation T2 (de I’ordre de 10 fois), I’effet T1 est prépondérant sur I’effet T2.
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Ainsi les relaxivités rl et r2 des différentes nanoparticules en solution aqueuse ont été
¢valuées en utilisant un IRM clinique 1.5T, a température ambiante. Le Tableau 7 résume les

résultats obtenus.

rl (mMls?) | r2(mMs?) r2/rl
3.7 nm 6.3+04 35+1 5.6
6 nm 12+4 175+ 6 15
9 nm 12+ 1 233 +£16 20
9 nm (MD) 742 190 = 6 26
Batonnets 0.48 £ 0.04 24 +£2 51

Tableau 7 : Relaxivités rl et r2, et ratio r2/r1 obtenus pour les différentes nanoplateformes a température
ambiante, dans I'eau, sur un IRM clinique 1.5T

En augmentant la taille des particules, la relaxivité r2 augmente considérablement alors que la
relaxivité rl est peu modifiée. Ceci entraine une augmentation du ratio r2/rl, atteignant 20
pour les nanoparticules sol-gel de 9 nm, montrant leur potentiel en tant qu’agent de contraste
T2. Les nanoparticules de 3.7 nm présentent un ratio beaucoup plus faible, de 5.6, qui révele
une possible utilisation en tant qu’agent de contraste T1.

Les nanoparticules de 9 nm obtenues par micelle directe, présente une relaxivité r2 inférieure
aux nanoparticules sol-gel de méme taille, concordant avec leurs propriétés magnétiques
(aimantation a saturation plus faible, épaisseur de spin canting plus élevée).

Les batonnets, quant a eux, présentent le plus fort ratio r2/rl. Ainsi leur utilisation en tant

qu’agent de contraste T2 est a envisager.

IV. Couplage motif RGD

Le peptide cRGDfK-PEG-NH; a ensuite été couplé sur les différentes nanoplateformes par
chimie des carbodiimides (voir chapitre 1 et 2). Lors des couplages, le rapport molaire peptide
sur fer a été maintenu constant et égal a une valeur de 0.14. Ce rapport est identique a celui
utilisé lors du couplage du cRGDfK-PEG-NH> (pour un rapport R=2) sur les nanoparticules
de 9 nm synthétisées par voie micellaire directe (voir chapitre 2). Ainsi, nous pourrons
comparer les rendements obtenus en fonction de la voie de synthése choisie pour les

nanoparticules de 9 nm. Dans les conditions opératoires choisies, le rapport entre le nombre
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de fonctions réactives NH> du peptide et le nombre de fonctions COOH de 1’acide caféique
présente sur la nanoplateforme augmente avec la taille des nanoparticules (1.4, 2.7 et 3.8,
respectivement pour les nanoparticules sol gel de 3.7, 6 et 9 nm et de 5.6 pour les batonnets).
Ainsi un plus grand nombre de peptides couplés est attendu lorsque la taille augmente. La
quantification a été réalisée a I’aide du réactif OPA. Les résultats obtenus sont présentés dans

le Tableau 8.

Nbre RGD % RGD Nbre RGD Dn (nm) Zeta

/mano /mbre CA /nm? Avant - Apreés (mV)
3.7 nm 3.5+0.1 2.5+0.1 0.08 Pd116:.?).2 Pd12:00.2 41+ 10
6 nm 10+1 42+04 0.09 Pd12:10.3 Pd12:40.3 5217
9 nm 37+1 6.6+0.2 0.15 PdZIlz.?).z Pd12:70.3 42 +9
(91\;‘]‘)‘; 61£3 | 55+03 0.23 b d114:%.2 b d11:80.2 3947
Batonnets | 57020 | 9.8+0.3 028 | 2l | 0| 43ea

Tableau 8 : Quantification du nombre de RGD par nanoparticule et propriétés hydrodynamiques des
nanoparticules fonctionnalisées

Comme attendu, le nombre de peptides couplés augmente avec la taille des particules. Si I’on
compare les nanoparticules de 9 nm, un plus grand nombre de peptides par nanoparticule est
obtenu pour la syntheése par micelle directe, ce qui est en accord avec un plus grand nombre
d’acides caféiques, et donc de fonctions réactives présentent a la surface. Le rendement de la
réaction (c’est-a-dire le pourcentage de peptide par rapport au nombre initial d’acides
caféiques) est a peu pres similaire dans les deux cas (environ 6 %), ce qui met en évidence
I’importance de la fonctionnalisation de surface (en particulier le nombre de ligands) afin
d’optimiser les quantités de peptides utilisées. De plus, aprés couplage du peptide, nous
pouvons remarquer une augmentation de la taille hydrodynamique pour les différentes
nanoparticules, le potentiel de surface, quant a lui, reste négatif et relativement stable, aux
incertitudes pres. Cette augmentation est d’autant plus marquée sur les batonnets présentant le
nombre le plus important de peptides couplés par particule.

L’affinité vis-a-vis des intégrines oyvp3 a ensuite ét¢ évaluée par dosage sur support solide en
présence du compétiteur radioactif, I’!2°I-Echistatine (voir chapitre 2). La Figure 10A montre
les courbes obtenues pour les différents ligands concurrents étudiés, et le Tableau 9 récapitule

les valeurs d’IC50, de K; et de facteurs B obtenues. Les valeurs des constantes d’affinité des
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nanoparticules multivalentes sont plus petites en comparaison du ligand libre correspondant,
excepté pour la nanoplateforme de 3.7 nm, di a un trop faible nombre de peptides couplés.
Elles sont améliorées lorsque le nombre de peptides par nanoparticule augmente. Ainsi pour
les batonnets, une constante d’affinité inférieure au nanomolaire est calculée. Le facteur
d’amélioration P varie de 0.3 a 93 et augmente linéairement en fonction du nombre de cRGD
couplé, Figure 10B. Parmi ces nanoparticules sphériques, les nanoparticules de 9 nm obtenues

par micelle directe présentent la meilleure affinité vis-a-vis des intégrines.

120
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Figure 10 : (A) '*I-echistatine a été ajoutée 2 une concentration finale de 0.05 nM en présence de
nombreux ligands compétiteurs. Aprés 3h, les puits sont lavés et 1a radioactivité est mesurée. Les ligands
étudiés sont les nanoparticules sol-gel de 3.7 nm (rouge), 6 nm (vert), 9 nm (bleu) et les batonnets (rose)
(B) Evolution du facteur f§ en fonction du nombre de cRGD-PEG-NH:

Nbre RGD 1C50 Ki B
/mano

cRGDfK-PEG-NH:2 - 32 26 -
3.7 nm 35+0.1 99 81 0.3

6 nm 10+1 16 13 2
9 nm 37+1 7 6 4.3
9 nm (MD) 61+3 5 4 6.4
Batonnets 570 £ 20 0.34 0.28 93

Tableau 9 : 1C50, K et facteur [ obtenus par dosage par compétition des nanoplateformes sol-gel de 3.7
nm (rouge), 6 nm (vert), 9 nm (bleu), des nanoparticules de 9 nm obtenues par micelle directe et les
batonnets (rose)

Dans ce chapitre, des nanoparticules d’oxyde de fer de différentes tailles (3.7, 6 et 9 nm)

ont été synthétisées par voie sol gel, sous micro-onde, en modifiant la température de
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réaction. Les propriétés magnétiques ont été examinées en fonction de la taille des particules.
Une diminution de ’aimantation a saturation, de la relaxivité r2 a été constatée en diminuant
la taille des particules. Les nanoparticules de 3.7 nm ont montré un potentiel en tant qu’agent
de contraste Tl alors que les nanoparticules de 9 nm présentent un potentiel T2. La
dependance de la méthode de synthese a été discutée sur les nanoparticules de 9 nm obtenues
par voie micellaire directe ou sol gel et a montré une influence sur les propriétés de surface,
et magnétiques (aimantation a saturation, relaxivités). L effet de forme a été étudié sur des
nanobatonnets. Ils ont montré une faible aimantation a saturation a température ambiante et
un important ratio r2/r1. Un peptide cyclique PEG-RGD a ensuite été couplé par chimie des
carbodiimides et [’affinité vis-a-vis des intégrines a été évaluée. Parmi les nanoparticules
sphériques, les nanoparticules de 9 nm obtenues par micelle directe montrent la meilleure
affinité vis-a-vis des intégrines. D 'un point de vue hydrodynamique, elles présentent un état
d’agrégation plus faible. De plus, leur ratio r2/rl est le plus élevé. Pour ces différentes

raisons, ce sont ces nanoparticules qui ont été évaluées in vitro et in vivo.
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Chapitre 5 : Evaluation biologique et approche théranostique

Dans les chapitres précédents, nous avons détaillé 1’élaboration de nanoplateformes
d’oxyde de fer fonctionnalisées par difféerentes molécules (fluorophore, PEG et RGD).
L affinité de ces nanoplateformes vis-a-vis des intégrines a été vérifiée précédemment par un
dosage de liaisons sur support solide. Dans la premiere partie de ce chapitre, nous
présentons les premiers résultats obtenus sur [’évaluation de [’efficacité de ciblage des
nanoparticules yFe>O3@CA-(PEG-RGD) (chapitre 2), in vitro et in vivo, sur différents types
tumoraux (glioblastomes US7MG ou carcinomes du colon CT26) ou sur des plaques
d’athérome. Dans la seconde partie, nous nous intéresserons a la conception d’'une
nanoplateforme théranostique, comportant un agent de ciblage de type RGD et un agent
cytotoxique, dérivé de la thapsigargine. Les premiers résultats in vitro, obtenus sur les

cellules CT26, sont discutés.

I. Evaluation biologique

I. 1. Ciblage des tumeurs

L’expression des intégrines oyP3 dans les cellules cancéreuses est corrélée a la progression de
différents types de tumeurs via leur angiogénése. Dans cette partie, nous nous intéresserons

plus particulierement au ciblage de glioblastomes in vitro et de carcinomes du colon in vivo.

I.1.1. Ciblage de glioblastomes in vitro

La plupart des études en biologie cellulaire s’effectue sur des supports spécifiques permettant
le développement des cellules sous forme de monocouche 2D. Cette technique méne a un
environnement cellulaire bien controlé et homogeéne, facilite les analyses microscopiques et
permet la prolifération cellulaire de beaucoup de types cellulaires. Cependant, elle ne prend
pas en considération le microenvironnement naturel des cellules, impactant leur
fonctionnement, la production ou I’expression de certaines protéines ainsi que leur
développement.! Ainsi, une couche 2D n’est pas a méme de reproduire les propriétés
observées dans les tissus. Les études réalisées en deux dimensions conduisent alors a une
approximation des effets observés in vivo. Afin d’obtenir des modeles in vitro plus proches
des tissus in vivo, des cultures en 3D ont été développées. Les comportements différents
observés entre ces deux types de culture cellulaire sont principalement attribués aux

interactions cellule-cellule ou cellule-matrice. Un probléme majeur de la croissance des
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cellules en 3D peut étre d’assurer la survie des cellules centrales puisqu’une fois entourées de
couches de cellules, ces derniéres n’ont plus accés aux nutriments, se trouvent en hypoxie et
meurent. Cependant, ceci n’est pas un inconvénient dans le cas des tumeurs cancéreuses €tant

donné que le méme phénomene est observé.

Plusieurs techniques ont été mises en place pour cultiver des cellules en trois dimensions. On
pourra citer notamment la technique de centrifugation, la croissance cellulaire sur une surface
non adhérente ou la méthode de la goutte suspendue, ou les cellules s’agrégent spontanément
vers le bas de la goutte apreés 1’inversion du support et qui permet la production de sphéroides
de taille homogene.? C’est cette derniére technique qui a été utilisée pour réaliser une étude
concernant le ciblage des intégrines ovfB3 surexprimées par les cellules de glioblastomes
(U87MG, Humain glioblastome cérébral). Ce travail a été réalis€ en collaboration avec

I’équipe du Dr S. Mériaux (CEA Neurospin). Les premiers résultats sont présentés ci-dessous.

Les cellules U887MG sont cultivées en gouttes inversées dans du milieu de culture
(DMEM/10%FBS) pendant quelques jours. Les nodules, une fois formés, sont déposés sur du
Matrigel® (25%, en milieu de culture complet), un mélange protéique gélatineux extrait de
sarcomes de la souris, qui reproduit I’environnement naturel des cellules et influence leur
croissance en 3D et leur fonctionnement. Des nodules sphériques, d’environ 5 mm, ont été

choisis pour réaliser les diverses manipulations, Figure 1.

Figure 1 : Photographie de nodules dans le Matrigel (25%)

Les nanoplateformes utilisées lors de cette étude sont les nanoplateformes témoin
yFeO3@CA (non fonctionnalisées) et les nanoplateformes fonctionnalisées yFerO3@CA-

(PEG-RGD) R=2, présentant une soixantaine de peptides de type RGD (cf chapitre 2).
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Les nodules sont mis en contact 24h avec 1’agent de contraste fonctionnalis¢ ou non
fonctionnalis¢ (voir protocole en Annexe 7), dans du milieu de culture (sans Matrigel®). A
I’issue de cette incubation, des lavages par changement de milieu sont effectués. Un
changement de coloration, ainsi que des amas bruns sur la couronne des nodules sont observés
a P’ceil nu. La Figure 2 montre les photographies des nodules prises au microscope. Elles
montrent que le matrigel, qui se trouve entre les cellules, est coloré en brun dans les deux
conditions, cependant il semble que des points bruns apparaissent dans les cellules lorsque la
nanoplateforme est fonctionnalisée par le peptide. La différence la plus notable concerne la
structure en réseau. En effet, celle-ci est préservée en condition non fonctionnalisée alors
qu’elle est altérée dans le deuxieme cas. Des cellules arrondies sont ainsi observées a la place
des cellules de forme allongées organisées en réseau. Un résultat similaire avait déja été
observé sur des cultures 2D ou la fixation du peptide sur ’intégrine était a 1’origine d’un
arrondissement des cellules. Ceci est donc en faveur du ciblage spécifique des cellules

U87MG par les nanoparticules yFe:O3@CA-(PEG-RGD).

Figure 2 : Photographies de nodules en lumiére blanche en sortie de I’incubateur apres rincage, incubés en
présence de nanoparticules (A) yFe203@CA ou (B) yFe:03@CA-(PEG-RGD) R=2

Les cartographies T2 des nodules ont été réalisées sur un IRM 7T et sont présentées Figure 3.
En comparaison avec le nodule témoin, un hyposignal est observé aprés incubation des
nanoparticules, confirmant leur présence dans les nodules. Cependant il n’est pas possible de
distinguer les deux conditions sur ces clichés. Ceci est 1i¢ a la présence des nanoparticules se
trouvant dans le matrigel entourant les cellules de la couronne. Il convient ainsi de trouver un

moyen efficace de ringage afin de d’affranchir au mieux de cette part non spécifique.
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Figure 3 : Carte paramétrique T2 des nodules (A) témoin et incubés en présence des nanoparticules (B)
yFe:0:@CA ou (C) yFe:0:@CA-(PEG-RGD) R=2
Par ailleurs, les relaxivités des agents ont été¢ réalisées sur cet IRM préclinique 7T. Ces
valeurs pourraient permettre de remonter a la concentration en fer dans chaque nodule. En
effet, les nanoparticules de fer vont abaisser le signal T2 et cette baisse sera inversement

proportionnelle a la concentration de cet agent (équation 1) :

1 1
Tz[Fe] - Tz[Fe]:O +r,-[Fe]| (1)

Les mesures ont été effectuées sur une gamme de concentration de 0.005 a 0.25 mM en fer,
dans I’agarose a 3% et a 37°C. Les valeurs obtenues sont regroupées dans le Tableau 1 et sont
comparées a celles obtenues sur un IRM clinique 1.5T dans le Chapitre 2. L’augmentation du
champ engendre une augmentation de la relaxivité r2 et une diminution du r1. Ce phénomene
a été observé par Cheng et al.® sur ’agent de contraste Resovist® ou par Simon et al.* sur
I’agent de contraste Sinerem®. Cependant, il est & noter que le conditionnement des
¢chantillons est différent (eau, température ambiante sur 'IRM 1.5T, et agarose 3%, 37°C sur

I’IRM 7T) et pourrait avoir une influence sur les valeurs obtenues.

rl (mM'.s) r2 (mM'.s)
15T 7T 15T 7T
yFe:03:@CA 7.4 0.83 186 197
yFe;0;@CA-(PEG-RGD) R=2 75 0.83 174 244

Tableau 1 : Relaxivités des nanoplateformes yFe:03@CA et yFe203:@CA-(PEG-RGD) R=2, mesurées sur
un IRM clinique 1.5T (eau, Tamb) et un IRM préclinique 7T (agarose 3%, 37°C)
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La suite de cette étude, concernant notamment 1’amélioration du protocole de lavage, et la

quantification en fer dans le nodule, est actuellement en cours.

I.1.2. Ciblage du carcinome du colon

Le ciblage des intégrines ovf3 a également été exploré pour le ciblage de tumeurs de
carcinomes du colon (CT26 souris’) in vivo. Cette étude a été réalisée en collaboration avec
I’UMR 8151 CNRS (Université Paris Descartes). Les chercheurs de I'unité particuli¢rement

impliqués sont : N. Mignet, B.T. Doan, J. Seguin et G. Ramniceanu.

Les nanoplateformes utilisées lors de cette étude sont la nanoplateforme témoin yFeO3@CA-
PEG R=2, présentant une soixantaine de molécules PEG et les nanoplateformes
fonctionnalisées yFe2O3@CA-(PEG-RGD) R=0.2 ou R=2, présentant respectivement une

trentaine et une soixantaine de peptides de type RGD, chapitre 2.

La cytotoxicité et 1’internalisation cellulaire des nanoparticules ont d’abord été évaluées in
vitro sur les cellules CT26. L’étude de cytotoxicité a été réalisée a I’aide du réactif MTT. Le
principe et le protocole de ce test sont rappelés en Annexe 7. La Figure 4A montre les
résultats obtenus pour les trois nanoplateformes apres 24h d’incubation. Dans tous les cas, une
toxicité maximale d’environ 30% est observée a la concentration de 0.5 mM en fer. Ainsi les
nanoparticules peuvent étre considérées comme étant peu toxiques pour les cellules CT26 et
donc biocompatibles. L’internalisation des nanoparticules a été évaluée apres 2h d’incubation
selon le protocole décrit en Annexe 7. La quantit¢ de fer internalisée a été détectée par
absorbance suite a la lyse des cellules dans 1’acide et les résultats sont présentés Figure 4B. Le
pourcentage de particules adhérant au fond d’un puits sans cellule a été vérifié et s’est avéré
négligeable (0.49%, 0% et 0.19% respectivement pour yFe.O3@CA-PEG, yFe;O3;@CA-
(PEG-RGD) R=0.2 et R=2). Selon cette méthode, une internalisation n’est détectable qu’a
partir d’une concentration en fer de 3.75 mM. Le pourcentage de nanoparticules internalisées
est plus important lorsqu’elles sont fonctionnalisées avec un motif RGD et reste stable quelle
que soit la quantité de peptides couplées (environ 3.5% contre 0.5% pour les non
fonctionnalisées). Cette différence peut étre lié a la reconnaissance des intégrines par les

nanoparticules yFe.O3@CA-(PEG-RGD).
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Figure 4 : (A) Viabilité cellulaire (%) des cellules CT26 en fonction de la concentration en nanoparticules
yFe203@CA-PEG (courbe noire) et yFe203@CA-(PEG-RGD) R=0.2 (courbe rouge) et R=2 (courbe verte)
(B) % d’internalisation cellulaire des nanoparticules a une concentration de 3.75 mM en fer

La capacité des nanoparticules yFe;O3@CA-PEG R=2 et yFe:O3@CA-(PEG-RGD) R=2 a
cibler les tumeurs a été évaluée in vivo. Les nanoparticules non fonctionnalisées devraient
permettre de rendre compte du ciblage passif dans les tumeurs. Les nanoparticules
fonctionnalisées, dont le ciblage vis-a-vis des intégrines a été vérifié par des études in vitro
(Chapitre 2), devraient induire un ciblage actif au voisinage des tumeurs, complémentaire a
I’effet EPR, et ainsi augmenter la spécificité de la nanoplateforme. Les études ont ainsi été
réalisées 11 jours apres implantation bilatérale sous cutanée de fragments de tumeurs CT26
de 20-30 mm?. (Annexe 7) Les nanoparticules sont injectées par voie intraveineuse a une dose
de 5.5 mg Fer/kg (100 uL & 20 mM en Fer) via un cathéter positionné dans la veine caudale.
Les images IRM pondérées T2* sont réalisées a 7T, selon les parametres détaillés en Annexe
7, a différents temps apres 1’injection (de 10 min a environ 4h) et comparés a 1’image de
référence (avant injection). Les Figures 5 et 6 montrent les résultats obtenus respectivement
pour la nanoplateforme témoin et celle fonctionnalisée.

Ces nanoparticules ne présentent pas de toxicité aigue envers les animaux. En effet, aucun
effet secondaire (comportement, aspect extérieur, ...) n’a été observé pendant I’injection,
immédiatement ou 4 jours apres les injections. Cependant, une étude plus détaillée serait
requise pour accéder a la toxicité de ces produits.

En ce qui concerne toutes les nanoplateformes, les images montrent un hyposignal important
dans le foie dés 10 min apres I’injection, Figure 5B’. Cette accumulation hépatique est
typique des nanoparticules et est en faveur de leur élimination par les cellules du systéme
réticulo-endothélial, principalement celles de Kupffer. Ce profil est similaire a celui observé
pour 1’agent de contraste Resovist®, qui se concentre de manieére importante dans le foie

(environ 80% de la dose injectée) seulement quelques minutes aprés son administration.®
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Cependant, contrairement a notre attente, pour la nanoplateforme non fonctionnalisée RGD, il
n’est pas observé de signal dans les tumeurs (n=6) apreés I’injection, Figure 5B-C-D. Il
apparait ainsi que le temps de circulation dans le sang de nos nanoparticules n’est pas
suffisant pour induire une accumulation par effet EPR dans les tumeurs, que celui-ci n’est pas
suffisamment favorable et/ou que la technique d’imagerie employée n’est pas assez sensible.
Les expériences réalisées par Kunjachan et al.” ont permis de visualiser le ciblage passif au
niveau des tumeurs CT26. Ainsi, I’hypothése d’une faible accumulation alli¢ée a une faible

sensibilité¢ de I’imagerie IRM est la plus probable.

Figure 5 : Images T2* des tumeurs et du foie (A et A’) avant injection et 10min (B et B’), 45min (C et C’),

et 4h (D et D’) aprés injection des nanoparticules y-Fe:O3@CA-PEG R=2. 1l est a noter que les souris ont

recu deux doses a 24h d’intervalle et que les images des tumeurs correspondent a une visualisation lors de
la seconde injection.
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En ce qui concerne la nanoplateforme fonctionnalisée RGD, les images post-injection
montrent, en plus d’une accumulation importante dans le foie similaire a celle observée
précédemment, 1’apparition de points noirs dans les tumeurs (n=3) dés les premiéres minutes,
Figure 6B. Ces hyposignaux rendent compte de la présence des nanoparticules d’oxyde de fer
et mettent en exergue le ciblage actif des nanoparticules fonctionnalisées. Ainsi, les résultats
démontrent une interaction entre les peptides RGD et les intégrines o33, qui est encore visible
3h30 apres ’injection, Figure 6D.

Afin de quantifier cette spécificité de ciblage, les souris ont été sacrifiées et les organes
prélevés. Une analyse par ICP-MS doit étre réalisée apres digestion acide des organes pour

quantifier le fer présent dans les tumeurs, et le foie.

Figure 6 : Images T2* des tumeurs et du foie (A) avant injection et 10min (B), 45min (C), et 3h30 (D)
apres injection des nanoparticules y-Fe:O3@CA-(PEG-RGD) R=2. 1l est a noter que les souris ont recu
deux doses a 24h d’intervalle et que les images des tumeurs correspondent a une visualisation lors de la

seconde injection.

168



Chapitre 5 : Evaluation biologique et approche théranostique

Ces résultats montrent le potentiel de la nanoplateforme y-Fe;O3@CA-(PEG-RGD) R=2 a
cibler in vivo les tumeurs ectopiques CT26. Cependant, en vue d’optimiser cette plateforme,
une amélioration de 1’habillage de surface serait nécessaire afin d’augmenter la furtivité et
décupler le contraste résultant (ciblage passif et ciblage actif). Une telle amélioration pourrait
étre réalisée en introduisant sur la nanoplateforme des chaines PEG beaucoup plus grandes,
capables de repousser de maniere plus conséquente les protéines plasmatiques reconnues par
les macrophages du foie. Pour tester cette hypothése, nous avons utilisé la nanoplateforme -
Fe;O3@HMBP-C=CH-PEG (2kD, 40 unités), la seule synthétisée, au cours de ce travail, avec
des chaines PEG longues (chapitre 3). L’expérience a été réalisée de la méme manicre que
précédemment. Les clichés IRM des tumeurs et du foie obtenus a différents temps apres
I’injection sont présentés Figure 7. En plus de I’hyposignal attendu et observé dans le foie, des
hyposignaux (points noirs) apparaissent dans la région tumorale 10 min apres 1’injection, et
démontre un ciblage passif, qui pourrait étre attribué¢ a la plus longue chaine PEG choisie.
Evidemment, étant donné que le ligand de surface différe, il faudrait compléter et confirmer
cette étude, en vérifiant notamment qu’un ciblage passif n’est pas ou peu observé dans le cas

de la nanoplateforme y-Fe;O3@HMBP-C=CH-PEG (4 unités).

Figure 7 : Images T2* des tumeurs et du foie (A) avant injection et 10min (B), 1h (C), apres injection des
nanoparticules y-Fe:O3@HMBP-C=CH-PEG (2kD)
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La nanoplateforme yFe;O3@CA-(PEG-RGD) a ainsi été utilisée pour le ciblage des intégrines
avB3 in vitro sur des glioblastomes et in vivo sur des carcinomes. Comme décrit dans le
Chapitre 1, les intégrines avfB3 jouent également un role important dans d’autres maladies
telles que I’athérosclérose. Ainsi, le potentiel de ciblage des plaques d’athéromes par cet agent

de contraste a été évalué in vitro.

L2 Ciblage de I'athérosclérose

Les intégrines oyf3 sont fortement exprimées dans les plaques d’athérome par les cellules
musculaires lisses du média et de l'intima. Une étude in vitro a ainsi été réalisée en
collaboration avec 1’équipe du Dr G. Clofent-Sanchez (Université de Bordeaux 2, UMR 5536
CNRS) sur des plaques d’athérome de lapin. Les coupes ont été préparées selon le protocole
décrit en Annexe 7. Les nanoparticules yFe2O3@CA ou yFe;O3@CA-(PEG-RGD) (R=2),
diluées dans du PBS, sont ajoutées et laissées incuber toute la nuit a 4°C. Aprés plusieurs
lavages, un marquage au bleu de Prusse est réalisé. (Annexe 7) Cette technique permet de
colorer en bleu tous composés a base de fer présents dans les cellules. La Figure 8 présente les
photographies prises apres marquage des coupes d’athérome. Une coloration bleue apparait
uniquement apres incubation des nanoparticules présentant des motifs RGD. Ainsi la
nanoplateforme yFe>O3@CA-(PEG-RGD) (R=2) permet la reconnaissance spécifique des
intégrines via les motifs RGD. Son utilisation pour le ciblage de 1’athérosclérose in vivo peut

donc étre a envisager.

e =N ¥ -
Figure 8 : Plaques d’athérome de lapin aprés incubation des nanoparticules (A) yFe:03@CA (cre=2.7mM)
et (B) yFe203@CA-(PEG-RGD) R=2 (cre=2.7mM creG-RGp)=10nM) et révélation Bleu de Prusse
(grossissement *40)

Ainsi ces études ont montré le potentiel de ciblage des intégrines de nos nanoparticules

d’oxyde de fer fonctionnalisées avec un motif RGD, que ce soit pour le diagnostic IRM de
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cancers ou potentiellement pour celui de 1’athérosclérose. Par ailleurs, il a ét¢ montré dans le
chapitre 1, 1’émergence de systémes multifonctionnels combinant le ciblage et des propriétés
effectrices. Ainsi dans cette seconde partie, nous nous intéresserons a 1’¢élaboration d’un agent
de contraste théranostique et détaillerons les premiers résultats obtenus. Ce travail a été réalisé
parallélement a 1’é¢tude précédente, en collaboration avec ’'UMR 8638 (pour la synthése
organique) et ’'UMR 8151 (pour I’évaluation biologique), suite a I’ANR THASER (porteur Pr

J. Ardisson). Le choix de la molécule cytotoxique s’est porté sur la thapsigargine.

II. Vers un agent de contraste théranostique

IL. 1. Les thapsigargines

Les thapsigargines sont un groupe de lactones sesquiterpéniques issues d’espéces de la famille
des Apiaceae, et plus particulierement du genre Thapsia. Ce sont des structures complexes
incorporant de nombreux centres stéréogeénes, des fonctions esters et des alcools tertiaires.

Elles ne différent entre elles que par la nature de deux esters en positions 2 et 8, Figure 9.

Ris R, R,
0 Thapsigargine (Tg) Oct  But
(0]
R, . . .
SR ------uno/ Thapsigargicine Hex But
I on Thapsitranstagine ival  2-MeBut
il OH Oct= OC(CH»);CH;  But= OC(CH,),CH;
15 0 Hex= OC(CH,),CH;  iVal = OCCH,CH(CH3),
13 2-MeBut = OCCH(CH;)CH,CH;

Figure 9 : Formule générale des thapsigargicines et 3 exemples de molécules appartenant a ce groupe : la
thapsigargine, la thapsigargicine, 1a thapsitranstagine

Dans ce groupe, la thapsigargagine (Tg) est la représentante la plus importante et la plus

¢tudiée. Elle est principalement extraite des racines de Thapsia Garganica, une plante vivace

présente sur la cote Méditerranéenne.” Cet irritant naturel, facilement absorbé par la peau, est

connu depuis I’antiquité pour ses propriétés médicinales. Des onguents préparés a partir de

ses racines servaient alors a soulager les rhumatismes et certains maux pulmonaires.!” Son
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activité cytotoxique, 10 a 100 fois plus importante que les agents cytotoxiques de référence
(paclitaxel ou doxorubicine), a €té montrée des années plus tard sur une large gamme de types
cellulaires normaux ou cancéreux.!! Cet effet, non sélectif, ne dépend donc pas du taux de
prolifération cellulaire, ce qui contraste avec les agents de référence ciblant principalement les
cellules en prolifération. Elle a ainsi montré un intérét majeur pour le traitement du cancer de
la prostate.!? Son mécanisme d’action se révéle étre directement lié a I’inhibition des pompes
SERCA, des protéines membranaires qui transportent les ions Ca** du cytosol (phase liquide
dans laquelle baignent les organites cytoplasmiques a l'intérieur de la cellule) vers le
réticulum (réserve interne d’ions Ca**). La pompe SERCA existe sous deux formes dites Elet
E2, Figure 10. La premiére lui permet de fixer deux Ca’' cytosoliques et une molécule
d’ATP. Le changement de forme vers E2 nécessite la consommation d’énergie via I’hydrolyse
de ’ATP. En ce qui concerne la Tg, sa lipophilie lui permet de traverser librement la
membrane cellulaire. Elle vient ensuite bloquer la pompe SERCA dans sa conformation E2.
L’arrét de ses pompes engendre une rupture homéostatique dans la cellule : le stock de Ca*"
du réticulum se vide dans le cytosol via des canaux passifs. Cette surélévation induit une
cascade métabolique aboutissant a la mort de la cellule.

Afin d’introduire un groupement réactif et ainsi d’envisager le couplage de la Tg sur un
vecteur, des études ont suggéré que la Tg pouvait étre modifiée en position 8 sans

compromettre de maniére significative son inhibition vis-a-vis des pompes SERCA.!!

Cytosol -
2 (
ER/SR lumen

E1 m2032+ /<

Figure 10 : Le mécanisme des pompes SERCA (Berridge, M.J. (2012) Cell Signalling Biology)
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IL. 2. Elaboration d’'une nanoplateforme théranostique

Nous avons ainsi voulu coupler la Tg sur une nanoplateforme synthétisée précédemment. Le
choix de la stratégie de couplage (carbodiimide ou click) a d’abord été discuté en fonction des
protocoles précédemment établis (chapitre 2 et 3). La structure complexe de la Tg, présentant
de nombreux groupes fonctionnels pouvant mener a des nombreuses réactions, s’est montrée
en faveur d’une réaction se déroulant a pH neutre. Parmi les réactions de chimie click
¢tudiées, la réaction de Huisgen a été préférée a la réaction thiol-yne, pour notre plus grande
expertise concernant le couplage de molécules biologiques (RGD) ou présentant des

groupements hydrophobes (Rhodamine) (chapitre 3).

Un analogue de la Tg, appelé Tg-PEG par la suite, présentant un « bras » avec une fonction
azide terminale en position 8, a été synthétisé par les Dr. J. Perard et S. Boutefnouchet
(Université Paris Descartes, UMR 8638 CNRS), et est présenté Figure 11. La glycine a été
introduite sur la chaine PEG, permettant ainsi d’introduire une fonction amide, qui s’avére
utile pour la quantification par la méthode OPA. Cette molécule est soluble dans des solvants

organiques de type DMF ou DMSO.

0
C7H1 5 H 'l," OAc
Oun. LN N3
g ‘n/\(o’\)’
n\OH

0]

Figure 11 : Structure du dérivé Tg-PEG couplé sur la nanoplateforme y-Fe:O3;@ HMBP-C=CH

Cet analogue de la Tg a ainsi été couplé sur la nanoplateforme y-Fe:O3(@HMBP-C=CH et vy-
Fe;O3@HMBP-C=CH-(PEG-cRGD) (cf chapitre 3) par chimie click. Le protocole de
couplage est similaire a celui décrit dans le chapitre 3, cependant la réaction a été réalisée
dans un mélange eau/DMF (50/50), et les premiers lavages ont été effectués dans un mélange
eau pH 2/DMF (50/50). Le couplage a été opéré sous micro-ondes en utilisant les mémes
conditions opératoires que pour les peptides (cf chapitre 2, Tableau 3). L’intégrité de la
molécule apres une heure a pH 2 ou apres micro-ondes a été vérifiée, au préalable, par CCM

(100% acétate d’¢éthyle), validant ainsi le protocole utilisé.
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Les résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau 2. La Tg-PEG a d’abord été couplé sur la
nanoplateforme y-Fe:O3@HMBP-C=CH pour différents ratios R. Nous pouvons observer
qu’en augmentant ce ratio, le nombre de Tg-PEG par nanoparticule ainsi que la taille
hydrodynamique augmente. Le couplage de la Tg-PEG sur la nanoplateforme y-
Fe;O3(@HMBP-C=CH-(PEG-cRGD) entraine également une augmentation de la taille
hydrodynamique. Dans les différents cas, le potentiel de surface reste négatif et est peu
modifié. L’affinit¢ de cette derniére nanoplateforme, a été réalisée sur support solide en
présence du compétiteur radioactif, 1’!*’I-Echistatine, et comparée a la nanoplateforme 7-
Fe;O3(@HMBP-C=CH-(PEG-cRGD). L’affinité est 1égérement plus faible (15 nM vs 8 nM),
Figure 12, mais reste du méme ordre de grandeur, montrant que la présence de la Tg-PEG
déstabilise peu la reconnaissance du motif RGD par les intégrines. Ainsi, la présence du
peptide sur la nanoplateforme, permettant le ciblage des intégrines a3 pourrait donc induire

un effet cytotoxique sélectif.

R Nbre % Nbre % D, Pdl Zeta | IC50 K;
(Tg-PEG) Tg-PEG | Tg-PEG RGD RGD | (nm) (mV) | (nM) | (nM)
0 0 0 0 0 10 | 0.3 | -52+8 - -
0.2 43+ 8 102 0 0 20 03 |-44+7 - -
2 68+7 15+2 0 0 29 | 03 |-45%6 - -
0 0 0 50+5 | 11+1 19 | 03 |-43+£8| 10 8
69+6 16+1 | 50+5 | 111 48 | 0.2 |-42+8 | 18 15

Tableau 2 : Nombre et % de Tg-PEG, Nombre et % de RGD par nanoparticule, propriétés
hydrodynamiques (Dn et potentiel de surface), IC50 et constantes affinités

120

100 +

80 ~

60

40

I'®-Echistatin liée (%)

204

0 T T
1E-14 1E-12

1E-10 1E-8 1E-6
Concentration (M)

Figure 12 : Le compétiteur, '*I-echistatine, a été ajouté 2 une concentration finale de 0.05 nM en présence
de ligands compétiteurs a diverses concentrations. Aprés 3h de co-incubation, les puits sont lavés et la
radioactivité est mesurée. Les nanoplateformes étudiées sont yFe:O;:@HMBP-C=CH-(PEG-cRGD) avant
(noir) et aprés couplage (rouge) de la Tg-PEG
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IL. 3. Résultats biologiques

Les tests de cytotoxicité de la Tg et des dérivés a 24H ont été réalisés sur les cellules CT26, a
I’aide du réactif MTT. La Figure 13 montre les courbes obtenues et le Tableau 3 regroupe les
valeurs d’IC50 des différents composés. La Tg est trés cytotoxique, puisqu’elle présente une
IC50 de 7.8 nM. La modification de la Tg en position 8, par ’introduction d’un groupement
hydroxyle, entraine une diminution de la cytotoxicité. L’IC50 est ainsi de 107 nM pour la Tg-
OH. Par ailleurs, ’introduction du groupement PEG sur la molécule induit une nouvelle

diminution de la cytotoxicité, et I’IC50 n’est plus que de 6.6 uM pour la Tg-PEG.

100 L
80
S
g 604 A
=
S 40 M
> d
20- o~
0 T T T T T
1E6  1E5  1E-4  1E-3 0,01 0,1

Concentration (nM)

Figure 13 : Courbes représentant la viabilité cellulaire (%) (des cellules CT26) en fonction de la
concentration en agent cytotoxique :Tg (courbe rouge), Tg-OH (courbe bleue) et Tg-PEG (courbe noire)

Tg Tg-OH Tg-PEG

IC50 (nM) 7.8 107 6 600

Tableau 3 : IC 50 de la Tg et de ses dérivés : Tg-OH et Tg-PEG aprés incubation sur les cellules CT26

Les tests de cytotoxicité et d’internalisation cellulaire ont ensuite été réalisés sur les
nanoparticules yFe:O3@HMBP-C=CH (témoin) et sur les nanoparticules yFe>O3@HMBP-
C=CH-(Tg-PEG) R=0.2. Les résultats sont présentés Figure 14. La concentration maximum
de Tg-PEG testée (4uM, proche de I’IC50), n’est pas suffisante pour induire une différence
significative de toxicité entre les deux types de nanoplateformes. L’internalisation cellulaire
des particules, estimée par dosage du fer dans le culot cellulaire, est légerement supérieure
pour les particules avec la Tg-PEG (1.1+0.04% vs 0.5+0.4%) mais reste faible et pourrait

expliquer ce dernier résultat.
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Concentration Tg-PEG (uM)
0,1 1
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Figure 14 : (A) Viabilité cellulaire (%) (des cellules CT26) en fonction de la concentration en
nanoparticules yFe:O:@HMBP-C=CH (courbe noire) et yFe:0:@HMBP-C=CH-(Tg-PEG) R=0.2 (courbe
rouge) et % d’internalisation cellulaire des nanoparticules 2 une concentration de 3.75 mM en fer

Ainsi des modifications sont a envisager (augmentation de [’internalisation cellulaire et

modification de la Tg-PEG) afin de parvenir a une nanoplateforme cytotoxique.

IL. 4. Vers une amélioration de la nanoplateforme

cytotoxique

Afin d’augmenter I’internalisation cellulaire, 1’application d’un champ magnétique est
proposé. En effet, il a ét¢é montré au laboratoire sur des nanoparticules d’oxyde de fer
fonctionnalisées par de I’alendronate, une inhibition de la prolifération cellulaire des U87 plus
importante en présence d’un champ magnétique.'* Une étude qualitative par marquage au bleu
de Prusse, Figure 15 et une étude quantitative par dosage du fer dans le culot cellulaire, Figure
16 ont été réalisées sur les deux nanoplateformes précédemment décrites. Qualitativement, les
marquages au bleu de Prusse montrent une augmentation significative de I’internalisation
cellulaire a 2h pour les deux nanoplateformes lorsqu’il y a application d’un champ
magnétique. En effet, une coloration bleue apparait sur les photographies, indiquant la
présence de fer. Cette observation est confirmée par le dosage du fer, et montre que
I’internalisation est plus importante pour les particules avec Tg-PEG lors de I’application d’un
champ magnétique (3.6£0.6% vs 0.7+ 0.3%). Par ailleurs, le pourcentage de nanoparticules
adhérant au fond d’un puits sans cellule a été vérifié et s’est avéré négligeable. Ainsi, les

pourcentages obtenus correspondent bien a des nanoparticules internalisées.
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Aimant

Témoin

yFe203@HMBP-C=CH

| S " SN .-

Figure 15 :

yFe20;@HMBP-C=CH-
(Tg-PEG)

Photdgraphies des cellules sans nanoparticul.es et apreés déi)ﬁt des nanoparticules 3.75 mM
avec et sans application de champ magnétique pendant 2h

Internalisation (%)

0

A’ B

B’

Figure 16 : % d’internalisation cellulaire des nanoparticules yFe;O;@HMBP (A) et yFe2O3@HMBP-(Tg-
PEG) (B) a une concentration de 3.75 mM en fer avec (en rouge) et sans (en noir) application d’un champ

magnétique
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De plus, afin d’augmenter la cytotoxicité de la Tg-PEG, une modification de la structure a été
proposée, Figure 17. Elle consiste a allonger la chaine aliphatique a proximité de la position 8.
En effet, des études menées par 1’équipe de Christensen sur différents analogues de la
Thapsigargine ont montré qu’augmenter le nombre de groupements méthylénes (-CHz-) entre
les groupements amines et carboxylates pouvait avoir une influence. Ainsi les liens courts,
inférieurs a 8 groupements méthylénes ont montré une faible activité inhibitrice des pompes

SERCA, alors que les liens présentant plus de 10 groupes méthylénes peuvent avoir une

activité similaire & la Tg %1413
54
C/His  Q H % OAc
O1 g Q u N
g
3
/ 'llo O/\)Z
o) OH n>100
lo) WOH

Figure 17 : Modification envisagée de la structure de la Tg-PEG

Par ailleurs, les études in vivo ont montré une forte accumulation des nanoparticules dans le
foie, ce qui rend compte de la phagocytose par les cellules de Kupffer. Ainsi, si nous voulons
¢laborer un agent théranostique pour cibler des tumeurs, il est a envisager, d’une part, un
travail sur la fonctionnalisation de surface des nanoparticules en introduisant des chaines PEG
plus longues permettant une augmentation du temps de circulation et ainsi une accumulation
des nanoparticules dans la zone ciblée désirée afin d’obtenir une concentration locale
cytotoxique suffisante. Cette dernicre doit €tre obtenue en tenant compte notamment de la
dose 1étale de la Tg, 0.8 mg/kg,® estimée chez la souris aprés injection intraveineuse. En se
basant sur les manipulations in vivo réalisées précédemment, une quantité de 100 pmol de
Fer/kg (5.5 mg Fer/kg) a été injectée chez la souris, et en considérant une soixantaine de Tg
par nanoparticules, nous arrivons a une dose de 0.26 mg/kg, inférieure a la dose létale. De
plus, afin de limiter au maximum la cytotoxicité de la nanoplateforme aux tumeurs ciblées (en
complément du peptide RGD), 1’'usage de la stratégie « prodrug » peut étre envisagée. Ceci
permet 1’administration de la Tg sous une forme inactive, qui sera activée sélectivement dans
les tissus tumoraux. Cette activation sélective tire profit des aspects uniques de la physiologie
des tumeurs, tels que 1’expression sélective d’enzymes, 1’hypoxie ou le plus faible pH

extracellulaire.'® Par exemple, 1’équipe de Christensen et al. a envisagé des prodrogues de
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thapsigargine pour le traitement du cancer de la prostate, libérées spécifiquement au sein de la

tumeur prostatique aprés hydrolyse par les peptidases surexprimées in situ.'

Ainsi dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a [’évaluation biologique des
nanoparticules d’oxyde de fer précédemment synthétisées et caractérisées. Le potentiel des
nanoparticules yFe:O3@CA fonctionnalisées par des séquences peptidiques de type RGD a
ete exploré pour le diagnostic de diverses pathologies. In vitro, le ciblage des intégrines o.f3
a été constaté sur les sphéroides 3D de glioblastomes et sur des coupes de plaques
d’athérome. In vivo, ces particules ont permis un ciblage des tumeurs (CT26, carcinomes du
colon) implantées en sous-cutanée. En effet, des hyposignaux sont apparus dans la zone
tumorale une dizaine de minutes apres [’injection. Afin d’optimiser la plateforme, une
amélioration de la furtivité est a envisager. Ceci permettrait d’augmenter [’effet de
perméabilité et de rétention tissulaire (EPR) qui n’a pas été détecté par IRM in vivo dans le
cas de la nanoplateforme non fonctionnalisée yFe:O3@CA. L’expérience réalisée avec la
nanoplateforme yFe;O3@HMBP-C=CH-PEG (2kD) est en faveur de cette hypothese
puisqu’elle a permis la visualisation d’hyposignaux dans la zone tumorale.

Par ailleurs la réalisation d’une nanoplateforme thérasnostique a été envisagée. Un dérivé
de la thapsigargine (Tg-PEG) a été couplé sur les nanoparticules d’oxyde de fer
yFe:03@HMBP-C=CH par chimie click. Cependant, [’étude in vitro, réalisée sur les cellules
de carcinomes du colon, a montré une faible cytotoxicité de cette molécule. Ainsi, une
optimisation de sa structure a été proposée en vue d’obtenir un composé présentant une
cytotoxicité proche de la thapigargine. Des études complémentaires devront étre réalisées

avant d’aboutir a cette nanoplateforme théranostique.
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Les nanovecteurs réalisés dans le cadre de cette étude sont élaborés a partir de nanoparticules
d’oxyde de fer, dont les différentes ¢tapes d’habillage sont modulées selon la fonctionnalité
recherchée.

La principale application s’inscrit dans un contexte d’approche diagnostique pour laquelle les
nanovecteurs sont destinés a 1’administration par voie intraveineuse. Une deuxiéme
application envisagée est 1’utilisation de ces particules a visée théranostique.

Afin d’étre utilisables lors de ces applications biomédicales, ces nanoparticules doivent étre
stables a pH physiologique, biocompatibles, et biodégradables. De plus, elles doivent étre
furtives et spécifiques du tissu ciblé. Pour cela, des ligands capables de reconnaitre les
récepteurs situés sur les cellules d’intérét « équipent » les nanovecteurs, ce qui permet un
ciblage actif en complément du ciblage passif induit par I’effet de perméabilité et de rétention
tissulaire (EPR). Cibler le processus angiogénique, qui est une étape importante lors du
développement des pathologies (cancer, athérosclérose, ischémie, ...), est apparu comme une
stratégie intéressante. Ce processus implique I’intervention des intégrines o3, qui se lient
sélectivement aux peptides de type RGD. Dans le cadre de nos travaux, nous avons ainsi
entrepris 1’élaboration d’agents de contraste spécifiques de I’angiogené¢se, ciblant les
intégrines owf3;.

La conception du vecteur a été réalisée étape par étape et différentes techniques d’analyse ont
¢té utilisées pour les caractériser au mieux. Des nanoparticules sphériques, de 9 nm de
diametre, ont été synthétisées par micelle directe, puis fonctionnalisées en surface par des
agents complexants de type catéchol (acide caféique) ou bisphosphonate (HMBP-COOH ou
HMBP-C=CH), afin d’obtenir des ferrofluides stables a pH physiologique. Ces
nanoplateformes présentent en surface des fonctions réactives qui peuvent étre utilisées pour
le couplage covalent de diverses molécules (fluorophore, chaines PEG, peptides RGD).

Afin d’optimiser le couplage de ces diverses molécules nous avons joué¢ sur différents
parametres : la stratégie de couplage, I'utilisation de 1’énergie micro-ondes, 1’augmentation du
ratio (Nmolécules a coupler / Nfonctions réactives sur la nanoplateforme). DEUX stratégies ont ainsi €t€ comparées :
la chimie des carbodiimides et la chimie click (réaction de Huisgen et réaction thiol-yne).
Nous avons remarqué que la chimie click présente de nombreux avantages (réaction a pH
neutre, en une seule étape) et permet I’obtention de meilleurs taux de greffage quelle que soit

la molécule considérée (fluorophore, chaines PEG, RGD). De plus, il a ét¢ montré, lors du
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couplage de fluorophores par chimie des carbodiimides ou par chimie click (réaction de
Huisgen), que le couplage est fortement amélioré sous énergie micro-ondes. Cette voie a ainsi
été privilégiée dans la suite de 1’é¢tude. L’augmentation du ratio joue également un rdle
important sur I’obtention de meilleurs rendements excepté lors de la réaction thiol-yne.

Avec ces nanoparticules, nous avons montré qu’il était possible d’élaborer une
nanoplateforme bimodale, présentant des propriétés d’agent de contraste pour 1’imagerie a
résonance magnétique (IRM), de part ses propriétés superparamagnétiques intrinseques, et
pour I’imagerie de fluorescence, par le couplage d’un fluorophore a la surface de la
nanoparticule. Le couplage du peptide cyclique ¢(RGDfK) sur la nanoplateforme a permis le
ciblage des intégrines onP3, qui a été vérifié par résonance plasmonique de surface ou par
dosage de liaisons sur support solide, en présence d’un ligand compétiteur radioactif. De plus,
I’introduction de chaines polyéthyléne glycol a permis de servir d’espaceur entre la
nanoplateforme et le peptide, permettant une optimisation du rendement de couplage et ainsi
une amélioration de ’affinité vis-a-vis des intégrines. Il a ét¢ montré une stabilit¢ de ces
nanoplateformes dans le sérum (avec un relargage du fluorophore inférieur a 15% apres 24h).
De plus, le couplage de petites molécules a eu peu d’influence sur les valeurs de relaxivités
r2, qui restent du méme ordre de grandeur que la nanoplateforme de référence (de 130 a 190
mM.s).

En vue d’améliorer I’affinité des nanoparticules vis-a-vis des intégrines, la conception et la
synthése chimique de peptidomimétiques a été réalisée. Cependant, ceux-ci n’ont pas donné
les résultats escomptés puisqu’ils ont montré une affinité relativement faible en comparaison
du peptide de référence. Ainsi I’amélioration de leur structure est a 1’étude.

Afin d’optimiser les propriétés d’agents de contraste IRM, de nouvelles nanoparticules
d’oxyde de fer ont été synthétisées : des nanoparticules sphériques de différentes tailles (3.7, 6
et 9 nm) obtenues par voie sol-gel sous micro-onde et des nanobatonnets. Elles ont toutes été
fonctionnalisées en surface par 1’acide caféique et ont montré une stabilit¢ a pH
physiologique. L’influence de la taille, de la forme et de la méthode de synthése sur les
propriétés magnétiques a été étudiée. Une baisse de 1’aimantation a saturation et de la
relaxivité 12 a été constatée en diminuant la taille des particules. Les nanoparticules de 3.7 nm
ont ainsi montré un potentiel en tant qu’agent de contraste T1 sur un IRM clinique 1.5T. Les
propriétés de surface et magnétiques des nanoparticules ont montré une dépendance vis-a-vis
de la méthode de synthése. Ainsi les nanoparticules obtenues par voie sol-gel montrent une
plus faible réactivité de surface vis-a-vis de 1’acide caféique mais un meilleur potentiel en tant
qu’agent de contraste T2. En ce qui concerne les nanobatonnets, ils présentent un important
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ratio r2/r1, cependant la faible aimantation a saturation obtenue est en faveur d’une quantité
importante d’akaganéite dans la structure cristallographique. Des manipulations sont
actuellement en cours afin de retransformer ces batonnets et d’augmenter le pourcentage en
maghémite.

Les premiéres manipulations biologiques ont été effectuées. Les nanoparticules d’oxyde de
fer obtenues par micelle directe et fonctionnalisées par 1’acide caféique ont été utilisées lors
de cette étude. Le potentiel de ciblage de ces nanoparticules, fonctionnalisées en surface par
des peptides RGD, a été démontré in vitro sur des glioblastomes et sur des plaques
d’athérome. Elles ont également permis le ciblage de tumeurs de carcinomes du colon, in
vivo. Ceci a démontré leur potentiel en tant qu’agent de contraste IRM T2 pour le diagnostic
de ce type de pathologies.

Cependant, lors de cette étude, I’effet EPR n’a pas été observé avec les nanoparticules non
fonctionnalisées par le peptide. Ainsi, seul un ciblage actif a permis la détection des tumeurs.
Afin d’améliorer la furtivité du systéme, la fonctionnalisation de surface avec de plus longues
chaines PEG a été considérée. L’expérience réalisée s’est montrée en faveur de cette
hypothése puisqu’elle a permis ’apparition d’hyposignaux dans la zone tumorale.

En paralléle, I’application de ces nanovecteurs pour le théranostic a été envisagée. Un dérivé
de la thapsigargine, un agent cytotoxique, a été couplé, par la réaction de Huisgen, sur les
nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées par le bisphosphonate HMBP-C=CH.
Cependant, les études in vitro ont montré une faible cytotoxicité de cette nanoplateforme.
Ainsi, une amélioration de la structure de la molécule a été proposée. Par ailleurs, 1’utilisation
de la stratégie « prodrug » est a considérer afin de limiter au maximum la cytotoxicité de la
nanoplateforme aux cellules ciblées. Des manipulations complémentaires devront ainsi étre

réalisées avant d’arriver a une nanoplateforme au potentiel théranostique.

Ainsi, les travaux réalisés au cours de cette thése n’en sont qu’a leurs prémices et de
nombreuses optimisations peuvent étre apportées. Afin d’améliorer le diagnostic, nous avons
vu que ['utilisation de la double imagerie est un atout. Ainsi 1’imagerie de fluorescence
permettrait d’apporter la sensibilit¢ manquante a I’imagerie IRM, qui posséde une excellente
résolution spatiale. Pour ce faire, il faudrait adapter le protocole de couplage établit a un
fluorophore proche infrarouge.

Par ailleurs, au cours de ce travail, nous avons ¢élaboré¢ différentes nanoplateformes. Elles ont
principalement ¢té caractérisées dans 1’eau a pH physiologique. Cependant, cette
caractérisation ne tient pas compte de la complexit¢ du milieu auquel va étre soumis le
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vecteur in vivo. Un travail approfondi in vitro serait nécessaire afin d’étudier leur
comportement en milieu biologique. Nous pourrions ainsi évaluer 1’effet du nombre de
peptides, de la chaine PEG, du ligand, de la fonction terminale, de la liaison entre le
peptide,... L’affinité des nanoplateformes vis-a-vis des intégrines pourrait étre estimée par
cytométrie de flux en réalisant des tests de compétition en présence d’Echistatine-FITC sur
des cellules surexprimant ces intégrines. Grace a cette étude in vitro, nous pourrions ainsi
désigner les candidats les plus adéquats pour le passage au modele animal.

De plus, ’effet de la taille des nanoparticules, de la quantité ou de la longueur de PEG serait a
analyser in vivo en vue d’optimiser le ciblage.

Un important travail reste également a faire pour comprendre et améliorer les propriétés des

nanoparticules notamment au niveau de la relaxivité, parametre clé lors du diagnostic IRM.

Dans I’ensemble, ce travail a apporté de nouveaux outils pour la vectorisation et a validé le
potentiel d’une nanoplateforme pour imager par IRM I’angiogenese tumorale. Une étude est
actuellement en cours avec 'INSERM U698 (Dr V. Eder) pour étendre le potentiel de ciblage
de ce nanovecteur a un autre modele angiogénique, cette fois-ci induit par un processus
ischémique. De plus, des molécules diverses de taille similaire au peptide pourraient étre
couplées afin d’explorer le ciblage d’autres récepteurs et ainsi élargir le domaine

d’application.
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Annexe 1

Les nanoparticules d’oxyde de fer

I. Principales méthodes de synthese

La synthése de particules magnétiques de taille controlée est d’un grand intérét dans de
multiples domaines. De nombreuses méthodes reposant sur la germination et la croissance des
nanoparticules a partir de précurseurs, sont utilisées pour la synthése des nanoparticules
d’oxyde de fer.!

La méthode de coprécipitation est la méthode la plus conventionnelle. Elle consiste a faire
précipiter en phase aqueuse un mélange d’ions Fe** et Fe*" par une base forte a température
ambiante ou a des températures plus élevées. La taille des nanoparticules de magnétite ainsi
formées (généralement de 2 a 15 nm) dépend du pH, de la force ionique, de la concentration
des réactifs, de la méthode de mélange, ou de la température. Cette technique permet de
synthétiser de grandes quantités de poudre mais présente I’inconvénient de former des
nanoparticules assez polydisperses. Ainsi d’autres méthodes de synthése permettant un
meilleur contrdle de la distribution en taille ont été décrites. La méthode de décomposition
thermique permet de former des nanoparticules les plus monodisperses (de taille inférieure a
20 nm) avec une distribution en taille trés étroite. La décomposition des précurseurs
métalliques (Fe(cup)s, Fe(acac); ou Fe(CO)s) est réalisée dans un solvant organique en
présence d’agents tensioactifs stabilisants (acide oléique, oleylamine) et nécessite des
températures trés élevées (250 a 300°C). Les réactifs utilisés sont des parameétres décisifs pour
le controle de la taille et de la morphologie des particules.

D’autres méthodes sont également décrites dans la littérature: les microémulsions, la synthése
polyol, ou les méthodes sol-gel. Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés a deux
de ces techniques alternatives : la synthése par microémulsion et la syntheése sol-gel. La
premicre consiste a former des micelles (directe ou inverse) comme précurseurs d’ions
métalliques puis a les réduire en ajoutant une base faible. La formation de micelles directes de
dodécylsulfate de fer II dans I’eau, puis I’ajout de la diméthylamine a été utilisée dans les
chapitres 2 et 3 pour la formation des nanoparticules d’oxyde de fer de 9 nm. La température,
la concentration du surfactant ou de la base contrdle la taille des particules. Au laboratoire, au
cours de précédentes études, des nanoparticules de maghémite de 7 a 21 nm ont ainsi été

obtenues en changeant la concentration en tensio-actif ou en augmentant la température.
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Pour les techniques sol-gel, Niederberger et Pinna* distinguent deux procédés de synthése des
nanoparticules, I’un aqueux et I’autre non aqueux. La premicre étape d’une réaction sol-gel
est la formation d’un polymeére inorganique par des réactions d’hydrolyse et de condensation,
c’est-a-dire la transformation du précurseur en un solide hautement réticulé. L’hydrolyse
mene a un sol, une dispersion de particules colloidales dans un liquide, puis la condensation
résulte en un gel, un réseau inorganique interconnecté, rigide, et poreux. En milieu aqueux, la
réactivité importante des précurseurs d’oxyde de métaux dans 1’eau rend ces réactions rapides
pouvant résulter en une perte de la morphologie ou de la structure. Les particules synthétisées
sont généralement amorphes, ce qui nécessite une étape supplémentaire de recuit. Par ailleurs,
un nombre important des parametres de réactions doit étre strictement contrélé (pH,
température, méthode de mélange, nature et concentration en ions) pour permettre une bonne
reproductibilité. Les processus sol-gel non aqueux dans les solvants organiques sont capables
de surmonter certaines de ces limitations. Les composants organiques jouent un rdle
déterminant pour la taille et la forme des particules menant a la formation de nanoparticules
de quelques nanometres a la morphologie uniforme et cristallisée. Ces procédés non aqueux
peuvent étre divisés selon deux approches : 1’un avec 1’utilisation d’un surfactant ou I’autre
sans.” La synthése controlée par le surfactant implique la transformation des précurseurs en
présence de ligands stabilisateurs en utilisant des températures allant de 250 & 350 °C. L’autre
alternative, plus simple, consiste a utiliser un solvant organique, qui agit aussi bien en tant que
réactif, qu’en tant qu’agent contrdlant la croissance des particules. Les températures utilisées
sont généralement plus basses, de I’ordre de 50 a 200°C. C’est cette derniere méthode qui sera
utilisée pour la syntheése des nanoparticules sphériques de différentes tailles. (chapitre 4)

Lors de la préparation des nanoparticules inorganiques en phase liquide, la plupart des
syntheses sont effectuées a I’aide d’une source de chaleur externe (bain d’huile, four). Ces
techniques dépendent des courants de convection et souvent la température du récipient de la
réaction est considérablement plus grande que celle du mélange réactionnel. L’utilisation des
micro-ondes® lors de ces synthéses permet d’éviter le contact direct entre la source de chaleur
et les réactifs ou solvants, de contrdler efficacement les paramétres de réaction (ce qui est
important aussi bien pour la qualité du produit que pour des questions de sécurité), de
chauffer sélectivement (si le mélange réactionnel contient des composés qui différent par
leurs propriétés d’absorbance des micro-ondes), d’obtenir de hauts rendements et d’améliorer

la reproductibilité.
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II. Propriétés magnétiques

L’origine du magnétisme provient des ions métalliques porteurs de moments magnétiques
(par exemple Fe*" porteur de 5 magnétons de Bohr). Ainsi, dans certains matériaux, un ordre
magnétique se développe. L’alignement de ces moments est parallele dans le cas du
ferromagnétisme (produisant une aimantation non nulle), antiparalléle avec compensation des
moments dans le cas de I’antiferromagnétisme et sans compensation des moments dans le cas
du ferrimagnétisme. L’ordre magnétique existe en dessous d’une température critique, dite de
Curie (T¢ pour les ferromagnétiques) ou de Néel (T, pour les antiferromagnétiques ou
ferrimagnétiques). Au dessus de cette température, l’ordre magnétique disparait et les
matériaux deviennent paramagnétiques.

Cet ordre résulte d’interactions d’échange alignant les moments magnétiques entre eux.
L’énergie d’un matériau magnétique provient de la résultante de diverses contributions :
I’énergie d’échange, qui tend a aligner les moments voisins, 1’énergie d’anisotropie, qui tend
a aligner les moments dans une direction particuliére du matériau, I’énergie dipolaire entre
particules et 1’énergie de Zeeman, qui traduit 1’interaction entre les moments et le champ
magnétique externe. L’anisotropie magnétique résulte de différentes contributions :
I’anisotropie magnéto-cristalline liée a la structure cristalline du matériau, 1’anisotropie de
forme (si la particule est non sphérique), 1’anisotropie de surface causée par une rupture de
symétrie a la surface et une réduction de la coordination des plus proches voisins ou
I’anisotropie magnéto €lastique.

Un matériau ferro- ou ferrimagnétique de dimension macroscopique se subdivise en domaines
magnétiques appelés domaines de Weiss, séparés entre eux par des parois dites de « Bloch ».
Chaque domaine possede un moment magnétique permanent. En dessous d’une certaine taille
critique, la création de parois de Bloch (séparant les domaines magnétiques) devient non
favorable et trop colteuse en termes d’énergie, ainsi la structure de la particule devient
monodomaine (diamétre critique de I’ordre de 30 nm pour la maghémite)’ maintenant un
moment magnétique important. En absence de champ magnétique extérieur, I’aimantation de
la particule est orientée parallelement ou antiparallelement a 1’axe de facile aimantation, ces
deux configurations étant séparées par une barriére d’énergie Eg. Le temps de relaxation de ce

processus est donné par la relation de Néel-Brown :

E
T=1, -exp(k BTJ (1)
B
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Le préfacteur 1o est de I’ordre de 107'%. Le comportement observé dépend de la valeur de t
par rapport au temps caractéristique de mesure, Tm. Si Tm<< 7, la relaxation n’est pas pergue et
le comportement magnétique de la particule est analogue a celui du matériau massif, aux
effets de surface prés. En revanche si tm>> 1, le moment de la particule relaxe dans les
directions de facile aimantation plus vite que le temps de mesure et 1’état magnétique apparait
comme désordonné. La température pour laquelle tm=1 est appelée température de blocage
(Tv, qui dépend de la taille de la nanoparticule, de ’anisotropie et de la méthode de mesure
utilisée). Ainsi, au dessus de cette température, I’énergie thermique est suffisante pour
introduire une rotation libre de la particule résultant a une perte de 1’aimantation apparente en
absence de champ magnétique externe. Cette propriété superparamagnétique, est marquée par
I’absence d’une magnétisation rémanente a champ nul, permettant ainsi aux particules de
maintenir une stabilité colloidale et d’éviter 1’agrégation, ce qui est intéressant pour les
applications biomédicales.

Un nanomatériau superparamagnétique sera ainsi caractérisé a température ambiante par une
courbe d’aimantation reproductible quel que soit le “chemin” en champ appliqué sur le
matériau, sans ouverture de cycle (hysteresis) et il y a saturation au-dela d’une certaine valeur

en champ appliqué H, Figure 1.

M

>H

A .
( r | superparamagnétique
[ )

Figure 1 : Courbe d'aimantation et organisation schématique du moment magnétique d'un matériau
superparamagnétique

III. Structures cristallines

En ce qui concerne la structure cristalline des oxydes de fer, il en existe deux a caractere
superparamagnétique : la magnétite (Fe3O4) et sa forme oxydée, la maghémite (y-Fe>0O3),
Figure 2.

La magnétite Fe;O4 est une ferrite de structure cristalline dite spinelle inverse, ou les ions
ferreux Fe?’ et la moitié des ions ferriques Fe** occupent des sites octaédriques (site B) du

réseau cubique faces centrées des atomes d’oxygene. L’autre moiti¢ des ions ferriques
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occupent les sites tétraédriques (sites A). La maille de la magnétite peut ainsi étre décrite par
la formule : [Fe"]a[Fe"Fe'|s04. Le paramétre de maille de la magnétite vaut a=0.8396 nm.

(fiche JCPDS 19-629).

() Oxygene /

® (Fe . Fe')ensite octaédrique (site B) ./ l/- ) ‘ \“r) ( \j—— T -

1 - ’ » - - _-\'I_ S— -
@ Fe'' en site tétraédrique (site A) (JT

a2 4

v

Figure 2 : Description de la structure d’une maille cristalline de l1a magnétite, d’aprés Mornet (Synthése et
modification chimique de surface de nanoparticules de maghémite a des fins d’applications biomédicales,
Université de Bordeaux I, 2002)

Dans la maghémite, le fer se trouve entierement a I’état trivalent. La structure est similaire a
celle de la magnétite, excepté que les ions Fe** manquants sont remplacés par des lacunes,

111

notées O dans la formule de la maille [Fe'Ja[Fe"s3013]804. Son paramétre de maille est

proche de la magnétite, et vaut a=0.8346 nm (fiche JCPDS 39-1346).

De plus, au cours de ce travail, nous nous sommes également intéressé€s a une autre structure :
I’akaganéite, qui compose en partie les nanobatonnets que nous avons synthétisé. (chapitre 4)
L’akaganéite est un oxyhydroxyde de fer III, de formule B-FeOOH, décrit comme matériau
antiferromagnétique, qui posséde une structure de symétrie monoclinique®, Figure 3A, dont
les paramétres de maille sont : a=1.0600 nm, b=0.30339 nm, c= 1.0513 nm et f=90.24°.° Les
ions Fe*" occupent deux sites octaédriques distincts. Cet enchainement d’octaédres distordus
liés deux a deux par leurs arétes, constitue des feuillets et forme ainsi des canaux renfermant

une quantité variable d’ions chlorures pouvant étre échangés par d’autres ions.'°
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Figure 3 : (A) Systéme monoclinique et (B) Structure cristallographique de I'akaganéite!®
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Annexe 2

Techniques de Caractérisations physico-chimiques et

protocoles expérimentaux

I. Microscopie électronique a transmission

Les particules sont caractérisées en Microscopie a Transmission (MET) avec un microscope
FEI CM10. Pour la préparation de 1’échantillon, une goutte de particules en solution est
déposée sur une grille (grille de cuivre recouverte d'un film mince de carbone amorphe)

placée sur un papier filtre. Le diametre des nanoparticules est déduit en simulant une fonction

1 1 ( dY
“d)m“p[‘ i ] Y

ou o est la largeur de la distribution et In(do) la moyenne de In(d)

log-normale, équation 1 :

L’écart type de la distribution des In(d) o est reli¢ a 1’écart-type de la distribution des

diametres wo par 1’équation 2 :

o= |In[1- 1+4-(ﬁ )

0

II. Diffusion de la lumiere

La taille et le potentiel Zeta des nanoparticules ont été¢ determinés par diffusion de la lumiére
(DLS) sur un appareil Nano-ZS (Red Badge) ZEN 3600 (Malvern Instruments, Malvern, UK).
Les mesures sont effectuées en régime dilué (environ 0.3 mM en fer) afin de limiter les
phénomenes d’agrégation liés aux interactions attractives entre nanocristaux.

La mesure du diametre hydrodynamique correspond a la taille du volume de solvant déplacé
par une nanoparticule en suspension, c’est-a-dire a la taille du cristal, plus I’épaisseur de son
habillage, et I’épaisseur de la double couche ionique dite de Helmholtz ou de Stern, qui assure
la répulsion entre deux particules, Figure 1A. La taille hydrodynamique peut étre exprimée de

trois manieres (cf exemple, Figure 1B) :
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- en intensité : dans ce cas, le poids d’une particule est li¢ a 1’intensité de la lumiere

qu’elle diffuse (mesure brute)
- en volume : dans ce cas, les particules ont un poids li¢ a leur volume

- en nombre : dans ce cas, toutes les particules ont le méme poids quelle que soit leur

taille. C’est cette valeur que nous avons utilisé.

Le potentiel Zeta est le potentiel mesuré a la surface de la double couche ionique de la
particule. Une stabilit¢ colloidale est obtenue pour une valeur absolue du potentiel Zeta
supérieur a 30 mV. Le potentiel de charge nulle correspond au point isoélectrique, ou les

nanoparticules précipitent du fait de 1’absence de répulsions électrostatiques.

! ! Electrical double
A ! layer B
. 0] :
+ | slipping plane Number Volume Intensity
! pping pl
o /
: Particle with negative g % %
surface charge © 1 1 @ 1000 @© 1,000,000
(&] Q Q
c c c
) = R =
Q9 2 & 22
0] 0} ]
[ = = =
Stern layer | Diffuse layer o © ©
4007 © © 1 ° 1
N o o o
-Surtace polenta
h Stern polential
L
| Zeta potential 5 10 50 100 5 10 50 100 5 10 50 100
' Diameter (nm) Diameter (nm) Diameter (nm)
0
Distance from particle surface

Figure 1 : (A) Taille hydrodynamique et potentiel de surface ; (B) distribution en nombre, en volume et en
intensité d’une population bimodale de nanoparticules de 5 et 50 nm de diamétre, égale en nombre pour
chaque population

III. Spectroscopie infrarouge

Les spectres infrarouges (IR) des ligands et des nanoplateformes ont été enregistrés sur un
spectrometre Nicolet Thermo Scientific FTIR modeéle 380 et sont reportés en fréquence
d’absorption (cm™). Les échantillons sous forme de poudre ont été étudiés sous forme de
pastilles KBr.

Les spectres infrarouges du cRGDfK avant et aprés micro-ondes ont été¢ enregistrés sur un

spectrophotomeétre Tensor 27 (Bruker, Karlsruhe, Allemagne), sous forme liquide, dans D>O.
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IV. Magnétometre (VSM)

Le comportement magnétique des nanoparticules a été caractérisé en utilisant un VSM
(Quantum Design, Versalab). Il mesure les cycles d’aimantation par application d’un champ
de -2300 a +2300 kA/m avec une vitesse d’acquisition de I’ordre de 8 kA/s. Le principe de cet
appareil repose sur une méthode de flux qui consiste a mesurer le flux induit dans un
bobinage par déplacement périodique de 1’échantillon. Plus précisément, 1’échantillon est
placé au centre d’un bobinage et est animé d’un mouvement de vibration avec une fréquence
donnée et une amplitude constante. Les mesures sont réalisées sur un échantillon sous forme
de poudre (environ 2 mg) ou sous forme de liquide a une température de 298 K (25°C).

Par ailleurs, les courbes ZFC/FC ont été mesurées a 100 Oe de 50 a 300 K. Pour cela,
I’échantillon est placé a haute température a champ nul puis est refroidit jusqu’a 50 K sans
application d’un champ magnétique (ZFC, Zero Field-cooled). Arrivé a basse température, un
faible champ H de 100 Oe est appliqué. La température augmente alors progressivement et le
moment magnétique est mesuré. Arrivé a 300 K, la température est abaissée jusque 50 K en

laissant le champ H (ZC, Field-cooled) tout en mesurant le moment magnétique.

V. MIAplex®

Le MIAplex® est un appareil mis au point par la sociét¢ Magnisense qui permet de mesurer
un signal proportionnel a la dérivée seconde de la courbe d’aimantation au voisinage du
champ nul, Figure 2. Le cycle d’aimantation est enregistré sur une gamme de champ étroite,

de -15 a 15 kA/m. La mesure s’effectue sur 10 pL de ferrofluide a température ambiante.

T 3 i 3 3
v = e o

Figure 2 : Représentation du MIAplex(R) et de la dérivée seconde de la courbe d'aimantation
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VI. Imagerie a Résonance Magnétique

L’IRM est une technique d’imagerie médicale récente (début des années 80), non invasive
basée sur le phénoméne de résonance magnétique nucléaire. En effet, certains atomes (par
exemple 'H , °C, *°P...) dont le noyau est constitué d’un nombre impair de nucléons (protons
et neutrons), posseédent un moment magnétique non nul caractéris€ par une grandeur
quantique, le spin nucléaire. Le spin le plus étudié en IRM est celui du proton, puisque
I’hydrogéne est trés abondant dans les tissus biologiques. Sous 1’effet d’'un champ magnétique
statique Bo, les moments magnétiques du spin vont progressivement s’aligner dans une
direction parallele a celui-ci, donnant lieu a une aimantation globale dans sa direction.
Lorsque I’on applique 1’onde magnétique radiofréquence oscillante By a la fréquence de
résonance de Larmor, les moments magnétiques vont se placer dans un plan perpendiculaire a
la direction du champ statique Bo. C’est ce qu’on appelle I’excitation. Lorsque le champ
oscillant est interrompu, les moments magnétiques vont revenir dans leur position initiale. Ce
mouvement de rotation sous la forme d’un signal oscillant qui a la méme fréquence que
I’onde excitatrice, est mesuré en IRM au moyen d’une antenne réceptrice. Le temps que
mettent les moments magnétiques nucléaires a retrouver leur alignement longitudinal est noté
T1 alors que le temps T2 mesure la disparition de 1’aimantation transversale, Figure . Afin

d’augmenter le signal produit des agents de contraste sont utilisés.

Relaxation
longitudinale

>

Relaxation
transversale

B,

Figure 3 : Représentation schématique des temps de relaxation longitudinale (T1) et transversale (T2)

Des mesures de temps de relaxation T1 et T2 ont été effectuées sur un IRM clinique 1.5 T
(Philips intera 1.5T / Philips healthcare) a température ambiante, sur une gamme de
concentration allant de 0.061 mM a 0.25 mM en fer.

Pour la mesure T2, la séquence écho de spin a été utilisée et consiste a appliquer au bout d’un

certain temps TE/2 apres I’impulsion de 90°, une impulsion de 180°. Cette dernicre a pour but
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d’inverser tous les déphasages, ainsi les protons les plus rapides et donc les plus déphasés
vont se retrouver les moins déphasés mais garderont la méme vitesse. Au bout du temps
d’écho (TE) les protons seront de nouveau tous en phase ou presque, engendrant un signal
d’écho de spin. Cet enchainement est répété a chaque intervalle de temps TR (temps de
répétition), Figure 4. Les acquisitions T2 ont ainsi été réalisées avec un temps de répétition de

2000 ms et des temps d’écho de 20, 40, 60 et 80 ms

A o0, 1 T"x 90°

-—TE/2 —>

Figure 4 : (A) Séquence IRM d'écho de spin - (B) Représentation schématique des protons apreés
I'impulsion a 90° et a 180°
Pour les mesures T1, une séquence inversion-récupération a été utilisée. Elle a pour base une
séquence écho de spin. Une impulsion de 180° a été ajoutée avant I’impulsion de 90°, qui
marque le début de la séquence d’écho de spin, ce qui permet une meilleure différenciation
des tissus en fonction de leur T1, Figure 5. Ceci s’explique par le fait que 1’aimantation
longitudinale décrit un trajet deux fois plus long. Ainsi, les acquisitions T1 ont été réalisées
avec un temps de répétition de 2000 ms, un temps d’écho de 16 ms et des temps d’inversion

croissants de 50, 100, 200, 300, 450, 600, 750, 900, 1100, 1500 et 1800 ms.

180°, 180°,

x ‘ ¥ ‘
- TI > | — TE/2 —»
- TR -

time

Figure 5 : Séquence IRM inversion-récupération
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VII. Analyse Thermogravimétrique

L’analyse thermogravimétrique (ATG) a été réalisée a 1’aide d’un appareil LabsSys evo TG-
DTA-DSC 16000 (Setaram Instrumentation). Elle permet de mesurer la masse d’un
¢chantillon soumis a une variation linéaire de température. L’analyse est réalisée dans un
creuset sur une masse d’échantillon connue, sous forme de poudre, supérieure a une dizaine
de milligrammes, sous un flux d’air. L’enregistrement de la perte de poids de 1’échantillon

permet ainsi d’accéder au nombre de ligands adsorbés selon 1’équation 3 :

M igan M ioan 'Mnano Am(%)-M
Ligands/ nano = -2 = & = %) M (3)
nnano mnana : Mligand (1 - Am(%) - An/leau (%)) ’ Mligand
4 Prano :5‘2'106g'm_3
Avec : Mmmn :pnano'Vnano'NA :pnano.g'ﬂ-.RS'NA et R =4.5nm

N, =6.022-10" mol™

VIII. Spectroscopie UV

Les spectres UV-visible ont été enregistrés sur un spectrophotomeétre Varian Cary 50 Scan.

IX. Analyse EDX

L’analyse EDX a été réalisée sur un microscope TM 3000 table top, équipé d’un systeme de
microanalyse Swift EDX-ray 3000 (Oxford Instruments). Les échantillons, sous forme de
poudre, ont été déposés sur une surface de cuivre et les données ont été collectées en utilisant
un voltage de 15kA.

Cette méthode permet de connaitre la composition €¢lémentaire d’un échantillon par la mesure
des énergies de photons X émis par la région de I’échantillon bombardée par le faisceau
d’¢électrons. Peu de quantité de produit est nécessaire contrairement a I’ATG, cependant la
quantification des ¢léments légers tels que le carbone, I’oxygeéne et 1’azote est incertaine.
Cette derniere technique a pu étre utilisée pour connaitre le nombre de bisphosphonates
adsorbés ou pour quantifier le nombre de PEG couplés par thiol-yne (chapitre 3).

En effet, le nombre d’atomes de fer par nanoparticule de maghémite de 9 nm étant connu, le
pourcentage atomique de fer et de phosphore, déduits de la mesure EDX permettent de

remonter au nombre de bisphosphonates par nanoparticule selon la relation 4 :
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6
Nombre Atomes Fer / nano = M e 2= 1'21 6100 -2~15000

7Fey0;

% atomique (P) 1
% atomique (Fe) 2

Bisphosphonates / nano =15000 - 4)

Par ailleurs, le rapport atomique Soufre/Fer permet de déterminer le nombre de HS-PEGg-
COOH par nanoparticule. Un exemple de spectre EDX d’une nanoplateforme
vFe.O3@HMBP-C=CH PEGylée (R=5 1h30) est présenté Figure 6. Pour des nanoparticules

de 9 nm de diamétre, le nombre de PEG par nanoparticule est calculé selon 1’équation 4 :

V] .
PEG / nano =15000 - Yo atomique (S)

(4)

% atomique (Fe)

1 2 3 4 5 6 ¥ keV
Figure 6 : Exemple de spectre EDX d’une nanoplateforme yFe.O3@HMBP-C=CH PEGylée (R=5 30min)
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Techniques de dosages et protocoles expérimentaux

I. Dosage de fluorophores

Les measures de fluorescence ont été effectuées sur un spectrofluorimetre Spex FluoroMax
(HORIBA Jobin—Yvon, France) équipé d’un photomultiplicateur Hamamatsu 928. Afin de
quantifier le nombre de fluorophores et le quenching sur les nanoplateformes, 1’intensité de
fluorescence est mesurée sur les nanoplateformes fluorescentes et comparée a celle des

molécules de Rhodamine désorbées de la surface, Figure 1.

Quenching

Fluoro a Fluoro
h uoro
phore . phore u
v ‘
NaOH pH 12 Preupltatlon
Fluoro Fluoro
i sur almant o phore

Fluoro
phore

Mesure de la fluorescence Mesure de la fluorescence aprés
surles nanoplateformes désorption des fluorophores
Figure 1 : Mesure de l'intensité de fluorescence avant (a gauche) et apreés (a droite) la désorption des
fluorophores

Pour cela, les solutions de nanoparticules sont laissées a pH 12 sous agitation pendant 24
heures. Les fonctions hydroxyles de la base, en large exces, peuvent se substituer aux
molécules de Rhodamine car leur nucléophilie est plus importante. Il est aussi envisagé que ce
soit le complexe ligand/Rhodamine qui se décroche. Les nanoparticules magnétiques sont
ensuite séparées du surnageant fluorescent grace a un aimant. Les fluorophores libres sont
dosés par spectrométrie de fluorescence en utilisant des courbes d’étalonnage, réalisées sur
des solutions de Rhodamine (R123 ou RN3) a concentration croissante, Figure 2. De cette
maniere, le nombre de fluorophores par nanoparticules avant et apres désorption est déduit, et

le rapport permet de mettre en évidence le quenching sur les nanoplateformes.
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Figure 2: Droites d'étalonnage des solutions de Rhodamine 123 (a gauche) et de Rhodamine B modifiée
(RN:) (2 droite)

II. Dosage des fonctions amines

Afin de quantifier le nombre de HN-PEG-COOH et le nombre de peptides cRGD ou mimes
par nanoparticule, nous avons réalis¢ un dosage des fonctions amines a 1’aide du réactif
fluoraldéhyde (OPA). 50 uL d’une solution de nanoparticules ont ét¢ mélangées avec 50 puL
de NaOH 2N pendant une nuit a 60°C. Les nanoparticules magnétiques sont ensuite séparées
du surnageant grace a un aimant. 1 mL de réactif fluoraldéhyde est ajouté au surnageant.
Apreés 1 min de réaction, la fluorescence est mesurée. Une courbe d’étalonnage est réalisée
dans les mémes conditions sur des solutions de molécules libres (PEG, cRGD, ou mimes), a

concentration croissante, Figure 3.
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Figure 3 : Droites d’étalonnage des diverses molécules a concentration croissante quantifiables par la
méthode OPA : (A) H2N-PEG4+-COOH, (B) mime, et dérivés cRGD : (C) cRGDfK, (D) cRGDfK-PEG-NH2,
(E) cRGDfK(N3), (F) cRGDfK-PEG-N3, (G) Tg-PEG
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III. Dosages par BlAcore

Le BIAcore est un outil permettant non seulement de visualiser en temps réel les interactions
entre biomolécules mais également de quantifier cette force d’interaction (affinité, constantes
de vitesse, quantités de ligand et d’analyte immobilisés). Cette technique basée sur la
résonance plasmonique de surface mesure les changements d’indice, de masse a proximité de
la surface métallique d’étude, Figure 4. En effet, lorsqu’un faisceau de lumiére polarisée
monochromatique illumine une interface entre deux milieux d’indices de réfraction différents
(dans notre cas, le verre de la surface du capteur d’indice de réfraction élevé, et le milieu
liquide d’indice de réfraction faible), une partie de la lumiére incidente est réfléchie et I’autre
partie est réfractée. Selon I’angle d’incidence, toute la lumiére peut étre réfléchie et une
composante électromagnétique de la lumiére, 1’onde évanescente se propage
perpendiculairement a ’interface. Le faisceau incident étant riche en photons, ces derniers
peuvent entrer en résonance avec les électrons libres de la couche du métal (I’or). Cet angle de
résonance, varie en fonction de I’indice de réfraction du milieu qui change en fonction de la
masse de molécules situées au voisinage de la surface, ce qui permet de suivre en temps réel
I’association entre le ligand et 1’analyte. Le signal obtenu est enregistré sous forme d’un
sensorgramme et quantifié¢ en unités de résonance (RU). Cette technologie a débouché sur une

instrumentation commercialisée sur le nom de BIAcore.

A Intensité
A\ ~x 7
. L Lumiére réfléchie Il I ‘| [
Lumiére polarisée
monochromatique ] 0] | I{ “ I\
L 1 \ !
P 1 \ 2'
V& \,/I
’,/‘J g
g
prisme, ‘
sensor chip verre B RU .
- T or ‘ —
;n .
. L]
canal d'injection Onde s 44—

évanescente

Figure 4 : Principe de détection du BIAcore — (A) courbe de plasmons ; (B) sensorgramme en fonction du
temps

Pour réaliser cette étude, nous avons utilisé¢ un appareil BIAcore X100 (GE healthcare) et une

puce CMS5, surface d’or recouverte de carboxyméthyldextran (CMD).
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Le protocole standard qui consiste a coupler sur la piste de mesure de maniére covalente, via
la fonction amine, I’intégrine avPB3 est décrit ci-aprés. La piste est activée avec un mélange
EDC/NHS, puis les intégrines sont injectées a une concentration de 0.1 mg/mL diluées dans
du tampon acétate (10 mM, pH 4 avec ImM Mn?*, 1 mM Mg**, 2mM Ca?"). Une solution
d’éthanolamine (1M, pH 8.5) est ensuite mise en contact avec la surface afin de bloquer les

sites activés par la premiere étape qui n’auraient pas réagit.

Cette procédure standard a été modifiée pour réaliser une cinétique, et ainsi déterminer la
constante d’affinité de la nanoplateforme yFe2O3@CA-(cRGD) (R=2) vis-a-vis des intégrines.
Pour cela, les nanoparticules yFe:O3@CA et yFe:O3@CA-(cRGD) ont ét¢ immobilisées
respectivement sur la piste de référence et sur la piste de mesure sans activation préalable. Par
la suite, des concentrations croissantes d’intégrines (1.23, 3.7, 11.1 et 33 nM), diluées dans du
tampon acétate (10 mM, pH 4 avec ImM Mn**, 1 mM Mg?", 2mM Ca?"), sont injectées.
L’évolution du signal RU en fonction de la concentration permet d’accéder a la valeur de la

constante d’affinité en utilisant le modele « steady-state ».

Ce mode¢le considere une interaction entre le ligand de surface (B) et I’analyte en solution (A)

conduisant a la formation du complexe AB selon le schéma réactionnel suivant :

ka
A+ B=———AB
kg
ol ka (en MlsT) et kg (en s!) sont respectivement les constantes de vitesse
d’association et de dissociation du complexe.
L’équation de vitesse, exprimée en termes de réponse SPR (R), s’€crit :
d[4B]

7 = ka ’ [A]libre ’ [B]libre - kd ) [AB]

dR

= ka ’ Clibre : (erx _R)_kd ’ R

dt
Lorsque 1’équilibre est atteint, Figure 5A, la concentration du complexe est directement
proportionnelle a la réponse Req et la concentration de 1’analyte est la concentration injectée
C. L’équation devient :

%Zka C(Rmax _Req)_kd 'Req =0
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_k,-C-R,
“ k,+k,-C

Apres réarrangement, la constante Kq peut est déduite de 1’équation :

K :%: C-(Rn;x -R,)

eq
Pour une valeur particuliére, c'est-a-dire pour Req = 50% Rumax, la valeur de la constante Kq est
directement égale a la valeur de la concentration d’analyte injectée. Ainsi en tragant la courbe,

Req en fonction de C, la constante Kq peut étre déduite de cette courbe, Figure 5B.

A Resonance B m.: R‘eq

signal (kRU) . o0 Rmax
18 ey - -
w— e [EEEERSE) 100 4 o
Req....ccvviiiiiisssnanas .
— R Dissociation
o s/ w 0%
Tk A = Regeneration [
by 5/ — /
o f 8/ e 4 ¥
S|
12 {? [ Concentration
I
- | et | ————————— - Kd
pstocees Eacsiiisy o
¥ v ¥ B - | ll C
100 200 300 400 500 600 e e ———
Time (s) ) G4 W i 27 W ? it

Figure 5 : (A) Détermination du Req sur le sensorgramme ; (B) Détermination de la constante Kq a partir
de la courbe Req en fonction de C et du modéle « steady state »

IV.Dosages de liaisons sur support solide

Cette technique permet de définir I’affinit¢é d’un nouveau ligand sur des sites de liaisons
spécifiques (récepteurs). Il existe deux types de méthodes : la méthode de saturation et la
méthode de déplacement (ou compétition). La premicére a ¢été utilisée pour déterminer la
valeur de la constante K4 de 1’Echistatine, et la seconde pour déterminer I’affinité¢ de divers

ligands non radiomarqués.

Le dosage de liaisons sur support solide a été réalisé selon une procédure décrite par Orlando
et Cheresh, 1991. Les intégrines avp3 sont diluées a 500 ng/mL dans une solution tampon de
fixation (20 mM Tris pH7.4, 150 mM NaCl, 2mM CaClz, 1 mM MgCl;, 1| mM MnClz). Un
aliquot de 100 pL est déposé¢ dans chaque puit d’une plaque Microlite2+ (Thermoscientific).

Aprées incubation a 4°C pendant une nuit, un lavage est effectué¢ avec la solution tampon de
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blocage/liaison (20 mM Tris pH7.4, 150 mM NaCl, 2mM CaCl,, 1 mM MgClz, 1 mM MnCl,,
1% BSA) suivi d’une incubation pendant 2 h a température ambiante et de 2 lavages. Pour la
détermination de la constante d’affinité de 1’échistatine, 1’!*’I-Echistatine a été ajoutée a
différentes concentrations (0.05, 0.1, 0.25, 0.75, 1.25, 2.5 nM). Pour les co-incubations, le
ligand est ajouté a des concentrations variables (de 10 a 10°!! pour les peptides ou mimes et
de 107 a 10! pour les nanoplateformes) suivi par le compétiteur radioactif, '>’I-Echistatine
(Perkin Elmer), a une concentration constante de 0.05 nM. Apres 3 heures d’incubation, 3
lavages permettent d’éliminer les molécules non fixées par I’intégrine. Une derniére étape
consiste a la solubilisation les molécules liées (NaOH 2M) avant de procéder a la mesure
radioactive sur un appareil Wizard 1470 (Perkin Elmer). Aucun signal n’a été détecté lorsque
la molécule radioactive est incubée sans récepteur, montrant la non-spécifique adsorption de

celle-ci avec la plaque.

La méthode de saturation permet, a partir d’un ligand radiomarqué, de définir une liaison dite
totale, qui correspond a la somme de la liaison du ligand a son récepteur (liaison spécifique a
forte affinité) et a d’autres sites de liaison a faible affinité (liaison non spécifique). La liaison
non spécifique est mesurée en présence d’une quantité de ligand non radioactif suffisante pour
empécher la fixation du ligand radioactif sur ces sites spécifiques. La liaison spécifique
correspond a la différence entre la liaison totale et la liaison non spécifique et permet de
définir I’affinité du ligand pour son récepteur. Les liaisons non spécifiques de la molécule
radioactive sur le récepteur ont ainsi ét€¢ déterminées avec un exces molaire (200 fois)
d’Echistatine non radiomarquée. La Figure 6A montre I’isotherme de saturation de 1’'%I-
echistatine vis-a-vis des intégrines et les liaisons non spécifiques, qui s’averent négligeables.
A partir de cette expérience de saturation, il est possible de déterminer la constante K,
traduisant 1’affinité du ligand pour son récepteur. Plus celle-ci est faible plus I’affinité du
ligand pour le récepteur est élevée. Cette constante est obtenue a partir d’une transformation
des données de la courbe de saturation, transformation dite de Scatchard, qui représente la
relation entre la quantité de ligand fixé de fagon spécifique et le rapport radioligand fixé sur
radioligand libre, Figure 6B. L’inverse de la valeur absolue de la pente permet de déterminer

une valeur de Kqde 0.22 nM.
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Figure 6 : (A) Isotherme de saturation de >’I-echistatine vis-a-vis des intégrines (noir) et liaisons non
spécifiques en présence d’un excés d’echistatine non radioactive (200 fois) (rouge) ; (B) Détermination de
la constante d’affinité de '*>I-echistatine a partir de ’analyse de Scatchard

Les expériences de compétition permettent de déterminer 1’affinité d’un ligand non radioactif.
Elles sont réalisées en présence d’une concentration fixe de ligand radioactif (0.05 nM pour
1’!%I-echistatine) et de concentrations croissantes de ligand non radioactif a étudier (de 10™* a
107! pour les peptides ou mimes et de 10”7 a 10"'* pour les nanoplateformes). Elles permettent
de déterminer 1I’IC50 et la constante d’inhibition K;. L’IC50 correspond a la concentration de
ligand non radioactif nécessaire pour déplacer 50 % de la fixation totale du ligand radioactif,
Figure 7. La constante d’inhibition est ensuite déduite de 1’équation suivante :

K = c 5(3

I+ L

d

Avec Ki la constante d’affinité
K la constante d’affinité de 1’Echistatine (0.22 nM)
L* la concentration d’!'*I-Echistatine dans le puit (0.05 nM)

Liaison spécifique

10 8 6 4 2

- Log (Concentration de compétiteur = ligand non radiomarqué)

Figure 7 : Détermination de I’ICS0 lors des expériences de compétition
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Design des peptidomimétiques et estimation in silico de leurs
affinités vis-a-vis de ’intégrine avp3 par docking moléculaire en
référence au cycloRGD

I. Géneralités sur le docking moléculaire

Le docking moléculaire est un moyen in silico d’étude et de simulation de 1’ensemble des
mécanismes et interactions intervenant lors de la formation de complexes moléculaires. Il est
au centre d’applications pratiques comme 1’ingénierie des protéines et la conception de
médicaments. Il a ainsi déja aidé a la conception de nouveaux ligands pour des agents anti-
sida et anti-cancer, et pour le traitement des diabétes.

Les programmes de docking moléculaire orientés structure sont basés sur 1’hypothese que les
ligands formant des interactions favorables avec le récepteur doivent avoir une affinité de
liaison ¢élevée. Ils reposent sur I’exploration systématique de I’espace des configurations pour
générer et évaluer un grand nombre de liaisons potentielles.

On parle de conception rationnelle de ligands ou de conception « structure — based » quand le
point de départ de la réflexion est la connaissance de la structure du site actif de la protéine

cible ou encore mieux d’un complexe protéine - ligand.

II. Le logiciel CCDC GOLD

Le logiciel CCDC GOLD version 5.2 a été utilisé pour 1’exécution de ce travail. GOLD
(Genetic Optimisation for Ligand Docking) utilise un processus d’algorithme génétique pour
générer les conformations multiples permettant le docking de ligands flexibles dans les sites
de liaison des protéines hotes. Il permet de réaliser le docking de ligands potentiels au sein des
sites actifs a partir de fichiers préalablement préparés.

D’une part, le fichier récupéré sur le site de la PDB (Protein Data Bank) doit étre tout d’abord
complété par 1’ajout des atomes d’hydrogenes manquants et la correction des états
d’ionisation. Les molécules d’eau non importantes pour 1’établissement de I’interaction,
quand il y en a, ainsi que le ligand doivent ensuite étre extrait.

D’autre part, le site actif est défini, soit en spécifiant son centre approximatif et en considérant

tous les atomes de la protéine cible situés dans un rayon défini a partir de ce centre, soit sur la
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base du volume du ligand extrait augmenté d’un rayon défini. Seuls les atomes inclus dans ce
site actif sont considérés pendant le calcul.

Les fichiers des ligands a docker font 1’objet d’une préparation avec un état de protonation
correspondant au pH pour lequel le complexe de base a été obtenu, généralement 7,4.

GOLD permet d’évaluer I’affinité d’un ligand vis a vis de son hote a 1’aide d’une fonction de
score. Différentes fonctions de score sont possibles, nous avons privilégi¢ 1’usage de la
fonction empirique CHEMPLP utilis€ pour modéliser la complémentarité stérique entre la
protéine et le ligand, tout en considérant des paramétres de distances et d’angles vis-a-vis des
ponts salins et des ponts hydrogenes.

Des contraintes de docking peuvent étre introduites pour biaiser le résultat et orienter le
calcul. Quand les contraintes sont respectées, une contribution est ajoutée au score. Il peut par
exemple s’agir de spécifier qu'un atome particulier de la protéine doit former un pont
hydrogéne avec les ligands, d’utiliser la conformation du ligand extrait comme gabarit en
favorisant le recouvrement des atomes accepteurs et des atomes donneurs du ligand a docker
sur ceux du ligand extrait ou encore de définir des motifs d’interaction.

Avant de lancer la procédure de calcul, la vitesse est définie a partir du nombre d’opérations
successives permettant d’obtenir la flexibilité du ligand par algorithme génétique (de 10000 a
100000) pour chaque pose (c’est-a-dire toute conformation finale dockée d’un ligand) et du
nombre de poses différentes pour chaque ligand. Lors de chaque session de calcul, le ligand
extrait est le premier a étre redocké afin de vérifier la validité des parametres et contraintes et
de disposer d’un score de référence.

A T’issue d’une session de calcul, les poses sont regroupées par clusters et les clusters de

poses présentant les meilleurs scores sont analysés afin de détecter d’éventuels faux positifs.

III. Cadre de I'étude

Un modele de complexe protéine—ligand a servi de base a I’ensemble des calculs.

Il s’agit de la structure cristallographique, disponible sur la PDB!! sous la référence 1L5G,
d’un complexe de la partie extracellulaire de I’intégrine a3 avec le ligand cyclique
pentapeptidique Arg-Gly-Asp-{D-Phe}-{N-methyl-Val-} en présence d’ions manganése.'?
L’analyse de la structure permet tout d’abord la mise en évidence des interactions protéine-
ligand indispensables a 1’obtention d’une bonne affinité. Le logiciel LigX permet de les

visualiser.
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Figure 1 : Représentation LigX des principales interactions protéine-ligand dans le fichier PDB 1L5G.

Les principales interactions retenues pour la suite du travail sont les suivantes :

Pont salin entre le cation métallique et le carboxylate de I’aspartate (residu D du
cycloRGD)

Pont hydrogene entre Asn B215 et Tyr B122 et le résidu aspartate D du cyclo RGD
(accepteur)

Pont hydrogene entre AspA218 et le résidu arginine R du cyclo RGD (donneur)

Les interactions hydrophobes mettant en jeu les groupements des résidus D-Phénylalanine et
N-methyl Valine du cycloRGD ne sont pas prises en compte dans 1’étape du design des
peptidomimétiques.

Compte tenu de la structure du cycloRGD et de la nature des interactions mises en jeu lors de
I’interaction avec I’intégrine a,f3, différentes générations de peptidomimétiques, sur la base
des variables et contraintes représentées Figure 36 (chapitre 2), ont été proposées et leur
affinité¢ vis-a-vis de I’intégrine a été évaluée in silico par docking. Les ligands dockés ne
présentent pas le « linker » qui permet par la suite de se lier a la nanoparticule afin d’éviter les
artéfacts de calculs qui placerait cette partie du squelette en lieu et place des fonctions actives.
Le calcul a été lancé sur la base de 50 poses pour chaque ligand avec la vitesse la plus lente,

¢’est-a-dire le maximum de variations conformationnelles.

212



Annexes

Références Bibliographiques

F. C. Bernstein, T. F. Koetzle, G. J. Williams, E. F. Meyer Jr, M. D. Brice, J. R. Rodgers, O.
Kennard, T. Shimanouchi, and M. Tasumi, J. Mol. Biol., 1977, 112, 535-542.
J.-P. Xiong, T. Stehle, R. Zhang, A. Joachimiak, M. Frech, S. L. Goodman, and M. A.

Arnaout, Science, 2002, 296, 151-155.

213



Annexe 5

Synthese des HMBPs

Les spectres RMN du proton 'H (400 MHz), du carbone '*C (100.63 MHz) et du phosphore
3P (161.98 MHz) sont enregistrés sur un spectrométre Bruker Avance III 400. Les
déplacements chimiques sont donnés en parti par million (ppm). Le pic du solvant a été utilis¢
comme référence (‘H NMR : CDCls 7.26 ppm, D20 4.79 ppm ; *C NMR : CDCl; 77.2 ppm).
Le spectre >!P a été enregistré en prenant ’acide phosphorique comme référence externe. Les
données sont reportées de cette maniére : s = singulet ; d = doublet ; t = triplet ; q = quadruplet

; m = massif ; et les constantes de couplage sont données en Hz.

I. Synthése du HMBP-COOH

Dans un tricol de 100 mL muni d’un thermomeétre et d’une ampoule d’addition, un équivalent
de méthyl 5-chloro-5-oxopentanoate (19,3 mmol) est introduit. Deux équivalents de
tris(triméthylsilyl)phosphite (38,5 mmol ) sont ensuite additionnés sous argon, a -20°C, goutte
a goutte. Une fois 1’addition terminée, le mélange réactionnel est laissé sous agitation
magnétique a température ambiante pendant 4h. L’évolution de la réaction est suivie par
RMN 3P {!H}. Les fractions sont ensuite évaporées sous pression réduite (0,1 Torr). Le
mélange est hydrolysé dans du méthanol a température ambiante. Apres évaporation, le résidu
obtenu est basifi¢ avec une solution de NaOH (1M) jusqu’a pH 12. Puis la solution est
chauffée a 60°C pendant 4h. L’évolution de la réaction est suivie par RMN 3'P {'H}. Le
produit est purifié par résine Dowex (pH=4,5). Aprés évaporation, le produit est lyophilisé.

Une poudre blanche est obtenue.

O\\ _OH O\\ _OH
1. P(OSiMey); (6] /P 1. NaOH / H,0 (0] /P
HO OH HO OH
~ —_— —_—
O Cl 2. MeOH \O P/OH 2. pH 4 (Dowex Resin) HO P/OH
- g
HO” N\ HO” N\
© (6] © (6]

Aspect : poudre blanche

Rdt : 82%

RMN 3'P {H} (161.98 MHz, D>0) & : 18.2 (s)

RMN 'H ( 400 MHz, D>0) § : 2,14 (t, J3(H-H)=7.2 Hz, 2H, CH>COOH) ; 1,64-1,87 (m, 4H,
CH;CH>COOH +CH>;COH)
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RMN B3C {'H} (100.63 MHz, D,0) & : 181.8 (COOH) ; 74,0 (t, J'(P-C) = 134,0 Hz, COH) ;
36,8 (CH:COOH) ; 33.2 (CH:CH>COOH) ; 20.3 (CH>COH)

II. Synthése du HMBP-C=CH

Dans un ballon de 100 mL, un équivalent de chlorure d’acyle 6-heptynoique (19,3 mmol) est
introduit. Deux équivalents de tris(triméthylsilyl)phosphite (38,5 mmol) sont ensuite
additionnés, a -20°C. Une fois I’addition terminée, le mélange réactionnel est laissé sous
agitation magnétique a température ambiante pendant 4h. Les fractions sont ensuite évaporées
sous pression réduite (0,1 Torr). Le mélange est hydrolysé dans du méthanol a température
ambiante. Apres €vaporation, le produit est dissous dans I’eau a pH 2.3 et lyophilisé. Il est

ensuite précipité dans un mélange eau/méthanol [1 :9]. Une poudre blanche est obtenue.

(0] O\\P/OH
1. P(OSiMe;); HO™ OH
—
4 Cl 5 meon Z -3
~ RCH
Z HO” \\o

Aspect : poudre blanche

Rdt : 70%

RMN 3P {TH} (161.98 MHz, D,0) & : 18.4 (s)

RMN 'H (400 MHz, D,0) § 2.29 (t, JH-H)=2.6 Hz, 1H, HC=) ; 2.20 (td, J*(H-H)=7.2 Hz,
J4H-H)=2.6 Hz, 2H, CH>C=) ; 1.91 (m, 2H, CH>2COH) ; 1.63 (m, 2H, CH2CH,COH) ; 1.51
(qt, 2H,CH2CH2CH2COH).

RMN 13C {IH} (100.63 MHz, D,0) § 86.5 (HC=C-) ; 74.0 (t, J'(P-C)=134.5 Hz, COH) ; 68.9
(HC=C-); 33.1 (CH2CH2CH2COR) ; 28.7 (CH2CH2COH) ; 23.0 (CH2C=) ; 17.5 (CH>COH)
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Influence de la taille, de la forme, de 1a méthode de synthése sur

les propriétés des nanoparticules d’oxyde de fer

I. Protocole de synthese des nanobatonnets

Pour réaliser cette synthése, une solution de 10 mL de FeCL3,6H>O (0.5 M) est mélangée
avec 10 mL d’une solution d’HCI 0.04 M. 1 mL de dopamine est ensuite ajoutée au mélange
réactionnel et mélangé a 500 rpm pendant 10 min. 180 mL d’eau a 80-90 °C sont ensuite
versés. La solution est maintenue a cette température pendant 2 h sous reflux et agitation. La
suspension est refroidie a température ambiante et le pH est ajusté a 7-8 a 1’aide d’une
solution de soude (1M). Le précipité est ensuite séparé par centrifugation et lavé avec de I’eau
d¢ ionisée. La procédure de lavage est répétée plusieurs fois et le produit est dispersé dans
I’eau a pH neutre. Une suspension colloidale orange est obtenue.

2 mL de la solution de précurseurs ([Fe]=0.06 M) est mélangée avec 40 uL d’une solution
aqueuse d’hydrazine (3.9.102M). Le tube este ensuite placé dans le four a4 micro-onde. La
suspension est chauffé jusqu’a 100°C avec un puissance de 200 W. Le produit noir obtenu est

récupéré magnétiquement puis lavé avec de I’eau a pH 7.

II. Détermination du nombre d’acide caféique

Le nombre d’acide caféique par nanoparticule a ¢ét¢ déterminé par analyse
thermogravimétrique pour les nanoparticules sol-gel de 9 nm et les nanobatonnets. Les

courbes ATG obtenues sont présentées Figure 1 et Figure 2 respectivement.
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Figure 1 : Courbe ATG des nanoparticules sol gel 9 nm fonctionnalisées par I’acide caféique
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Figure 2 : Courbe ATG des nanobatonnets fonctionnalisés par I’acide caféique
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III. Diffraction électronique

A titre d’exemple, le cliché de diffraction électronique, des nanoparticules de 4 nm sol-gel est

présenté ci-dessous, Figure 3.

10 1/nm

|
Figure 3 : Cliché de diffraction électronique des nanoparticules de 3.7 nm

La diffraction électronique permet de mettre en évidence la présence d’oxyde de fer de
maghémite ou de magnétite dans les nanoparticules sol-gel synthétisées. Cependant, ces

phases cristallines ne peuvent pas étre différenciées par cette technique, Tableau 1.

Maghémite Magnétite
JCPDS JCPDS 3.7 nm
N°00-025-1402 N°00-019-0629
da1 2.51A da1 253 A 2.52A
d@oo 2.08 A duoo 2.099 A 2.00 A
duaao) 147 A d@4o 148 A 147 A

Tableau 1 : Etude des clichés de diffraction électronique et interprétation des plans de diffraction par
rapport aux références : maghémite et magnétite
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Annexe 7

Manipulations biologiques - Protocoles expérimentaux
I. Ciblage des glioblastomes

L.1. Protocole

1/ Mise en contact avec un nodule 3D de cellules tumorales de type U87 d’agent de contraste
fonctionnalis¢ (RGD) ou non fonctionnalis¢. Pour cela, des nodules de 5 mm environ ont été
incubés 24h dans un bain de milieu de culture contenant soit du milieu seul (condition
Témoin), soit des nanoparticules non fonctionnalisées (100 ug/mL), soit des nanoparticules
fonctionnalisées (100 pg/mL)

2/ A Tl’issue de cette incubation, les nodules sont rincés par changement du milieu par du
milieu frais pendant 1h (1° bain de ringage), puis pendant 17h (2°™ bain de rincage).

3/ Les nodules sont ensuite montés dans des tubes de culture contenant du Matrigel® (matrice

extra-cellulaire permettant leur survie) pour les imager en IRM a 7 T.

1.2 Séquence IRM

Les fantomes sont scannés sur I’IRM 7T précélnique de Neurospin a I’aide de deux séquences
sont les parametres sont présentés ci-dessous. Ils sont maintenus a 37°C pendant toute la

durée des acquisitions par une soufflerie d’air chaud.

Type de séquence MSME FISP

Carte paramétrique 15 Th

TE (ms) 7.7 2.5

TR (ms) 10000 15000
Parameétre spécifique 64 échos | 6 segments, 90 movies
Résolution dans le plan (mm) 0,25 x 0,25 0,25 x 0,25
Field Of View dans le plan (mm) 30 x 30 30 x 30
Epaisseur de coupe (mm) 1,25 1,25

Nombre de coupes 6 6

Durée d’acquisition (min) 80 h4

Tableau 1 : Séquences IRM utilisées sur ’IRM 7T préclinique de Neurospin
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II. Etude sur les cellules CT26

La lignée cellulaire CT26 provient de I’ATCC (American Type Culture Collection) (ATCC,
CRL-2638, LGC Standards, Molsheim, France), et est cultivée a 37°C, dans une atmosphere
humidifiée a 5% CO2, dans le milieu (DMEM, Gibco) contenant 10% de sérum de veau feetal
(FBS, Gibco Life technologies), 100 uL de streptomycine et 100 U/mL de pénicilline.

IL. 1. Test de cytotoxicité au MTT

Le réactif utilisé est le sel de tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium). L’anneau de tétrazolium qu’il contient est réduit, par la succinate
déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes actives, en formazan. La couleur du
milieu passe alors du jaune au bleu-violacé. L’intensité de cette coloration est proportionnelle

au nombre de cellules vivantes présentes lors du test mais aussi a leur activité métabolique.

/© mitochondrial [
N—N reductase NH
4 | N =
N=N

" |
Br” * S:Z/ d\N:Nf\N/{

Figure 1 : Principe du test MTT : réduction de ’anneau tétrazolium par la succinate déshydrogénase
mitochondriale en formazan

Jourl : Ensemencement des cellules en plaques 96 Puits : Préparation de plaques 96 puits,
10 000 cellules CT 26 /puits (100 pl), incubation 24H a 37°C sous 5% de CO».

Jour2 t=0: Dépots des produits : Préparation des différentes concentrations en produits
a tester dans du milieu de culture et dépot des produits. (témoin: solvant de
’échantillon considéré).

Jour2 t=24h: Test MTT : Préparation d’une solution de MTT dans du PBS a 5mg /ml,
dilution au 1/10°™ de cette solution dans du milieu de culture. Ajout de100ul /puits de MTT
et incubation a 37°C 4H. Solubilisation des précipités par 100ul de tampon de lyse (10% HCI,
10% triton X100, Qsp 100mL pentan-2-ol) sous agitation, lecture de la DO a 562 nm.

IL. 2. Internalisation - dosage du fer

Jourl : Ensemencement des cellules en plaques 96 Puits : Préparation de plaques 96puits,

10 000 cellules CT 26 /puits (100 pl), incubation 24H a 37°C sous 5% de COx.
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Jour2 : Dépots des produits : Préparation des différentes concentrations en produits a tester
dans du milieu de culture

Jour2 t=2h: Dosage du fer : Lavage des cellules avec 250ul de PBS (x2).Lyse des cellules
par 100ul d’HCI 12N, ajout de 100ul d’eau distillée et lecture de 1’absorbance a 340 et

480nm. Préparation d’une gamme de nanoparticules directement dans la plaque

II. 3. Marquage au bleu de prusse

Jourl : Ensemencement des cellules en plaques 96 Puits : Préparation de plaques 96 puits,
10 000 cellules CT 26 /puits (100 pl), incubation 24H a 37°C sous 5% de CO».

Jour2 t=0: Dépobts des produits a une concentration en particules de 3.75 mM

Jour2 t=2h: Marquage au bleu de prusse : Préparation des solutions de Ferrocyanure a 5%
dans de I’eau distillée et d’Acide chlorhydrique a 10% dans de I’eau distillée. Rincer les
cellules 3x dans du PBS, et les fixer avec du paraformaldéhyde 5% 15min a 37°C. Laisser
sécher a température ambiante pendant 12h. Ajouter le ferrocyanure pendant 15min a 37°C
puis incuber 15 min a 37°C, Oter la solution puis ajouter le mélange volume a volume le
ferrocyanure a 5% et d’acide chlorhydrique a 10%. Prendre des photographies des résultats

obtenus.

II. 4. Implantation des tumeurs in vivo

Les ¢études sont realisées sur des souris femelles Balb/c (Janvier, St Genest de Lisle, France),
agées de 6 a 7 semaines. Les expériences sur les animaux ont ét¢ conduites selon les
instructions européennes et nationales et ont été approuvées par un comité éthique
institutionnel. (saisine CEEA34.JS.142.12)

L’implantation ectopique des tumeurs se déroule de la maniere suivante. Une souris portant
une tumeur CT26 sous cutanée est sacrifiée, la tumeur est réséquée, placée dans du milieu de

3. Ces derniers contiennent

culture DMEM et coupée en fragments de 20-30 mm
approximativement 9.10° cellules tumorales. Les fragments tumoraux sont transférés dans un
tampon phosphate salin stérile et insérés en sous cutanée, en utilisant un trocart de gauge 12

(38 mm) dans le flanc de la souris, préalablement désinfecté a 1’alcool.
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IL. 5. Imagerie IRM

Les expériences IRM ont été réalisées a 7 T sur un spectrometre doté d’un aimant 300WB
ultra blindé équipé d'un systéme de micro IRM ( Bruker , Avance II , Wissembourg , France)
Celui-ci est équipé d'une bobine d’acquisition Bruker corps entier de diametre intérieur 40mm
diamétre intérieur de type cage d’oiseaux (Birdcage) dédié a la souris et est muni du logiciel
d’acquisition Paravision 5.

Pour les expériences de relaxomérie en solution, des cartograhies T1 et T2 ont été enregistrées
(30min) sur 6 séries d’échantillons des nanoplateformes a concentration variables 1, 0,5, 0,2,
0,1, 0,05 mM en Fer, a 298K. Les séquences pour quantifier les valeurs de T1 : Séquence de
saturation de type RARE (n=2) a Temps de répétition variables TR = 15s, 10s, 8s, 3s, 1,2s,
0,8s, 0,6s, 0,3s, 0,15s, 0,05s, FOV = 30mmx30mm, matrice 128x128,

Les séquences pour quantifier les valeurs de T2 : séquence multiécho de spins a TE variable :
32 valeurs de multiples de 11ms.

Pour les expériences in vivo, les études IRM ont été effectuées en accord avec les
recommandations frangaises pour la protection des animaux et dans le respect des procédures
approuvées par les comités d'examen institutionnels appropriés. Un support supplémentaire a
été utilis€ pour le positionnement stéréotaxique de l'animal par la téte par un masque,
apportant l'anesthésie volatile. Les souris ont été anesthésiées avec 1,5 % d'isoflurane (TEM,
Bordeaux) dans un mélange d'oxygéne et d'air (0,2 — 0,5 L.min ). La température de 1'animal
a été surveillée et controlée. La respiration a été suivie en utilisant un capteur en plastique
située sur le thorax de la souris et la surveillance physiologique pour la synchronisation
respiratoire (SA Instruments Inc.). Un tube d'eau de référence de 5 mm a été inséré
parallélement a la souris.

Les séquences utilisées sont des séquences pondérées T2* avec synchronisation respiratoire.
Le FOV = 30mmx30mm, matrice 256x256, TR = 350ms, TE = 5Sms, 5 tranches, durée environ
6min.

Les expériences d’ICP AES ont été effectuées a I’ENSCP selon un protocole de solutions
préparées en concentration de I’ordre du ppm et des gammes d’étalons de Fer a concentrations

connus a partir d’échantillon étalon de référence ICP.
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III. Ciblage des plaques d’athérome

Les plaques d’athérome (des coupes de section 7 a 10 um) étant inclus dans de la paraffine
sont préparées pour la coloration immuno-histochimique par déparaffinisation avec du xyléne
(2 fois 10min) suivi d’éthanol (5min a 100%, 5min a 95%, Smin a 80%) puis hydratation dans
de I’eau.

Jour 1 : Incuber les coupes dans de I’eau (3% H20:) pendant 15min. Laver les coupes avec
du PBS 1X 0.025% Triton. Drainer les coupes quelques secondes avec du papier. Bloquer
avec du PBS 1X-BSA 1%-0.2% Triton X-100 pendant 30 min. Drainer les coupes quelques
secondes avec du papier. Appliquer la solution de nanoparticules. Incuber toute la nuit a 4°C
dans une chambre humidifice.

Jour 2 : Rincer 5 fois avec du PBS 1X 0.025% Triton et une fois avec du PBS 1X. Drainer
les coupes quelques secondes avec du papier. Marquage au bleu de Prusse (voir paragraphe

13)
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L’imagerie de 1’angiogénése tumorale représente actuellement un domaine majeur de la
recherche pour la détection précoce des cancers et le développement de nouveaux traitements
des tumeurs. Les cellules endothéliales des néovaisseaux formés surexpriment 1’intégrine
avB3, qui se lie sélectivement aux peptides contenant la séquence Arg-Gly-Asp (RGD). Le
processus angiogénique joue également un role dans le développement d’autres pathologies
telles les maladies cardiovasculaires. Le but de ce projet est ainsi de concevoir un agent de
contraste bimodal (IRM et fluorescence) ciblant les intégrines a3 pour une détection précoce
de I’angiogénése. Des nanoparticules superparamagnétiques d’oxyde de fer ont été
fonctionnalisées en surface par des agents complexants de type cathécol ou bisphosphonate
présentant des fonctions réactives terminales, acide carboxylique ou alcyne. L’efficacité du
couplage de diverses molécules (fluorophores, PEG, RGD) par chimie des carbodiimides ou
par chimie click (réactions de Huisgen ou thiol-yne) a été comparée. La stabilité des
différentes sondes dans le sérum et leur potentiel en tant qu’agent de contraste IRM a été
¢valué. L’affinité vis-a-vis des intégrines a été ¢tudiée par résonance plasmonique de surface
et par dosage de liaisons sur support solide en présence d’un compétiteur radioactif. Dans le
but d’optimiser les propriétés d’agents de contraste IRM, une étude de I’influence de la taille
et de la forme des nanoparticules a été réalisée. Les premicres évaluations in vitro et in vivo
des nanoplateformes ont été entreprises. Parallélement, une nanoplateforme théranostique,
alliant diagnostic et thérapie, a été envisagée.

Elaboration and Characterisation of MRI contrast agents targeting avf3 integrins

The molecular imaging of tumor angiogenesis currently represents a major field of research
for the diagnostic and the development of new treatment strategy of solid tumors. Endothelial
cells from tumor neovessels overexpress the o.fs integrins, which selectively bind to Arg-
Gly-Asp (RGD)-containing peptides. The angiogenic process plays a key role during the
development of other pathologies like cardiovascular diseases. So, the aim of this project is to
design a bimodal contrast agent (MRI and fluorescence) targeting o.f3 integrins for early
angiogenesis detection. Superpamagnetic iron oxide nanoparticles were surface functionalized
with cathecol and bisphosphonate as anchoring agents and bearing carboxylic acid or alkyne
functions as terminal end groups. We compared the efficiency of conjugation of three different
types of molecules (fluorophores, PEG and RGD peptides) using carbodiimide coupling and click
chemistry (Huisgen and thio-yne reactions). The stability of the various nanoplatforms and their
uses as MRI contrast agents were evaluated. The affinity towards integrins was evidenced by
surface plasmon resonance and solid-phase receptor-binding assay with a radioactive competitor
ligand. With the aim to improve MRI properties, nanoparticles differing by their size and shape
were synthesized and the magnetic properties were studied. The first in vitro and in vivo
experiments were performed. In parallel, a theranostic nanoplatform, with both properties of
diagnostic and therapy, has been considered.
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