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I- Introduction

La formulation de nanovecteurs, est une technique prometteuse développée
deés la fin des années 1970, qui permet une nouvelle approche de I'administration des
substances actives, en contrélant leur devenir in vivo (pharmacocinétique,
biodistribution, interactions avec les cellules, toxicité...). Ces nanovecteurs, éléments
de taille nanométrique (1-100 nm généralement), permettent un transport ciblé de la
substance active, vers le site a traiter (Vauthier and Couvreur 2008). Les propriétés
physico-chimiques des nanovecteurs, ainsi que leur composition, jouent un réle
important dans la nature des interactions biologiques engagées avec les organes,
tissus et cellules. Aujourd’hui, nous savons que la morphologie des nanoparticules
(NPs), leur taille, ainsi que leurs propriétés de surface, sont particulierement
impliquées dans leurs interactions avec le vivant (Ernsting et al. 2008; Verma and
Stellacci 2010). Cependant, il a été récemment démontré que les propriétés
mécaniques des nanovecteurs, sont elles aussi responsables de I'activité biologique,
et influencent les mécanismes de régulation cellulaire (Anselmo et al. 2015; Banquy
et al. 2009; Chen et al. 2018; Ye et al. 2018). Néanmoins, ces propriétés mécaniques
ne sont encore que peu souvent caractérisées, et encore moins considérées comme
étant un élément primordial a prendre en compte dans le développement d’un

nanomédicament.

Les objectifs de ce travail de these seront de décrire comment les propriétés
mécaniques des nanoparticules peuvent influencer leur devenir in vivo, et ainsi prouver
que l'efficacité thérapeutique d’'un nanomédicament, peut étre fortement gouvernée

par les caractéristiques mécaniques de sa structure.

Ce manuscrit suivra un plan en trois grandes parties : une premiére partie sur
les nanomédicaments en général, une deuxiéme partie sur I'impact des propriétés
mécaniques des nanoparticules sur les mécanismes biologiques, et une troisieme
partie sur la modulation de ces propriétés mécaniques. Ce manuscrit s’achévera avec

une conclusion, ainsi que la liste des références bibliographiqgues mentionnées.



Il- Généralités sur les nanomédicaments

[1-1 Définition

Les nanomédicaments sont définis comme étant composés d’une substance
active et d’'un vecteur a I'échelle nanométrique (10-° m), appelé nanotechnologie, qui
va transporter ce principe actif vers une zone cible (récepteur, cellule, organe...). Les
nanomédicaments sont constitués, entre autres, d’un ou plusieurs nanomatériaux. Or,
ces nanomatériaux répondent a des normes fixées par la Commission Européenne,

qui définit les nanomatériaux de la maniere suivante (Fattal and Hillaireau 2020) :

«Un nanomatériau est un matériau naturel, formé accidentellement ou
manufacturé contenant des particules libres ou sous forme d’agrégat ou encore sous
forme d’agglomérat, dont au moins 50% des particules, dans la répartition numérique
par taille, présentent une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 1 et
100 nm ».

La norme ISO TS 80004-1, définit les nanomatériaux de maniere plus large que
la Commission Européenne : « Un nanomatériau est un matériau dont au moins une
dimension externe est a [I'échelle nanométrique, c’est-a-dire comprise
approximativement entre 1 et 100 nm, ou qui posséde une structure interne ou de

surface a I'’échelle nanométrique ».

Le terme de nanotechnologies est défini de maniére plus large, comme étant
une technologie qui permettrait le contrdle, la manipulation, I'étude et la fabrication de

structures et de dispositifs de taille nanométrique.

D’une maniére générale, un nanomédicament est composé d'une matrice
(solide) ou d’'un réservoir (liquide), contenant notamment la substance active. Il est
possible de trouver dans la littérature des structures de type « coeur - couronne » pour
décrire la structure générale des nanomédicaments (Fattal 2019; Vauthier and
Couvreur 2008), mais ce type de structure n’étant pas systématiquement vérifié pour
tous les nanomédicaments, nous avons préféré donner une structure type plus

universelle. La structure générale d’'un nanomédicament est présentée en Figure 1.



Surface

Substance active

Systéme matriciel ou
réservoir

Quelques nm a plusieurs
centaines de nm

Figure 1 : Structure générale d'un nanomédicament



[I-2 Apports de I'échelle nanométrique

Les nanovecteurs ont généralement une taille de l'ordre de quelques
nanometres, a plusieurs centaines de nanometres. Leur taille va grandement
influencer leur devenir dans I'organisme, mais aura aussi un impact sur le procédé de

formulation qu’elles impliqueront.

Des nanovecteurs de taille inférieure a 5-10 nm, pourront étre éliminés dans les
urines, car ils sont capables de traverser 'endothélium rénal (Boudier, Pallota, and
Clarot 2020; Poon et al. 2019). Ces nanovecteurs n’auront donc pas nécessairement
besoin d’étre constitués de matériaux biodégradables, c’est-a-dire que I'organisme ne
sera pas en mesure, grace a ses enzymes, macrophages etc..., de dégrader le

nanovecteur.

En revanche, en ce qui concerne les nanovecteurs de taille supérieure a 5-
10 nm, ils devront obligatoirement étre formulés avec un matériau biodégradable, car,
ne pouvant pas passer a travers I'endothélium rénal ni étre excrétés dans la bile par
transcytose, leur seule maniére d’étre éliminés sera la dégradation par I'organisme
(Du, Yu, and Zheng 2018; Frédéric Lagarce 2014).

Comme mentionné précédemment, la taille nanométrique de ces particules
permet un ciblage des cellules malades. Le principal inconvénient de certains principes
actifs, notamment des anti-cancéreux, est qu’ils sont toxiques, non seulement pour les
cellules tumorales, mais aussi pour les cellules saines, ce qui induit une forte toxicité
générale. Le fait que les nanovecteurs soient capables de se distribuer aux cellules
malades, en évitant les cellules saines, permet de réduire considérablement la toxicité
et donc les effets secondaires. Cela a été démontré notamment dans le cas de la
doxorubicine, qui une fois formulée sous forme liposomale, avait des effets toxiques
myocardigues réduits (Giodini et al. 2017), ou dans le cas du paclitaxel, qui avait une
toxicité neurologique et néphrologique moindre sous forme de NP liée a I'albumine
(Bernabeu et al. 2017; Giodini et al. 2017).

Les nanovecteurs, de par leur taille nanométrique, possedent un rapport
surface / volume élevé, ce qui leur confére des propriétés particulieres, comme par

exemple une capacité d’encapsulation de molécules actives importante.



lls auront également la capacité de franchir des barrieres biologiques,
jusqu’alors infranchissables par les substances actives seules, non formulées sous
forme de nanomédicament. Effectivement, les nanovecteurs sont potentiellement
capables de traverser la barriere cutanée, mais aussi la barriere hémato-encéphalique,
intestinale, foeto-placentaire etc... ce qui risquerait de poser, par la suite, des

probléemes de dissémination et de toxicité systémique...(De Jong and Borm 2008;
Teng et al. 2021).
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[1-3 Applications actuelles et futures des nanotechnologies

Des le début des années 1980, la nanomédecine a commenceé a se développer

et est trés vite devenue une science prometteuse. De nhombreux nanomédicaments

sont actuellement en cours de développement et sont entrés en essai clinique. Les

applications des nanomédicaments sont multiples, et parmi elles, les plus développées

concernent un grand nombre de domaines :

L'administration orale de protéines et de peptides (McClements 2018;
Sadeghi et al. 2020)

L'administration parentérale (Joshi and Muller 2009; Wissing, Kayser, and
Muller 2004)

L’administration par voie orale (L.Ensign, A.Date, and J.Hanes 2017,
O.Farokhzad, E.Pridgen, and F.Alexis 2016)

L'administration de médicaments intracérébrale (Dong 2018; Kaur et al.
2008)

L'administration ophtalmique (Janagam, Wu, and Lowe 2016; Qamar et al.
2019)

Les formulations topiques (Garcés et al. 2018; Goyal et al. 2016; Gupta,
Agrawal, and Vyas 2012)

Les applications diagnostiques et théranostiques (Azzazy and Mansour
2009; Chen, Ehlerding, and Cai 2014)

Les applications cosmétiqgues (Ahmad et al. 2018; Khezri, Saeedi, and
Maleki Dizaj 2018)

L'administration de genes (Ditto, Shah, and Yun 2009; Kafshdooz et al.
2016)

L’administration nasale (Csaba, Garcia-Fuentes, and Alonso 2009; Cunha
et al. 2017; Shim and Yoo 2020)

L'administration pulmonaire (Kaur et al. 2012; Mangal et al. 2017; Mansour,
Rhee, and Wu 2009)

L’imagerie biomédicale (Han et al. 2019; Sheng et al. 2014)
L’administration de vaccins (Facciola et al. 2019; kheirollahpour et al. 2019;
Zhao et al. 2014)
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Depuis I'approbation du Doxil (suspension liposomale de doxorubicine) par la
FDA (Food and Drug Administration) en 1995 (Barenholz 2012), médicament qui a été
le 1" nanomédicament mis sur le marche, des NPs de fer et de dextrane, ou d’autres
nanomeédicaments comme ['Abraxane (suspension colloidale de paclitaxel lié a

I'albumine) ont été mis sur le marché (Zhong et al. 2018).

Les nanotechnologies ont, dés leur découverte, suscité un vif intérét dans le
traitement du cancer. Depuis, elles n'ont cessé de se développer pour mettre au point

des outils thérapeutiques, mais aussi de diagnostic du cancer.

Les applications des nanotechnologies ne se limitent pas simplement au
traitement du cancer, elles s’élargissent aux domaines des infections (bactériennes,
virales, fungiques ou parasitaires), des maladies auto-immunes, des troubles
métaboliques, des maladies cardio-vasculaires, ou encore des pathologies d’ordre

neuro-dégénératif (Vauthier and Couvreur 2008; Yetisgin et al. 2020).

De nombreuses stratégies de modification des propriétés physico-chimiques
des nanomédicaments sont envisageables, en induisant par exemple des
modifications de la taille, de la morphologie, de la composition, des propriétés
mécaniques etc..., ce qui les rend, en partie, trés attrayants, et donne de grands

espoirs quant aux applications futures.

A TI'heure actuelle, une multitude d’essais sont en cours, sur des techniques
innovantes mettant en jeu des nanotechnologies activées par des stimuli externes,
telles que la thérapie photothermique, photodynamique ou photoacoustique, la
thérapie thermochimique, la thérapie ultrasonore etc...(Jaque et al. 2014; Khafaji et al.
2019; Kim and Lee 2018; Liu et al. 2019).

De nombreux espoirs reposent sur le développement de ce nouveau moyen
d’administration des principes actifs, notamment dans les domaines des vaccins ou de
inflammation (Danhier et al. 2012). De plus, le développement de ces
nanotechnologies est trés rapide, ce qui augure d’un essor de celles-ci dans les

années a venir, pour de multiples applications.
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I1-4 Atouts et limites des nanomédicaments
[1-4-1 Atouts des nanomédicaments

Les nanomédicaments posseédent de nombreux atouts qui les rendent
prometteurs et tres attractifs. Parmi leurs atouts les plus attrayants, nous pouvons

citer :

- La capacité des NPs a augmenter la solubilit¢é de principes actifs peu
solubles (Da Silva et al. 2020)

- Leur aptitude a augmenter la stabilité de molécules sensibles, qui, sous
forme libre, seraient dégradées immédiatement et donc inactives in vivo
(McClements 2018)

- Leur propension a augmenter ou contréler la biodisponibilité, la
pharmacocinétique, la biodistribution et/ou le métabolisme de certaines
molécules (Pathak and Raghuvanshi 2015)

- Leur tendance a augmenter I'index thérapeutique d’un principe actif, c’est-
a-dire en améliorant l'efficacité de la molécule active et/ou en réduisant sa
toxicité (Bottini et al. 2014)

- La possibilité de moduler la libération, notamment avec les formes a

libération prolongée (LP) (Natarajan et al. 2014)

De plus, comme expliqué précédemment, les nanomédicaments ciblent les
cellules, tissus et organes malades, cela va donc engendrer une plus grande
spécificité des nanotechnologies par rapport au principe actif non formulé sous forme

de nanomédicament.

[I-4-2 Notions de nanotoxicologie

Bien que le potentiel des nanomédicaments soit extrémement engageant, ils ne
sont malheureusement pas dénués de tous risques. De par leur essor relativement
récent, nous n’avons que peu de recul sur la toxicité des nanotechnologies, et c’est en
partie ce qui rend craintives les industries pharmaceutiques, mais aussi la sphere
meédicale et certains patients, pour commercialiser et utiliser ce nouveau type de

formulation.

Pour parler de la toxicité des nanomédicaments, on peut utiliser le terme de

« nanotoxicologie », qui est directement relié a la toxicité des nanotechnologies.
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Les nanomédicaments, comme tous types de médicaments, peuvent provoquer
des réactions allergiques quand ils sont administrés. En fonction du diamétre des
nanovecteurs, de leur composition chimique (Lundgvist et al. 2008), et de la nature
hydrophobe ou hydrophile de leur surface, combinés a leur grande surface spécifique,
cela améne au recrutement plus ou moins important de protéines sériques qui
s’adsorbent alors sur les nanovecteurs (Biazar et al. 2011). Un recrutement massif de
protéines sériques peut amener a I'activation du systeme de complément, qui a pour
but d’éliminer les éléments étrangers a l'organisme tels que les nanomédicaments.
Dans de rares cas, ce mécanisme peut s’emballer et aboutir au syndrome appelé
« CARPA », pour « complement activation-related pseudoallergy », soit une pseudo-
allergie liée a I'activation du complément (Szebeni and Storm 2015). Les symptomes

engendrés peuvent aller jusqu’a des dépressions respiratoires potentiellement graves.

Ce syndrome est a relier avec I'utilisation du PEG (poly(éthyléne) glycol), sur
des nanovecteurs que l'on appelle donc « pégylés » (Mohamed et al. 2019). Ces
nanovecteurs font I'objet de nombreuses recherches grace a leur propriété
d’échappement au systéme immunitaire, car en effet, ils sont moins reconnus par ce
dernier et limitent le phénoméne d’opsonisation, qui sera décrit plus précisément en II-
9. Cependant, ils n’empéchent pas pour autant totalement la fixation de certaines
fractions de la protéine du complément comme les fractions C3a, C3b ou encore C5a
(Szebeni 2018). La protéine C3b est impliquée dans la reconnaissance par le systeme
immunitaire ; son activation, suite a la reconnaissance d'un agent étranger a
I'organisme, ici une NP pégylée, sera a l'origine d’'une réaction inflammatoire. De plus,
du fait que le PEG soit présent sur un grand nombre de nanomédicaments sur le
marché, il pourrait y avoir un effet dose atteint rapidement par la multiplication des

administrations, et déclencher ce syndrome.

Les administrations répétées de nanovecteurs pégylés peuvent également
provoguer une clairance rapide de ceux-ci : c’est ce que I'on appelle le phénoméne de
clairance sanguine accélérée, ou phénoméne ABC pour « accelerated blood
clearance » (Abu Lila, Kiwada, and Ishida 2013; Shiraishi et al. 2013). Dans ce cas,
'organisme est capable de développer des anticorps anti-PEG, ce qui rendra les
nanomédicaments pégylés inefficaces, car instantanément reconnus puis éliminés
(Kozma et al. 2020; Verhoef et al. 2014).
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Néanmoins, il existe maintenant des alternatives a l'utilisation des PEG, qui
sont, tout comme ce dernier, des polymeres hydrophiles neutres capables de retarder
la reconnaissance puis I'élimination du nanovecteur par le systéme immunitaire. Ces
potentielles alternatives aux PEG, peuvent étre des polymeres synthétiques ou
naturels, pouvant se présenter sous forme zwitterionique, c’est-a-dire que ce sont des
molécules présentant dans leur structure a la fois une charge positive et une charge
négative. Parmi les alternatives aux PEG les plus prometteuses, nous pouvons
retrouver : des polyglycérols, des polyaminoacides, des polyacrylamides, de la

polyvinylpyrrolidone, ou encore des polyméthacrylates (Thi et al. 2020).

La réponse inflammatoire est donc un type de toxicité a prendre en compte pour

les nanomédicaments, mais ¢a n’est pas la seule.

Les nanomédicaments peuvent également étre toxiques pour les génes. Cette
genotoxicité peut s’exprimer de différentes maniéres (Donaldson, Poland, and Schins
2010; Magdolenova et al. 2014) :

- Par une interaction directe avec les bases de I'’ADN provoquant des
mutations irréversibles

- Parlinduction de la production de radicaux libres qui viennent ensuite Iéser
'ADN

- Par le déréglement du phénoméne de séparation des chromosomes lors de
la mitose

- Par linteraction avec des protéines nucléaires impliquées dans les
mécanismes de réplication, transcription ou réparation

- Par la perturbation des fonctions de contrdle du cycle cellulaire

Les nanomédicaments peuvent dans certains cas, induire un stress oxydant au
niveau des cellules, engendrant une diminution des stocks intracellulaires des
molécules anti-oxydantes, une peroxydation des lipides, accompagnée d'une
modification de I'homéostasie calcique. A terme, ces modifications peuvent
endommager I'ADN, et altérer les voies de signalisation de l'inflammation, pouvant
mener a la transformation d’une lignée cellulaire en une lignée cancéreuse (Manke,

Wang, and Rojanasakul 2013).

La taille nanométrique des nanomédicaments pose question, et surtout inquiete
quant au pouvoir de dissémination des nanovecteurs dans tout I'organisme, et leur

accumulation dans les tissus avant de pouvoir étre dégradées.
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Il est admis que les NPs ne doivent pas dépasser les 200 nm, car au-dela de
cette taille, il y a plus de risque qu’elles soient captées et retenues par le foie ou la rate
(phénomeéne appelé rétention hépatosplénique), ce qui, pour cette derniere,
favoriserait des réactions immunitaires qui seraient la cause d’une élimination
accélérée des NPs lors de la deuxieme administration de ces mémes NPs (Bertrand
and Leroux 2012; Frédéric Lagarce 2014). Ce mécanisme, plus connu sous le nom
d’effet EPR, signifiant effet de perméabilité et de rétention accru, sera plus largement

décrit en 11-9.

Par ailleurs, une taille inférieure a 100 nm, couplée a une faible pression
interstitielle au niveau des tumeurs, permet aux NPs de traverser I'endothélium
fenestré des vaisseaux sanguins irriguant les tumeurs, et donc d’atteindre les cellules

cibles tumorales et non pas les cellules saines (Danhier, Feron, and Préat 2010).

Toutefois, il est compliqué, d’'un point de vue procédé de fabrication, de
contréler parfaitement la taille des NPs. En effet, méme si la polydispersité est
relativement bien contrélée, la distribution de taille des NPs ne sera jamais
parfaitement monodisperse. Seule une distribution de taille, plus ou moins large, sera
obtenue. La transposition de I'échelle du laboratoire a I'échelle industrielle de la
production de nanomédicaments s’avere donc difficile a mettre en place et n’est
encore que peu développée. De plus, des questions de stabilité des nanomédicaments

ainsi que de contrdle des impuretés se poseront, en vue de la mise sur le marché.

Les différents procédés de formulation, quels qu’ils soient, aboutissent a la
formation de NPs peu chargées en substance active (quelques pourcents seulement).
Ce faible taux de charge en substance active par rapport au vecteur, communément
appelé DL pour «drug loading», pose question quant a la quantité de
nanomédicament, donc de matériau matrice (polymére, lipide...), qui devra étre
administrée pour atteindre un effet thérapeutique suffisant. Il faudra s’assurer qu’une
telle quantité de matériau matrice ne sera pas toxique pour I'organisme. L’équation du

DL sera détaillée en I1-8-2-2, Equation 1.
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Les principaux avantages et limites des nanomédicaments sont récapitulés

dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des principaux avantages et limites des nanomédicaments

Avantages

Limites

Formulation de principes actifs peu
solubles

Effets secondaires : réactions

d’hypersensibilité, génotoxicité

Protection de molécules sensibles

Clairance rapide apres administrations

répétées pour les NPs pégylées

Meilleur ciblage des tumeurs par effet
EPR, diminution des effets secondaires

Dissémination et accumulation

Controle du devenir in vivo

Production délicate

Augmentation de I'index thérapeutique

Cadre réglementaire complexe

Possibilité de formuler des formes LP

Ciblage des thérapies
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[I-5 Différentes catégories de nanovecteurs

[I-5-1 Types de nanovecteurs

Plusieurs types de nanovecteurs sont décrits dans la littérature, et méme des
sous-types de nanovecteurs peuvent apparaitre, en fonction de la localisation de la
substance active dans leur structure, de leur composition, et de la structure des

nanovecteurs.
[I-5-1-1 Les nanospheres

Les nanospheres sont composées d'une matrice d'excipient (polymere ou
lipide) : le principe actif peut étre adsorbé sur sa surface ou encapsulé dans la particule
(voire les deux). Ces deux options sont représentées en Figure 2.
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Figure 2 : Schéma de nanosphéres, selon la localisation de la substance active

Il est important de noter que si la matrice d’excipient est composée d’un
polymere hydrophile, la substance active encapsulée ou adsorbée sera hydrophile. De
méme, si la matrice d’excipient est composée de lipides, la substance active véhiculée

sera hydrophobe.
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[I-5-1-2 Les nanospheres lipidiques solides

Les nanospheres lipidiques solides ou SLN pour « solid lipid nanoparticles »,
sont des nanovecteurs composés d’'une matrice de lipides sous forme solide. La
matrice étant composée de lipides dont les queues sont hydrophobes, les substances
actives hydrophobes seront beaucoup mieux encapsulées que des substances actives
hydrophiles (Muller, Mader, and Gohla 2000). La structure type d’'un SLN est

représentée en Figure 3.

° o 0
@<oe ® o =9 Matrice lipidique
Q‘ solide
= °* . =e
°
o e s

Substance active
hydrophobe

Figure 3 : Schéma d’une nanospheére lipidique solide
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[I-5-1-3 Les nanocapsules

Les nanocapsules sont des systémes vésiculaires (structure coeur-enveloppe)
dans lesquels le principe actif est contenu dans une cavité constituée d'un noyau
interne (liquide le plus souvent, ou gazeux) entouré d'une membrane polymérique ou
lipidique : le principe actif peut étre solubilisé dans le noyau interne, piégé dans
I'enveloppe ou adsorbé a la surface de la capsule (Pinto Reis et al. 2006). La Figure 4

représente des nanocapsules ou la substance active est localisée a différents endroits.
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Figure 4 : Schéma de nanocapsules selon la localisation de la substance active
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[I-5-1-4 Les liposomes

Les liposomes sont des vésicules sphériques composées d'une ou plusieurs
bicouches lipidiques, et plus particulierement de phospholipides. Le liposome peut a
la fois porter des principes actifs hydrophiles et hydrophobes, selon I'endroit ou celui-
ci est situé, respectivement dans le noyau aqueux ou dans la bicouche lipidique. Ces

deux options sont représentées en Figure 5.
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Figure 5 : Schéma de liposomes selon la localisation de la substance active

Il existe différentes catégories de liposomes, en fonction de leur taille, ainsi que
du nombre de bicouches lipidiques qui les composent (Woodle and Papahadjopoulos
1989).

Les plus petits liposomes, composés d’une seule bicouche de phospholipides,
sont appelés SUVs pour « small unilamellar vesicles », pour vésicules unilamellaires

de petite taille. lls ont une taille inférieure a 100 nm.

Les LUVs, pour « large unilamellar vesicles », signifiant vésicules unilamellaires
de grande taille, sont composés d’'une bicouche phospholipidique et ont une taille

comprise entre 100 et 2000 nm.

Quand les liposomes ont un diameétre de plus d’1 pym, on parle alors de GUVS,
pour « giant unilamellar vesicles », voulant dire vésicules unilamellaires géantes, avec

elles aussi seulement une bicouche de phospholipides.
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Enfin, il existe une catégorie de liposomes particuliers que I'on appelle MLVs
pour « multilamellar vesicles », qui sont des vésicules multilamellaires, c’est-a-dire
composées de plusieurs bicouches de phospholipides, et qui peuvent avoir, selon le
nombre de bicouches qu’elles contiennent, une taille comprise entre 100 et
1000 nm pour les MLVs composées de deux bicouches, et une taille supérieure a 1

Mm pour les MLVs composées de trois bicouches ou plus.

22



[I-5-1-5 Les polymersomes

Les polymersomes ont une structure similaire a celle des liposomes. En
revanche, les phospholipides sont remplacés par des copolymeres amphiphiles a
blocs, c’est-a-dire que deux polymeres sont assemblés ensemble : un polymere
central hydrophobe, et un polymere hydrophile aux extrémités (Discher and Ahmed
2006). Tout comme les liposomes, la substance active, en fonction de son hydrophobie
ou hydrophilie, peut étre située soit au niveau de la partie hydrophobe, soit dans le
cceur hydrophile, respectivement. Ces deux options sont représentées en Figure 6.
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Figure 6 : Schéma de polymersomes selon la localisation de la substance active
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[1-5-1-7 Les micelles

Les micelles sont des assemblages organisés de molécules amphiphiles, c’est-
a-dire de molécules ayant pour structure une téte polaire hydrophile et une queue
apolaire hydrophobe. Cette molécule amphiphile peut étre un lipide comme un
polymére (Torchilin 2007). Quand les molécules amphiphiles sont ajoutées a une
phase aqueuse, leurs queues apolaires se regrouperont et formeront ainsi un coeur
hydrophobe, propice a I'encapsulation des substances actives hydrophobes. Quand
les molécules amphiphiles sont ajoutées en phase huileuse, ce seront leurs tétes
polaires qui se regrouperont, pour former un cceur hydrophile, qui permettra
d’encapsuler des substances actives également hydrophiles : on parlera alors de
micelle inverse (Walde et al. 1990). Les structures d’une micelle et d’'une micelle

inverse, sont représentées en Figure 7.

Micelle inverse

? /Moleculesamphlphlles\

Substance active Substance active
hydrophobe hydrophile

Figure 7 : Schéma d'une micelle et d'une micelle inverse
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[1-5-1-6 Les dendrimeéres

Les dendrimeres sont des macromolécules polymériques ramifiées a partir d’'un
élément central, autour duquel sont branchés de maniere arborescente des
monomeres. Les dendrimeres sont caractérisés par trois grandes régions spécifiques
gue sont : le cceur, les branches dendritiques et la périphérie (Chauhan 2018). La

structure générale d’'un dendrimére est représentée en Figure 8.

. Coeur

. Branches dendritiques

o Groupes périphériques

Figure 8 : Schéma de la structure générale d'un dendrimere

A noter qu'il existe une infinité de types de ramification des dendriméres, et que
les ramifications représentées schématiguement ne sont quun exemple de

branchement possible.
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Toutes ces catégories de nanovecteurs sont resumeées dans le Tableau 2, et

classées selon leur composition et leur type de systéme (réservoir ou matriciel).

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des différentes catégories de nanovecteurs

Nanovecteurs Nanovecteurs Dérivés lipides-

polymériques lipidiques polymeres

Nanospheres Nanospheres SLN + PEG
Systémes matriciels Dendrimeres lipidiques solides | Liposome + PEG

Micelles (SLN)
Polymersomes Liposomes
Micelles

Nanocapsules Nanocapsules Nanocapsules
Systémes réservoirs polymériques lipidiques lipidiques + PEG

Polymersomes Liposomes Liposome + PEG

Dans ce tableau, nous pouvons remarqguer que les nanospheres, les micelles,
et les nanocapsules se trouvent a la fois dans la catégorie des nanovecteurs
polymériques et des nanovecteurs lipidiques. En effet, les nanospheres, en fonction
du matériau qui les composent, peuvent étre hydrophiles ou hydrophobes. De méme,
les micelles peuvent étre constituées de polymere ou de lipides, et les hanocapsules
peuvent avoir un coeur constitué d’eau ou d’huile. On note également que les
liposomes et les polymersomes sont présents a la fois dans les systemes matriciels et
dans les systeémes réservoirs. De fait, si la substance active est située dans le coeur
agueux, ces nanovecteurs sont alors considérés comme un réservoir de substance
active. En revanche, si cette derniére est piégée dans les chaines hydrophobes, on
peut alors les considérer comme des systemes matriciels. La colonne des dérivés
lipides-polymeres reprend simplement la colonne des nanovecteurs lipidiques,
auxquels on a ajouté du PEG, un polymére hydrophile, pour aboutir a des molécules

a la fois hydrophiles et hydrophobes.
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[I-5-2 Matériaux les plus utilisés

On peut classifier les types de NPs en fonction du matériau qui les compose,
en deux catégories : les NPs composées de matériaux naturellement présents dans
'organisme, et les NPs composées de matériaux non présents nativement dans le

corps.
[I-5-2-1 Matériaux naturellement présents dans I'organisme

Les matériaux naturellement présents dans I'organisme, utilisables dans la

formulation de NPs, peuvent étre :

- Les phospholipides

- Les lipides

- Les protéines, telles que 'albumine (Karimi et al. 2016)

- Les saccharides ou polysaccharides, ces derniers étant des polymeéres

naturels, tel que I'acide hyaluronique

Le fait que ces matériaux soient naturellement présents dans I'organisme, fait
d’eux des matériaux totalement biocompatibles et biodégradables. Par conséquent,
les NPs composées de ces matériaux sont bien tolérées par I'organisme, qui ne les
reconnait pas comme des composés étrangers, et ne provoque pas de réaction

d’hypersensibilité ou leur dégradation immédiate.
[I-5-2-2 Matériaux non présents naturellement dans I'organisme

Les NPs composées de matériaux non présents naturellement dans
'organisme, quant a elles, regroupent les NPs composées de matériaux d’origine

synthétique ou naturelle.

Parmi les matériaux synthétiques, on retrouve en grande majorité les polymeres
synthétiques, et plus rarement des huiles synthétiques. Les NPs synthétiques
possedent des caractéristiques intéressantes par rapport aux NPs composées de
matériaux naturellement présents dans I'organisme, comme une stabilité thermique
supérieure, ou la possibilité de modifier leurs surfaces en pouvant y greffer de

nombreux composés.
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Les matériaux d’origine naturelle sont utilisés en moindres proportions, mais
sont de plus en plus étudiés, et permettent la formulation de NPs de métaux comme
le fer, 'oxyde de fer, I'or ou I'argent par exemple, mais aussi de NPs de silice naturelle.
Les saccharides, ou polysaccharides, polymeéres d’origine naturelle mais non présents
naturellement dans le corps, tels que le chitosane ou lalginate, sont eux aussi

frequemment utilisés dans la formulation de hanomatériaux.

Parmi les différents nanosystémes développés, les NPs de polymeres
synthétiques sont I'un des systémes les plus prometteurs (El-Say and EI-Sawy 2017).
Les NPs polymériques sont généralement composées d'un polymere biodégradable
et biocompatible, tel que le poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) (Swider et al. 2018), ce
qui le rend adapté a toute application médicale. Le PLGA a été approuveé par la FDA
en 1989 pour l'autorisation de mise sur le marché du Lupron Depot (Zhong et al. 2018).
De nombreuses études ont démontré la sécurité du PLGA et son innocuité en ce qui

concerne les applications médicales (Grabowski et al. 2015; Semete et al. 2010).

Parmi les autres polymeres (Han et al. 2018), les principaux utilisés en
nanomédecine sont le PLA (poly(acide lactique) ou polylactide), et le PGA (poly(acide

glycoligue) ou polyglycolide), car ils sont biocompatibles et biodégradables.

Un des avantages du PLGA, est que c’est un co-polymére composé de PLA et
de PGA, et que I'on peut faire varier le ratio acide lactique / acide glycolique, ce qui
aura un impact sur les caractéristiqgues physico-chimiques du polymére, notamment
concernant sa biodégradabilité. En effet, plus le ratio d’acide glycolique est important,
plus la NP se dégradera rapidement (Hirenkumar and Steven 2012). La structure du

PLGA est illustrée dans la Figure 9.

Figure 9 : Structure du PLGA (poly(lactide-co-glycolide))

X représente le nombre d’unités d’acide lactique
Y représente le nombre d’unité d’acide glycolique
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La structure du PLGA comporte un carbone asymétrique (indiqué par * sur la
Figure 9) sur la partie de I'acide lactique, ce qui rend la molécule chirale et permet la

formation de deux énantiomeéres :

- Le D- acide lactique, pour acide lactique dextrogyre

- Le L- acide lactique, pour acide lactique lévogyre

Généralement, les formes D et L se retrouvent en proportion égale dans la
molécule de PLGA, mais si cette proportion varie, on peut supposer qu’il pourrait y

avoir un impact sur les propriétés physico-chimiques du PLGA.

D'autres polymeres tels que le PACA (poly(cyanoacrylate d’alkyle)), représenté
en Figure 10 a), le PAA (poly(aminoacide)), représenté en Figure 10 b), ou la PCL
(polycaprolactone), représentée en Figure 10 c), pourraient étre utilisés comme
matériaux pour la fabrication des NPs (Vauthier, Labarre, and Ponchel 2007). Pour
étre utilisés en nanomédecine, les polymeres doivent répondre a différents critéres. lls
doivent étre biodégradables, étre biologiquement dégradés et éliminés pour éviter leur
accumulation et permettre ainsi une ré-administration sans risque de surdosage, ils

doivent étre non toxiques et non immunogenes (Vauthier and Bouchemal 2009).

a) N b) C)
% H 0 o)
g (@) /é fj\)ﬁ \W\)J\Oﬁ

Figure 10 : Structure des polyméres PACA, PAA et PCL respectivement a, b et c

Les polymeres étant des matériaux extrémement utilisés pour le développement
de nanosystémes d’administration de principes actifs, et dont les propriétés
mécaniques seront aisément modifiables, nous allons, dans ce manuscrit, nous

focaliser sur les nanoparticules polymériques.
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[I-6 Procédés de formulation des NPs polymériques

Il existe deux techniques principales pour fabriqguer des nanoparticules
polymériques : la nano-précipitation et I'émulsion-évaporation (Pinto Reis et al. 2006;
Vauthier and Bouchemal 2009), comme décrit ci-dessous. Ces techniques et leurs
dérivés, ainsi que le spray-drying, utilisent des polymeres préformés. D'autres
techniques de préparation des NPs existent, comme la technique par polymérisation
in situ, ou la polymérisation se fait pendant la formation des NPs et ne requiert pas de

polymére préalablement formé (Pinto Reis et al. 2006).

lI-6-1 L'émulsion-évaporation de solvant

La technique d'émulsion-évaporation de solvant est basée sur la formation
d'une émulsion composée d'une phase organique contenant le polymeére, et d'une
phase aqueuse contenant un agent tensioactif ou un stabilisateur. L’émulsion alors
obtenue est une émulsion directe de type huile dans eau (H/E). Le principe actif, en
fonction de sa solubilité, peut étre introduit soit dans la phase organique s'il est
hydrophobe, soit dans la phase aqueuse s’il est hydrosoluble, mais ce cas de figure
nécessite la formation d’'une double émulsion eau dans huile dans eau (E/H/E). Le plus
souvent, le principe actif est incorporé dans la phase organique, pour assurer un
piegeage maximal, et donc maximiser la charge médicamenteuse de la
nanosuspension. Les deux phases sont émulsionnées selon des procédés
mécaniques (mélange a haut cisaillement) ou des procédés a haute énergie
(ultrasons), suivis d'une étape d'évaporation de la phase organique. Lors de
I'évaporation du solvant, le polymére dissout dans la phase organique précipite,
encapsulant ainsi le principe actif, et forme une nanosuspension dans la phase
aqueuse (G. Nava-Arzaluz et al. 2012; Vauthier, C.; Ponchel 2016). Majoritairement,
ce sont des nanosphéres qui sont produites par cette technique. La technique

d’émulsion-évaporation de solvant est décrite dans la Figure 11.
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Figure 11 : Principe de I'émulsion-évaporation de solvant

Une fois les NPs en suspension dans la phase aqueuse, elles doivent étre
purifiées. Les technigues de purification des NPs sont représentées dans la partie
1-7.

[I-6-2 La nanoprécipitation

En ce qui concerne le processus de nano-précipitation, contrairement a la
méthode d’émulsion-évaporation de solvant, la phase organique est miscible avec la
phase aqueuse. Lorsque la solution de polymére est ajoutée au non-solvant, une
désolvatation rapide du polymeére se produit, et provoque sa précipitation, conduisant
a la formation des particules (Martinez Rivas et al. 2017), comme le montre la Figure
12. L'ajout de la phase organique a la phase aqueuse doit étre effectué dans des
conditions d'agitation (Salatin et al. 2017). Cette technique est moins complexe et
moins consommatrice d'énergie que la méthode d'évaporation par émulsion-solvant,
et largement applicable. Il est possible d’obtenir des nanosphéres ou des

nanocapsules par cette technique.
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Figure 12 : Principe de la nanoprécipitation

L’un des inconvénients des deux techniques que nous venons de décrire, est
que les caractéristigues des NPs obtenues sont tres dépendantes des conditions de
manipulations, donc manipulateur-dépendant, et par conséquent assez peu

reproductibles.

Il existe des méthodes dérivées de la nanoprécipitation ou de I'émulsion-
évaporation de solvant, qui permettent de gagner en homogénéité et de s’abroger des

conditions de manipulation.

[I-6-3 Méthodes dérivées de [I'émulsion-évaporation de solvant ou de la
nanoprécipitation

Il existe des méthodes de préparation des NPs polymériques, dérivées des

méthodes conventionnelles que nous venons de décrire, qui ont été mises au point

afin d’optimiser ces méthodes traditionnelles.

[1-6-3-1 Méthode dérivée de I'émulsion-évaporation de solvant

La microfluidique est une des meilleures méthodes pour mélanger de maniéere
homogene la phase organique a la phase agueuse, a un débit et un rapport volumique

spécifiques.

Le principe de la microfluidique peut étre appliqué a la technique de formation
de NPs par nanoprécipitation ou par émulsion-évaporation de solvant. Cette derniere

étant la plus couramment utilisée, nous allons la décrire plus en détail.
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Le circuit de la puce microfluidique comporte, le plus souvent, deux entrées de
phase aqueuse, entourant une entrée de phase organique (Amoyav and Benny 2019).
Cette technique, appelée « flow focusing » est représentée en Figure 13 a). Il peut
cependant ne comporter que deux entrées, une de phase organique et l'autre de
phase aqueuse ; cette technique de « cross flowing » est représentée en Figure 13 b).
Les gouttelettes d’émulsion résultant de ce mélange de phase aqueuse (contenant,
comme dans la méthode traditionnelle mais en moindre quantité, un agent stabilisant),
avec une phase organigue (contenant dans la plupart des cas le principe actif a
encapsuler, et par exemple un polymére dans un solvant), sont récoltées a la sortie de
I'appareil, puis le solvant organique est évaporé. Le polymeére, initialement miscible au
solvant organique, aprés I'évaporation de ce dernier, se retrouve en phase aqueuse
et précipite, encapsulant le principe actif : la nanoparticule est alors formée (Wang,
Wang, and Han 2011).

a) Phase aqueuse

Phase organique Emulsion
Phase aqueuse
b) Phase organique
Phase aqueuse Emulsion

Figure 13 : Schéma de la formation de gouttelettes d'émulsions par microfluidique en « flow focusing »

(a) ou en « cross flowing » (b)
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Le principe de la microfluidique peut étre aussi appliqué a la nanoprécipitation,
donc on pourrait également classer cette méthode de préparation des NPs dans les
méthodes dérivées de la nanoprécipitation. Néanmoins, la technique de
nanoprécipitation en microfluidique est beaucoup moins courante que celle par

émulsion-évaporation de solvant.

Concernant la technique par nanoprécipitation en microfluidique, le principe est
presque le méme que par émulsion-évaporation de solvant, hormis le fait que le
solvant organique est miscible a la phase aqueuse (contenant également un agent
stabilisant). De ce fait, la phase organique se mélange a la phase aqueuse mais le
polymére non soluble dans I'eau précipite directement (pas de formation intermédiaire
d’'une émulsion), et forme la nanoparticule contenant le principe actif. Cette technique
nécessite une puce, contenant le circuit de microfluidique, de structure particuliere, de

maniere a casser le flux de NPs pour gagner en homogénéité (Hamdallah et al. 2020).

Tout comme les méthodes de préparation standards, les NPs ainsi obtenues

doivent étre purifiées.

Ces deux techniques de formation des NPs sont exactement les mémes qu’en
méthode traditionnelle, seulement le procédé est miniaturisé et est beaucoup moins
manipulateur-dépendant, ce qui fait d’elle une méthode trés reproductible et moins

consommatrice de matiéres premiéres.

Au cours de la derniere décennie, cette technique a suscité un intérét croissant
dans le domaine de la fabrication de NPs en raison des nombreux avantages décrits
ci-aprés. L'utilisation de la microfluidique pour la production de NPs améliore la
reproductibilité par rapport aux méthodes conventionnelles et la méthode est
facilement modulable (Gdowski et al. 2018; Vauthier and Bouchemal 2009). De plus,
elle permet une transposition a I'échelle industrielle plus aisée que les méthodes de
préparation conventionnelles des NPs, en standardisant les différents paramétres

impliqués dans les caractéristiques finales des NPs.

Dans les techniques conventionnelles, la précipitation du polymeére est régie par
I'inertie et la viscosité entre les phases aqueuse et organique, ce qui entraine une
instabilité et des turbulences. La microfluidique permet de surmonter l'inertie, ce qui
rend cette méthode tres reproductible. La population de NPs obtenue présente
généralement une taille définie, une faible polydispersité, une grande efficacité

d'encapsulation du médicament dans un processus de formulation en une seule étape
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(Morikawa et al. 2018). Il a été démontré que les plates-formes de microfluidique
permettent de diminuer significativement la polydispersité des NPs (De Solorzano et
al. 2016). L'utilisation de la microfluidique pour la fabrication des nanosystémes,
ameliore le contréle et la reproductibilité des études précliniques, permettant
d'économiser du temps et des ressources, en raison des petits volumes d'échantillons

nécessaires a la fabrication.

[1-6-3-2 Méthodes dérivées de la nanoprécipitation
[1-6-3-1-1 La nanoprécipitation auto-organisée

Cette technique de préparation des NPs est retrouvée dans la littérature sous
'acronyme SORP pour « self-organized precipitation », et consiste a d’abord
dissoudre un polymere et le principe actif dans un bon solvant, puis ajouter un moins
bon solvant pour le polymere mais miscible au premier solvant. Ensuite, le bon solvant
s’évapore petit a petit, ce qui fait précipiter le polymére dans l'autre solvant,
encapsulant le principe actif. Pour réaliser cette technique, il faut en toute logique, que
le bon solvant ait un point d’ébullition plus faible que le moins bon solvant, afin qu’il
s’évapore en premier (Liu et al. 2020). Le principe de ce type de dérivé de la technique

de nanoprécipitation est représenté en Figure 14.

Phase organique contenant un
polymere et le principe actif dans un
bon solvant

Précipitation du
Evaporation du polymeére dans le
« bon solvant » moins bon solvant

NPs
polymériques

Solvant miscible qui ne
solubilise pas ou peu le
polymere et le principe actif

Chauffage

Figure 14 : Principe de la nanoprécipitation auto-organisée

35



[1-6-3-1-2 La nanoprécipitation par électrospray

La nanoprécipitation par électrospray consiste & nébuliser une solution non
miscible a I'eau, contenant le polymere et le principe actif, dont les gouttes sont
récoltées dans une phase aqueuse sous agitation. Les gouttelettes de polymere
précipitent dans la phase aqueuse, encapsulant le principe actif de maniere uniforme
car la taille des gouttelettes est contrélée (Luo et al. 2015). Le principe de ce type de
dérivé de la technique de nanoprécipitation est représenté en Figure 15.

Phase organique contenant un
polymeére et le principe actif dans un
solvant non miscible a I'eau

Nébulisation de la
phase organique

Précipitation des
gouttelettes de polymeére
dans la phase aqueuse

N __

Phase aqueuse pouvant NPs
contenir un agent polymériques
stabilisant

Figure 15 : Principe de la nanoprécipitation par électrospray

[1-6-3-1-3 La nanoprécipitation par « salting-out »

La technique de la nanoprécipitation par « salting out » nécessite une étape
préalable de la formation d’'une émulsion de type huile dans eau mais avec un solvant
organique miscible a la phase aqueuse. Afin que I'émulsion puisse se faire, il faut une
trés forte agitation, mais surtout que la phase aqueuse soit saturée en électrolytes,
dont I'un des plus utilisés est le chlorure de magnésium (MgCl2). Cette forte saturation
en électrolytes empéche le solvant organique de diffuser dans I'eau. De I'eau est
ensuite ajoutée, afin de diluer 'émulsion, et permettre au solvant organique de diffuser,
ce qui aura pour conseéquence la précipitation du polymere, et la formation de NPs
(Tiruwa 2016). Cette méthode permet la préparation de nanosphéres. Le principe de

la nanoprécipitation par « salting out » est décrit en Figure 16.
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Figure 16 : Principe de la nanoprécipitation par "salting out"

Les méthodes qui viennent d’étre décrites sont les principales utilisées, mais il
existe énormément d’autres techniques dérivées, qui, pour améliorer I'étape de
mélange ou d’évaporation du solvant afin de gagner en homogénéité, peuvent étre
combinées a des procédés annexes. C’est le cas par exemple de la nanoprécipitation
assistée par sonication, qui permet de mieux controler I'étape de mélange, ou la
nanoprécipitation assistée par la chaleur, pour catalyser I'étape d’évaporation du
solvant (Liu et al. 2020).
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[I-6-4 L’encapsulation de principe actif par polymérisation in situ

Le procédé d’encapsulation d'un principe actif par polymérisation est
notamment utilisé pour la préparation de nanocapsules, dont le cceur peut-étre aussi
bien aqueux que huileux, mais il permet aussi la formulation de nanosphéres. Cette
technique consiste tout d’abord a former une dispersion de gouttelettes contenant le
principe actif a encapsuler et un solvant, dans un solvant non miscible (une phase
aqueuse le plus souvent). Ensuite, des monomeres sont introduits dans I'émulsion,
puis par un changement du milieu, tel qu’une variation de pH (ajout d’'un acide ou d’'une
base) ou de température, la polymérisation des monoméres est initiée : le polymere
formé se dépose alors autour des gouttelettes de principe actif pour venir les stabiliser
(Vauthier and Bouchemal 2009). Afin de consolider cette enveloppe de polymere, des
agents réticulants peuvent étre ajoutés. Le principe de la préparation de NPs par

polymérisation in situ est représenté en Figure 17.

o /BN Phase organique contenant le
, / N principe actif dans un
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Formation de
I'émulsion par agitation ApH ou température
. S, Polymérisation des O Q
D L monomeres O Q
Phase aqueuse contenant Nanocapsules
un agent stabilisant polymériques

Figure 17 : Principe de l'encapsulation de principe actif par polymérisation in situ
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[1-6-5 Le spray-drying

La préparation de NPs par spray-drying, c’est-a-dire par séchage par
pulvérisation, est une technique simple, rapide et économique, mais aussi
reproductible et transposable a I'échelle industrielle. Cette méthode permet de partir
d’'une solution contenant un solvant ainsi qu’'une matrice (par exemple un polymére),
dans lequel est mise en solution ou en suspension une substance active, et d’aboutir
a des NPs (généralement des nanospheéres) directement séchées (Malamatari et al.
2020). Celle-ci convient parfaitement aux composés sensibles a la chaleur car elle ne

nécessite pas de chauffe du principe actif ou des excipients (Arpagaus 2019).

Gréace a cette technique, il est possible d’'obtenir une poudre de nanoparticules,
de distribution de taille contrdlée et monodisperse, de morphologie et de porosité
définies, avec une importante efficacité d’encapsulation (Arpagaus 2019). De plus, il
s’agit d’'un procédé de formulation en une seule étape, pouvant produire en continu, et
qui dépend beaucoup moins de la solubilité du principe actif avec la matrice que les
techniques de préparation de NPs vues précédemment. Cette poudre de NPs ainsi
obtenue, est particulierement adaptée a I'administration pulmonaire (Adi et al. 2010;
Pilcer, Vanderbist, and Amighi 2009; Sansone et al. 2009).

Les étapes de préparation de NPs par spray-dryer sont les suivantes :

1) Chauffage du gaz séchant
2) Atomisation de la solution a pulvériser
3) Séchage des gouttelettes grace au gaz

4) Séparation des particules selon leur taille et collecte des NPs seches

Le principe de fonctionnement d’un spray dryer, dans le cas de la formulation de

NPs est décrit en Figure 18.
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Figure 18 : Schéma du fonctionnement général d'un spray-dryer pour la formulation de NPs

Malgré tous ses atouts, le spray-dryer n’est pas la technique de préparation des
NPs la plus simple a mettre en place, et ne permet d’aboutir qu’a la formation de
nanosphéres et non pas de nanocapsules. De plus, la complexité de cet équipement,
sa consommation énergétique mais surtout son codt élevé, peuvent étre un frein a son

utilisation systématique.
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[I-7 Techniques de purification des NPs

Une fois les NPs préparées, elles subiront une étape de purification et
d’isolement. En effet, avant d’étre mis sur le marché, la pureté des nanovecteurs sera
contrélée. Une étape de purification des NPs s’avére donc indispensable, afin de
s’affranchir de toute éventuelle impureté qui pourrait nuire a [lefficacité du
nanomédicament et/ou engendrer des effets indésirables. Nous allons détailler ici les

meéthodes de purification et d’'isolement des NPs les plus utilisées.

[I-7-1 Purification des NPs par ultracentrifugation

L’ultracentrifugation est une technique qui permet de séparer les nanovecteurs
des impuretés selon leur densité. Le plus souvent, les nanovecteurs se retrouvent
projetés dans le fond du tube & essais, et les impuretés, moins denses, restent dans
le surnageant qui peut ensuite étre prélevé et éliminé, afin de ne garder que les
nanovecteurs. Cette technique est spécialement adaptée a la purification de
nanovecteurs, car ils ont une densité proche de celle des impuretés, et une simple
centrifugation ne permettrait pas une séparation suffisante (Serhan et al. 2019; Xu and
Colfen 2021). L'ultracentrifugation permet d’aller a des vitesses de plus de 15000
rotations par minute, ce qui favorise la sédimentation des nanovecteurs, par rapport
aux impuretés. Le principe de la purification des nanovecteurs par cette technique

d’ultracentrifugation est représenté en Figure 19.
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Figure 19 : Principe de la purification de NPs par ultracentrifugation
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[I-7-2 Purification des NPs par filtration tangentielle

La filtration tangentielle, quant a elle, permet de séparer les nanovecteurs des
impuretés par ségrégation de tailles. Une pression est exercée sur le compartiment
contenant ['échantillon de nanovecteurs et les impuretés; ces impuretés,
généralement plus fines que les nanovecteurs, passent a travers la membrane, tandis
gue les nanovecteurs sont retenus par cette membrane (Serhan et al. 2019; Shah et
al. 2020). Le principe de la purification des nanovecteurs par filtration tangentielle est

représenté en Figure 20.
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Figure 20 : Principe de la purification de NPs par filtration tangentielle

Une autre technique de purification, pouvant s’apparenter a la technique de
filtration, est la dialyse (Sweeney, Woehrle, and Hutchison 2006). Dans ce cas, une
membrane sépare un compartiment contenant le milieu composé des nanovecteurs et
des impuretés, d’'un compartiment accepteur. Par différence de pression osmotique
entre les deux compartiments, les impuretés sont attirées dans le compartiment
receveur, tandis que les nanovecteurs sont retenus par la membrane et restent dans

le compartiment initial.
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[I-7-3 Purification des NPs par chromatographie d’exclusion stérique

La chromatographie d’exclusion stérique, communément appelée SEC pour
« size exclusion chromatography », est une technique qui met en jeu les différences
de volume hydrodynamique entre les nanovecteurs et les impuretés. Les impuretés
ont un volume hydrodynamique moins important que les nanovecteurs, elles vont donc
passer a travers tous les pores du gel, et mettrons donc plus de temps a traverser la
colonne que les nanovecteurs qui passeront directement entre les billes de gel, sans
les traverser (Pitkdnen and Striegel 2016). Le principe de la purification de
nanovecteurs par chromatographie d’exclusion stérique est représenté en Figure 21.

N ®
e

e Impureté

Colonne ———

Bille de gel __|
poreuse

mm—m————

Figure 21 : Principe de la purification de NPs par chromatographie d’exclusion stérique
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[I-7-4 1solement des NPs purifiées par lyophilisation

Une fois que les NPs ont été purifiées grace a l'une des différentes méthodes
décrites précédemment, elles se trouvent toujours sous forme d’'une suspension
colloidale. Or, afin d’enlever toute I'eau ou solvant résiduel, dans le but d’améliorer la

stabilité des NPs, une étape de lyophilisation des NPs est nécessaire.

Le principe de la lyophilisation est basé sur la sublimation : aprés une étape de
surgélation, I'échantillon subit un vide poussé, qui, avec une hausse de la température,
induit une évaporation de I'eau ou du solvant. L’eau ou le solvant contenu dans
I'échantillon passe alors d’'un état solide a un état gazeux. L’échantillon est ainsi purifié
de son eau ou solvant résiduels, et on récupere le lyophilisat sous forme solide
(Abdelwahed et al. 2006).
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[I-8 Propriétés des nanovecteurs déterminées apres formulation

Avant de pouvoir utiliser un nanomédicament, et in fine, envisager sa mise sur
le marché, plusieurs caractérisations de cette forme galénique particuliere sont
nécessaires. Ces caractérisations sont d’ordre physico-chimiques,

biopharmaceutiques et pharmacologiques.

[I-8-1 Méthodes de caractérisation des propriétés physico-chimiques de

nanomédicaments

Concernant les caractéristiques physico-chimiques, en général, on admet que
des parametres clés sont a définir impérativement avant de pouvoir envisager la suite
du développement du nanomédicament (Boudier et al. 2020; Vauthier and Couvreur
2008). Ces paramétres a définir sont les suivants :

- Lataille ainsi que la distribution de taille

- La morphologie

- La surface spécifique

- Lacharge de surface

- La chimie de surface

- La composition chimique

- L’état d’agglomération et/ou d’agrégation

- L’état physique de la substance active au sein de la NP

- L’évaluation de la quantité de substance active encapsulée dans les NPs

Les propriétés mécaniques, telles que la rigidité ou encore la déformabilité, ne
font pas partie des parametres a impérativement contrdler avant de développer un
nanomédicament, bien qu’il soit recommandé de le faire quand cela est possible
(Fattal 2019).

Pour chacun de ses parametres, il existe difféerentes méthodes de

caractérisation qui pourront leur étre appliquées :

- La taille et la distribution de taille pourront étre déterminés par différents
types de microscopie, mais également par DLS (diffusion dynamique de la
lumiere), SLS (diffusion statique de la lumiére) ou encore par NTA (analyse

du suivi individuel des nanoparticules)
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- La morphologie des NPs pourra étre caractérisée par différents types de
microscopie (électronique, a force atomique, etc...) ou par SLS

- Lacharge de surface sera déterminée par électrophorése laser Doppler

- La chimie de surface sera déterminée par microscopie électronique ou a
force atomique

- La composition chimique des NPs pourra étre spécifiée par microscopie,
spectroscopie Raman ou encore par spectrométrie photoélectronique X

- L’état d’agglomération et d’agrégation pourront étre déterminés en
microscopie électronique ou a force atomique

- L’état physique de la substance active au sein de la NP pourra étre
caracteérisée par cristallographie ou par calorimétrie différentielle a balayage
(DSC)

- L’évaluation de la quantité de substance active encapsulée dans les NPs
pourra étre réalisée grace a des méthodes de dosage, comme par la
spectrophotométrie UV-visible ou la chromatographie liquide haute

performance

Seules les méthodes de caractérisations principalement utilisées seront

décrites ici.

Afin de garantir la sécurité et I'efficacité du nanomédicament, les méthodes de
caractérisation des nanomédicaments doivent également étre évaluées. Chaque
méthode d’analyse utilisée pour caractériser chaque paramétre doit étre suffisamment
précise, c’est-a-dire capable de donner toujours le méme résultat ; exacte, autrement
dit apte a donner la vraie valeur ; et tout autant robuste, a savoir le moins sensible

possible aux variations dues au contexte expérimental.

Les moyens analytiques a disposition des scientifiques pour mesurer la taille, la
distribution de taille, la morphologie, la chimie de surface, la composition chimique et
I'état d’agglomération et/ou d’agrégation des NPs, sont en général différents types de

microscopie tres répandus.

Il peut s’agir de la microscopie électronique a transmission (MET), de la
microscopie électronique a balayage (MEB), ou de la microscopie a force atomique
(AFM) dans la plupart des cas. Bien que la cryo-MET (cryo-microscopie électronique

a transmission) soit rarement utilisée, a cause de sa complexité de mise en place, elle
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reste la technique de microscopie la plus adaptée a I'analyse d’échantillons liquides
(Klang and Matsko 2014).

En effet, les trois types de microscopies précédemment cités nécessitent le
séchage des échantillons, c’est-a-dire que les NPs ne se retrouveront pas dans un
milieu similaire au milieu biologique, ce qui induira des différences de comportement.
Ces différences comportementales se situeront notamment au niveau de
I'agglomération ou I'agrégation, mais aussi au niveau de la morphologie des NPs, car
les couches d’hydratation et de solvatation sont trés influentes sur la morphologie. La
cryo-MET, quant a elle, permet de figer les NPs dans leur milieu biologique, grace a
une congélation rapide, ce qui ne modifiera pas le comportement des NPs (Stewart
2017).

C’est généralement la MET qui est la plus utilisée, c’est pourquoi nous allons

décrire plus en détail son principe de fonctionnement.

Le principe du microscope électronique a transmission est représenté en

Figure 22.
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Figure 22 : Principe de la microscopie électronique a transmission
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Cette technique de microscopie implique la transmission d’un faisceau
d’électrons a travers I'échantillon de NPs, par le biais de différentes lentilles. Les
électrons transmis interagissent avec les NPs en fonction de la densité, de I'épaisseur
et de la composition chimique de I'échantillon, puis arrivent au détecteur, qui convertit

les électrons transmis en une image de I'’échantillon de NPs (Klang and Matsko 2014).

La méthode analytique, de loin la plus utilisée, pour obtenir des valeurs de taille
et de polydispersité d’'un échantillon de NPs en solution, est la DLS, pour « Dynamic
Light Scattering » (Kaszuba et al. 2008; Xu 2008). Le principe de cet équipement est
basé sur la diffusion dynamique de la lumiére. Lorsque le faisceau laser atteint les
NPs, la lumiére diffusée par les NPs qui suivent un mouvement brownien, est collectée
a un angle de diffusion de 173° par rapport au faisceau incident, a l'aide d'un détecteur
de comptage de photons. Ce détecteur convertit les fluctuations de l'intensité de la
lumiére diffusée en un signal électronique, qui est ensuite traité électroniquement pour
corréler l'intensité du signal avec la taille des NPs. L’appareil nous donne alors la
valeur du diamétre hydrodynamique Dn et du rayon hydrodynamique Rn. Ces variables
sont les plus couramment utilisées et les plus reconnues pour déterminer de maniere
la plus précise possible la taille des NPs, car elles tiennent compte de la couche de
solvatation notamment, contrairement au diameétre déterminé en microscopie. La
notion de polydispersité est liée a la distribution en taille des NPs présentes dans un
échantillon. On la mesure grace a l'indice de polydispersité (communément abrégé
Pdl pour « Polydispersity Index »), qui doit étre inférieur a 0,2 pour qualifier la
distribution d’'une population de NPs monodisperse. Le principe de la DLS est présenté
en Figure 23.
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Figure 23 : Principe de la diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

La taille, ainsi que la distribution de taille des NPs, peuvent également étre
déterminées par une technique appelée NTA pour « Nanoparticles Tracking Analysis »
(Hole et al. 2013), qui permettra de suivre individuellement les NPs en solution. Cette
analyse permet aussi de calculer la concentration des NPs dans I'échantillon. Le
principe de cet appareil repose sur la diffusion de la lumiére : un faisceau laser est
envoyé sur les NPs en solution, a chaque fois que le laser rencontre une NP il se
retrouve en partie diffusé vers un microscope qui permet de recueillir I'image de la NP.
Comme dans le cas de la DLS, ces NPs en solution sont soumises au mouvement
Brownien, plus on les verra bouger rapidement, plus elles seront petites, et

inversement. Le principe du NTA est décrit en Figure 24.
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NPs en solution

Figure 24 : Principe de I'analyse de suivi individuel de NPs

La charge de surface est le plus souvent caractérisée par le potentiel zéta (T),
que l'on peut obtenir généralement via le méme appareil que celui utilisé pour
déterminer la taille des NPs en DLS, mais en utilisant la technique de I'électrophorése
laser Doppler (Xu 2008). Cette fois, I'appareil ne mesure plus la diffusion de la lumiére
mais la mobilité électrophorétique des NPs chargées, sous leffet d’un champ
électrique appliqué a I'échantillon. Le potentiel zéta correspond a la différence de
potentiel entre la couche de Stern et le liquide, et caractérise I'intensité de la répulsion
ou de l'attraction électrostatique ou électrique entre NPs. La couche de Stern est une
couche d’ions, située a la surface du nanovecteur, et de charge opposée a celle du
liguide dans lequel se trouve le nanovecteur. Ce parametre nous donne des
renseignements sur la charge de la NP évidemment, mais aussi, de maniére plus
indirecte, sur les causes de dispersion, d’agrégation ou encore de floculation des NPs,
et donc sur la stabilité de I'’échantillon. Les échantillons présentant une valeur absolue
de potentiel zéta supérieure a 30 mV (soit positif, soit négatif), sont considérés comme
étant relativement stables, car les nanovecteurs pourront suffisamment se repousser
pour ne pas s’agréger. En revanche, un potentiel zéta négatif proche de la neutralité

pourra potentiellement déstabiliser la suspension colloidale.

L’état physique de la substance active au sein de la NP doit étre contrélé, afin
de vérifier qu’elle se trouve sous forme dissoute ou dispersée par exemple, selon ce
que l'on souhaite obtenir. Pour ce faire, il existe des outils d’analyse capable de

renseigner des informations comportant sur I'état cristallin (structure organisée en
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cristaux) ou amorphe (structure non ordonnée) de la substance active, comme la

cristallographie ou encore la calorimétrie différentielle a balayage (DSC).

Ensuite, il sera primordial de déterminer la quantité de principe actif encapsulé
dans la NP, afin de connaitre la dose exacte de substance active qui sera administrée
aux patients. Pour cela, deux parametres seront a prendre en considération (Liu et al.
2020) :

- Letaux de charge des NPs en substance active, plus communément appelé
« drug loading » (DL)

- L’efficacité d’encapsulation (EE)

Les formules mathématiques descriptives permettant de calculer ces deux

paramétres sont données dans 'Equation 1.
masse de substance active dans la NP mSA

DL (%) = x 100 = x 100
(%) masse totale de la NP mSA + mPolymere

masse de substance active dans la NP
EE (%) = —— - —— X 100
masse initiale de substance active ajoutée

Equation 1 : Formules mathématiques du taux de charge (DL) et de I'efficacité d'encapsulation (EE)

Le taux de charge nous renseigne sur la quantité de substance active
encapsulée dans la NP, par exemple si le DL = 15%, cela signifie qu’il y a 15% de la
masse totale de la NP qui est la substance active, les 85% restants sont le matériaux

matrice, par exemple le polymere.

L’efficacité d’encapsulation, quant a elle, représente la capacité de la NP a
encapsuler la substance active, et va nous renseigner sur la quantité de substance
active a introduire au départ, pour atteindre la quantité encapsulée souhaitée. Par
exemple si 'EE est de 50%, cela signifie que seulement 50% de la substance active a
été encapsulée, les 50% restant seront éliminés lors de la purification des NPs. Dans
cet exemple, il faudra donc introduire au départ deux fois plus de substance active que

la quantité finale souhaitée.

L’EE et le DL sont étroitement reliés, 'EE dépendra du DL que I'on souhaitera
obtenir. A partir d’'un certain DL, le nanovecteur ne sera plus en mesure d’encapsuler
plus de substance active, le systéme sera saturé, et 'EE décroitra a mesure que 'on

tentera de rajouter encore plus de substance active.
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La quantité de substance active encapsulée dans les nanovecteurs peut étre
dans certains cas déterminée par spectrophotométrie UV-visible, mais le plus souvent,
un dosage de la substance active est réalisé en HPLC (chromatographie liquide haute

performance).

[I-8-2 Caractérisations biopharmaceutiques

Une fois toutes les caractérisations physico-chimiques effectuées et validant les
caractéristiques des NPs, les caractérisations biopharmaceutiques peuvent étre
envisagées (Vauthier and Couvreur 2008). Ces caractérisations biopharmaceutiques

concernent :

- La détermination de la stabilité chimique de la substance active mais
€également sa stabilité dans les milieux biologiques auxquels elle sera
soumise

- Le profil de la cinétique de libération du nanovecteur au cours du temps

- La détermination de I'absorption de la substance active par des cellules
d’intérét et son devenir, c’est-a-dire sa biodisponibilité

- Latoxicité du nanovecteur vis-a-vis de I'organisme

11-8-2-1 Caractérisation de la stabilité de la substance active

La stabilité d’'un médicament est définie par I'IlCH (« International conference on
harmonisation of technical requirements for registration of pharmaceuticals » pour
conseil international d'harmonisation des exigences techniques pour l'enregistrement
des médicaments a usage humain) comme étant : « L’aptitude d’'un médicament a
conserver ses  propriétés  chimiques, physiques, microbiologiques et
biopharmaceutiques dans les limites spécifi€es pendant toute sa durée de validité ».
Comme tout médicament, des études de stabilité devront étre effectuées sur les
nanomédicaments. |l s’agira de tests sur la stabilité chimique de la substance active,
mais aussi sur sa stabilité dans les milieux biologiques auxquels elle sera soumise.
Par exemple, comme les nanovecteurs sont majoritairement destinés a étre
administrés par voie intra-veineuse (IV), on pourra tester leur stabilité dans un milieu
biosimilaire a pH physiologique, soit par exemple dans du PBS (tampon phosphate
salin) a pH 7,4. L’intégrité ou la modification du nanovecteur aprés exposition aux

milieux biosimilaires sera alors évaluée.
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Difféerents facteurs peuvent influencer la stabilité des nanomédicaments, ils

peuvent étre de nature :

- Extrinséque (température, humidité, lumiere, oxygene...)
- Intrinseque (interactions substance active - excipients, interactions

contenant-contenu...)

La stabilité des nanomédicaments dans des conditions de stockage sera

également évaluée.

[1-8-2-2 Caractérisation de la cinétique de libération de la substance active

Un parameétre essentiel mais plus ou moins compliqué a maitriser, est la
libération de la substance active. Généralement, la cinétique de libération commence
avec ce que l'on appelle une phase de « burst », c’est-a-dire une libération trés
importante de la substance active dés les premiers instants dans I'organisme, puis une
libération beaucoup moins importante, ce qui stabilise les concentrations en substance
active dans l'organisme (Rodrigues de Azevedo et al. 2017). Le profil de libération
classique d’'une substance active, avec une libération initiale de type « burst », est

représenté en Figure 25.
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Figure 25 : Profil de libération type représentant I'évolution de la concentration plasmatique d'une

substance active en fonction du temps

A noter que ce type de graphique est simplifié, et ne représente pas le profil de

libération de tous les nanovecteurs.
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Pour réaliser ces cinétiques, les nanovecteurs sont soumis a des conditions
similaires a celles qu’ils pourront rencontrer dans I'organisme, c’est-a-dire que les tests
sont réalisés a 37°C dans un milieu biosimilaire & pH physiologique (pH = 7,4 pour des

nanovecteurs administrés par voie 1V).

La caractérisation du profil de la cinétique de libération est une étape capitale,
afin de garantir la sécurité d’utilisation du nanomédicament. En effet, une libération
trop importante de substance active pourra induire des effets toxiques sur I'organisme,
mais une libération trop faible conduira a une inefficacité de la substance active. La
libération doit se trouver dans ce que I'on appelle la zone thérapeutique, au-dessus du
seuil d’efficacité mais sous le seuil de toxicité. Cette cinétique de libération idéale est

représentée en Figure 26.
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Figure 26 : Profil type d'une libération contrdlée d'une substance active
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[1-8-2-3 Caractérisation de la biodisponibilité

Pour que le nanomédicament puisse exercer son effet thérapeutique, il est
nécessaire que la substance active qu’il encapsule soit correctement distribuée aux
cellules, tissus, et organes cibles. C’est ce que I'on appelle sa biodisponibilité. Elle
devra étre caractérisée in vitro puis in vivo. Les caractérisations in vitro mettront en
evidence les mécanismes d’interactions entre le nanomédicament et les membranes
cellulaires, et sont décrites en 1lI-5. Pour ce qui est des caractérisations in vivo, elles
permettront de confirmer ou non les résultats obtenus in vitro, grace a
'expérimentation animale sur un modéle souvent modifié, et adapté a la pathologie

que I'on souhaite traiter.

[I-8-2-4 Caractérisation de la toxicité de la NP vis-a-vis de l'organisme

La caractérisation de la toxicité du nanomédicament est elle aussi une étape
indispensable. La toxicité potentielle du nanomédicament sera évaluée in vitro puis in
vivo, tout comme pour la biodisponibilité, en faisant interagir le nanomédicament avec
des cellules. La toxicité des produits de dégradation du nanomédicament sera elle

aussi évaluée.

Bien que des effets toxiques puissent parfois étre non négligeables, il ne faut
jamais oublier le principe de bénéfice par rapport au risque, mais également prendre

en compte le caractere potentiellement réversible des effets toxiques.

Une fois toutes ces étapes effectuées, I'efficacité du nanovecteur peut étre
évaluée in vitro puis in vivo, en comparaison avec l'efficacité du méme principe actif

mais non formulé sous forme de nanomédicament.
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[1-9 Devenir des nanomédicaments dans I'organisme

A ce jour, la majorité des nanomédicaments sont administrés par voie intra-
veineuse, et arrivent donc directement dans la circulation générale, sans avoir a
traverser différentes barriéres biologiques. Aprés administration dans I'organisme, ils
vont subir des étapes de pharmacocinétique, que I'on peut résumer sous I'acronyme
ADME pour :

- Absorption
- Distribution
- Meétabolisme

- Elimination

L’étape d’absorption, est inéluctablement liée au moyen d’administration du
médicament. Dans le cas de 'administration d’'un nanomédicament en |V, cette étape
va donc étre directe et complete. Ensuite, le nanomédicament se distribue a I'organe
ou aux organes cibles, et y exerce son activité thérapeutique : c’est ce que I'on appelle
la phase pharmacodynamique. L’étape de métabolisation permet de transformer le
nanomédicament en métabolites éliminables. Enfin, le nanomédicament est éliminé
de l'organisme, soit de maniére inchangée par les urines apreés filtration glomérulaire
ou par les feces aprés excrétion par voie biliaire (NPs de diametre inférieur a 5-10 nm),
soit apres dégradation (NPs de diametre supérieur a 5-10 nm) (Fattal 2019; Frédéric
Lagarce 2014).

Au tout début du développement de ces nanomédicaments, les scientifiques ont
mis au point des vecteurs, aujourd’hui appelés vecteurs de premiére génération,
composés de polymeres ou de lipides encapsulant la substance active, comme le
montre la Figure 28. La principale caractéristique de ces vecteurs est qu'ils n'ont subi
aucune modification de leur surface. Apres leur administration par voie IV, ces
systemes sont trés rapidement reconnus puis éliminés par le systéeme immunitaire, en
particulier par des phagocytes mononucléés présents dans le flux sanguin. Ce
phénomene est connu sous le nom d'opsonisation, et a pour conséguence un court
temps de séjour dans le sang et une élimination rapide du nanovecteur. Ces vecteurs
de 1°¢€ génération possédent un tropisme hépato-splénique, c’'est-a-dire qu’ils se
retrouvent dans le foie et la rate. Cela est di au fait qu’ils sont capturés par les
macrophages, secondairement a leur marquage par les opsonines. Or, ces
macrophages se trouvent en grande quantité dans ces deux organes. Ce mécanisme

peut étre mis a profit pour cibler le foie, comme dans le cas de cancer hépatique, mais
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I'élimination rapide de ces vecteurs, en seulement quelques heures, restreint les

utilisations (Vauthier and Couvreur 2008).

Hélas, l'efficacité thérapeutique de ces vecteurs était relativement limitée a
certaines applications bien précises. Afin d’atteindre d’autres parties de I'organisme,
donc en évitant leur élimination rapide, les scientifiques ont amélioré la technologie et
modifié la surface de ces vecteurs, en développant les vecteurs de deuxieme
génération. Pour améliorer leurs propriétés pharmacocinétiques, les nanovecteurs ont

été optimisés par la modification de leur surface pour échapper a I'opsonisation.

Le greffage de chaines hydrophiles sur leur surface, comme les chaines de PEG
(poly(éthylene glycol)), rendent la surface de la nanoparticule plus hydrophile et
neutre, et limitent ainsi I'opsonisation. Pour exercer correctement cet effet, les chaines
de PEG doivent avoir une longueur suffisante (supérieure a 2000 Da), avec une
densité de surface adaptée. Grace a cette densité de surface suffisamment élevée,
les chaines de PEG induisent un encombrement stérique important qui limite
I'opsonisation. La diminution de leur diametre, en dessous de 100 nm, limite également
I'opsonisation car les opsonines auront du mal a se fixer sur la NP en raison de son
rayon de courbure réduit. En raison de cette échappatoire a la vigilance du systéme
immunitaire, ces vecteurs sont décrits comme des nanovecteurs furtifs (Moghimi and
Szebeni 2003), et peuvent circuler dans I'organisme sur des périodes pouvant aller

jusqu’a plusieurs jours.

Cette deuxiéme génération de vecteurs est également classée comme ciblage
passif, du fait que les NP n'atteignent pas directement une cible mais présentent un
temps de circulation plus long, permettant aux nanomédicaments de s'accumuler
passivement dans le tissu ciblé et donc d'augmenter l'efficacité thérapeutique. Cet effet
de ciblage passif est particulierement recherché dans les cas de cancers. En effet,
dans la majorité des cancers, on observe une inflammation des tissus tumoraux,
caractérisée par le recrutement de nombreux macrophages par le systéme
immunitaire, qui libérent, en réponse a l'inflammation, des cytokines. Ces cytokines
sont responsables d’'une augmentation de la perméabilité vasculaire, ce qui a pour
conséquence de séparer les cellules endothéliales de la paroi vasculaire, qui ne sont
donc plus jointives, telles que I'on peut les trouver dans les tissus sains. L’endothélium
du vaisseau sanguin devient alors fenestré, ce qui permet d’accroitre le passage des
nanovecteurs vers les cellules tumorales. Ce mécanisme est appelé effet EPR, pour

« enhanced permeability and retention effect », soit un effet de perméabilité et de
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rétention accru (Yin, Liao, and Fang 2014). L’effet thérapeutique des nanovecteurs
sera donc plus important dans les tissus tumoraux et/ou inflammés, et beaucoup moins
important dans les tissus sains, ce qui limitera les effets secondaires dis aux anti-
cancéreux. De plus, les cellules tumorales favorisent I'angiogénése, c’est-a-dire
I'accroissement du réseau vasculaire autour de la tumeur pour alimenter les cellules
malignes, en secrétant des facteurs de croissance. La tumeur est alors tres bien
irriguée, ce qui permet d’augmenter encore la quantité de nanovecteur qui peut
atteindre les cellules cancéreuses. De surcroit, le drainage lymphatique, a l'origine
dans notre cas de I'élimination des nanovecteurs, est affaibli dans les tumeurs et
n’exerce que relativement peu son effet. Ce mécanisme d’effet EPR est expliqué en
Figure 27 b).

@ Cellule normale

Cellule endothéliale

@ Cellule cancéreuse

Figure 27 : Physiologie d'une paroi vasculaire saine et d'une paroi vasculaire sous effet EPR

a) Schéma représentant la paroi saine d’'un vaisseau sanguin, quand les cellules de I'organisme
sont normales
b) Schéma représentant I'effet EPR, induit par des cellules cancéreuses qui provoquent
indirectement la séparation des cellules endothéliales de la paroi vasculaire
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Malheureusement, ce mécanisme qui parait idéal pour que les
nanomédicaments anticancéreux soient tres efficaces, ne I'est en réalité pas tant.
L’effet EPR, pourtant bien mis en évidence dans les modéles préclinigues notamment
chez la souris, n’est qu’assez peu vérifié chez 'homme (Nichols and Bae 2014). Le
caractére unigue de chaque tumeur, dont les causes, les tissus touchés, I'évolution
etc..., sont différents, font que I'effet EPR n’apparait pas systématiquement. Toutefois,
certains nanomédicaments anticancéreux qui agissent grace a cet effet EPR sont tout
de méme efficaces. C’est en autres le cas du Doxil, liposome de doxorubicine
(Barenholz 2012).

Une troisieme génération de vecteur existe, et qui est encore plus spécifique
que la deuxieme. En effet, le ciblage est considéré comme actif, car les vecteurs
portent sur leur surface des ligands spécifiques d'une cible cellulaire, en plus de leurs
chaines de PEG. Cela a pour effet de modifier le devenir in vivo du nanovecteur et de
faciliter l'internalisation cellulaire des NPs par une interaction ligand-récepteur
spécifique. Ces ligands peuvent étre des anticorps, des peptides spécifiques etc...
L’acide folique a été utilisé comme ligand dans ce type de vectorisation, pour le
traitement de carcinomes ovariens (Hilgenbrink and Low 2005). Il a été démontré qu’il
était capable in vivo, de cibler spécifiguement avec une grande affinité, son récepteur,

surexprimé par les cellules cancéreuses (Stella et al. 2000, 2007).

Plus récemment encore, les scientifiques ont développé des nanovecteurs de
4¢me génération. Leur structure ne différe pas des NPs de 3¢™¢ génération, c’est-a-dire
gu’elles possedent aussi des chaines de PEG et des ligands, hormis le fait qu’elles
sont pourvues de composés sensibles a des stimuli extérieurs. Ces composés sont
capables d’enclencher la libération du principe actif, seulement si un stimulus extérieur

a la nanopatrticule elle-méme est présent (Boudier et al. 2020).

Cette nouvelle génération permet de libérer le principe actif seulement au
niveau du site pathologique, ce qui est trés avantageux notamment pour les principes
actifs toxiques pour les cellules saines. Cela permet ainsi de diminuer
considérablement les effets secondaires indésirables. Par exemple, on peut formuler
ces nanovecteurs avec un composé sensible aux variations de pH. Le pH cellulaire
étant plus acide chez les cellules tumorales (Damaghi, Wojtkowiak, and Gillies 2013),
le nanovecteur va pouvoir libérer le principe actif seulement a partir d’'une certaine
acidité, ce qui va ainsi entrainer la destruction des cellules cancéreuses mais épargner

les cellules saines, au pH plus élevé.
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Les stimuli auxquels les nanovecteurs de 4™¢ génération peuvent étre
sensibles sont par exemple un rayonnement, une concentration en certains ions, ou
une variation de température, ne se trouvant qu’au niveau du site a traiter, et pouvant
étre appliqués de maniéere totalement externe a 'organisme (pour les rayonnements
notamment). C’est le cas par exemple des nanovecteurs composés de
poly(acrylamide-n-isopropyle), qui est un polymére thermosensible, et donc ne se
désagrégera et ne laissera s’échapper le principe actif que quand il se trouvera dans
une certaine gamme de températures (Vauthier and Couvreur 2008). Ces quatre

générations de nanosystémes sont représentées en Figure 28.

NP de 1¢r¢ génération NP de 2¢me génération

g

\
~_

_ .
S N

NP de 3¢me génération NP de 4¢me génération

% Stimulus extérieur

Figure 28 : Différentes générations de nanovecteurs
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Depuis maintenant quelques années, émerge une nouvelle définition de cette
4¢éme génération de nanovecteurs. Ces derniers ne seraient plus décrits comme
répondant a des stimuli extérieurs, mais comme ciblant spécifiguement le trafic
intracellulaire. En effet, ces vecteurs seraient capables, aprés internalisation par les
cellules, soit de libérer leur principe actif dans un des compartiments cellulaires, soit
d’interférer avec les voies de trafic intracellulaire, pour leur permettre de libérer le
principe actif & un site subcellulaire cible (Foroozandeh and Aziz 2018). Ce nouveau
mode de ciblage des cellules est tres encourageant, notamment pour la délivrance de
genes ou d’ARN (acide ribonucléique), dans les thérapies anti-cancéreuses (Shi et al.
2017).

Concernant ['élimination de ces nanovecteurs, comme il a été dit
précédemment, les matériaux qui les composent doivent étre biodégradables et/ou
bioéliminés. Le PEG n’est pas un matériau biodégradable, mais est capable de se
dissocier en fragments, qui eux sont solubles, et donc éliminés, dans les milieux
biologiques aqueux. C’est aussi le cas par exemple des poly(cyanoacrylate d’alkyle)
(PACA) qui ne sont que partiellement biodégradables. Cependant, pour étre
bioéliminés, ces fragments doivent avoir une masse molaire inférieure a celle du seuil
de filtration rénale, c’est-a-dire inférieure a 10 000 g/mol (Vauthier and Couvreur
2008). Si ce n’est pas le cas, les fragments risquent de s’accumuler au niveau rénal et
de se stocker dans les cellules rénales. Cette accumulation au fur et & mesure des
administrations deviendrait alors une source de toxicité trés importante. Si nous
prenons le cas du PLGA, co-polymére extrémement répandu dans la formulation de
nanovecteurs, il a été démontré qu’il subit une hydrolyse de sa liaison ester, séparant
ainsi I'acide lactique de l'acide glycolique (Hirenkumar and Steven 2012), qui sont
éliminés par les voies métaboliques ou par excrétion rénale en quelques jours ou

semaines.

61



I"l- Impacts des propriétés mécaniques des nanoparticules sur les mécanismes

biologigues

Le terme de « propriétés mécaniques », désigne le comportement du matériau,

ici les NPs, lorsqu’il est soumis a une ou plusieurs contraintes mécaniques.

En s’inspirant des cellules, ou méme des virus, qui sont capables de moduler
leurs propriétés meécaniques pour réaliser certaines fonctions biologiques, les
chercheurs ont émis I'hypothése que les propriétés mécaniques des NPs pouvaient
étre corrélées a leur activité biologique (Hui et al. 2019). L’élasticité des NPs a une
influence sur leur temps de circulation dans le sang, sur la biodistribution, leur

internalisation cellulaire (Hui et al. 2019), etc...

Cependant, un consensus n’a pas été trouvé entre les différentes études
menées a ce sujet. En effet, selon que I'on prend en compte ou non la morphologie
des NPs (Chen et al. 2018; Shen et al. 2019), leur caractére hydrophile ou hydrophobe
(Wang et al. 2019), la méthode utilisée pour caractériser la pénétration cellulaire
(modélisation moléculaire dynamique a grains (Shen et al. 2019; Shen, Ye, and Li
2018), méthode de la dynamique dissipative des particules (Wang et al. 2019),
résultats in vitro et in vivo (Anselmo et al. 2015; Guo et al. 2018)), les résultats sont

différents.

Nous allons donc tenter de mieux comprendre quel est l'effet de la

rigidité/élasticité des NPs sur les activités biologiques.

Il est tout d’abord important de définir quelques terminologies les plus
employées, pour décrire les propriétés mécaniques des NPs. Parmi les termes clés
définissant les propriétés mécaniques des NPs, on retrouve I'élasticité, la raideur, la
rigidité, la dureté, la force, etc..., mais les plus largement utilisés dans la littérature

sont I'élasticité et la rigidité, c’est pourquoi nous allons les définir.

L’élasticité est la capacité d’un objet a résister aux déformations causées par
une contrainte, et a revenir a son état initial une fois que la contrainte est enlevée : il
s’agit d’'un phénoméne réversible. Elle est définie par le module d’Young, qui
correspond au ratio entre la contrainte de traction et la déformation. Son expression

est représentée dans I'Equation 2.
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Equation 2 : Expression du module d'Young

Avec E le module d’Young en Pa ou N.m?2, o la contrainte en Pa ou N.m=2, et ¢

I'allongement relatif ou déformation (adimensionnel).

La rigidité est la mesure a laquelle un objet résiste a une déformation causée
par des forces appliquées. Elle correspond au ratio entre la force appliquée et la
déformation correspondante, et est exprimée en N/m. Contrairement aux modules
d'élasticité, qui sont des facteurs intrinseques déterminés uniqguement par le matériau
lui-méme, la rigidité d'un objet est liée non seulement a ses modules d'élasticité, mais

aussi a sa dimension, a sa forme, et a la direction des forces appliquées.

La déformation, ici la déformation des NPs, correspond a la maniere dont ces
derniéres réagissent quand elles sont soumises a des sollicitations mécaniques. La
déformation est caractérisée par la loi de Hooke, qui permet d’appréhender le
comportement de solides élastiques qui sont soumis a différentes contraintes

mécaniques. L’équation de cette loi de Hooke est présentée en Equation 3.
F = —kAl
Equation 3 : Equation de la loi de Hooke

Avec F la force de traction en N ; k la constante de rappel en N/m ; et 4 la

variation de longueur en m.
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[1I-1 Effets de la déformation des NPs sur leur circulation dans le sang

Quand les NPs sont injectées par voie 1V, elles se retrouvent dans la circulation
sanguine. Leur objectif sera d’atteindre des organes cibles, et donc par conséquent,
d’étre entrainées facilement par le flux sanguin. Le flux sanguin se situe dans le régime
d’écoulement de Stokes, c’est-a-dire que des particules rigides ne peuvent pas migrer
sans l'aide de linertie (Leal 1980). Fatalement, les NPs rigides ne pourront donc pas
étre entrainées efficacement avec le flux sanguin vers les tissus cibles, et resteront au
niveau des parois du vaisseau sanguin du site d’injection (Kumar and Graham 2011).
Ce phénomeéne est appelé « marginalisation »: le mouvement des NPs dans
I'écoulement sanguin se fait vers les parois du vaisseau sanguin (Carboni et al. 2014;
Decuzzi et al. 2009; Godin et al. 2010; Kumar and Graham 2012; Ye et al. 2018).

Les NPs plus souples quant a elles, peuvent se déformer et ainsi étre
entrainées plus facilement vers organes cibles car elles se retrouvent au centre du flux

sanguin et non pas au niveau des parois (Kumar and Graham 2011).

Les propriétés mécanigues sont donc trés importantes a prendre en compte,
car des NPs trop rigides n’atteindront pas les organes cibles, et donc le principe actif
ne pourra jamais se distribuer correctement aux organes et alors garantir I'efficacité
thérapeutigue escomptée. Les comportements des NPs souples et rigides dans les

vaisseaux sanguins sont représentés en Figure 29 a) et b) respectivement.
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. NP rigide

Figure 29 : Comportement des NPs dans les vaisseaux sanguins en fonction de leurs propriétés

mécaniques

a) Les NPs souples, donc déformables, se retrouvent au centre du vaisseau, entrainées par le
flux sanguin
b) Les NPs rigides se « marginalisent », c’est-a-dire qu’elles se retrouvent au niveau des parois
vasculaires, car moins bien entrainées par le flux sanguin

Un des avantages des particules déformables, est qu’elles pourront passer a
travers des capillaires dont le diametre sera plus petit que le diametre initial de la
particule, ce qui limitera le risque d’occlusion des vaisseaux sanguins. En effet, il a été
démontré qu’une particule souple d’1um était capable de passer dans un vaisseau

sanguin d’un diamétre de 400 nm (Key et al. 2015; Palange et al. 2017).

La rigidité d’'une NP déformable est caractérisée par le nombre capillaire (Ca),

dont I'équation est la suivante (Equation 4) :

_ Hra

C
@ Gs

Equation 4 : Formule du nombre capillaire (Ca)

Avec u la viscosité du fluide, y'le taux de cisaillement du flux, et Gs le module
de cisaillement de la NP.
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Il existe une rigidité critique de la NP : quand la rigidité de la NP est inférieure ou
égale a la rigidité critigue, la vitesse de migration via la circulation sanguine est
linéairement proportionnelle a la rigidité de la NP, tandis que si la rigidité de la NP est

supérieure a la rigidité critique, la linéarité s’effondre (Singh, Li, and Sarkar 2013).

Les NPs déformables peuvent s’adapter rapidement au profil de flux sanguin
imposé, et leur comportement dépendra de leur localisation dans le vaisseau sanguin.
Les NPs souples avec un nombre capillaire suffisamment élevé migreront vers le
centre du vaisseau, et plus ce nombre capillaire est faible, plus les NPs se trouveront
sur les bords du vaisseau sanguin. On en déduit donc que plus une NP a un Ca éleve,
plus elle migrera facilement vers les organes cibles car bien entrainée par le flux
sanguin (Ye et al. 2018).

Cependant, la notion d’efficacité dépend de I'effet thérapeutique que I'on souhaite
obtenir. Par exemple, un principe actif anti-cancéreux qui parviendrait aux organes
grace a l'effet EPR aurait plutét un intérét a se situer vers les parois du vaisseau

sanguin (voir la Figure 27).

Dans ces circonstances, il devient aisé d’imaginer que plus les NPs seront
proches des parois du vaisseau sanguin, plus elles auront de chances de pénétrer
dans la tumeur et ainsi exercer leur activité anti-cancéreuse. Les NPs rigides, qui sont
marginalisées donc qui restent pres des parois et ne sont pas emportées par
I’écoulement au centre du vaisseau, seront dans ce cas, potentiellement plus efficaces

gue des NPs plus souples (Carboni et al. 2014; Decuzzi et al. 2009).

Pour des applications telles qu’en biocimagerie, a des fins de diagnostic, ou I'on
souhaite que les NPs circulent dans le flux sanguin pendant une longue période afin
de diffuser dans tous les organes, il est préférable d’avoir des NPs souples, qui seront

efficacement entrainées au centre de I'écoulement sanguin (Carboni et al. 2014).

Suite a I'analyse de ces études, nous avons vu que les NPs souples circulent plus
facilement dans le sang que les NPs rigides, mais il faut également prendre en compte
leur temps de circulation dans le sang. En effet, une NP qui circule mieux mais qui est

tout de suite reconnue puis €liminée par les macrophages ne sera pas efficace.
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[11-2 Effets de la rigidité des NPs sur leur temps de circulation dans I'organisme et

la biodistribution

Une étude a prouvé que plus le module d’Young est élevé, plus le temps de
circulation des NPs dans I'organisme diminue (Zhang et al. 2012). Or le temps de
circulation des NPs est corrélé positivement a leur accumulation dans les tissus, c’est-
a-dire que plus une NP circulera longtemps dans l'organisme, plus elle aura de
chances de parvenir aux tissus et organes cibles. Des travaux antérieurs ont tenté de
prolonger le temps de circulation des NPs pour améliorer leur accumulation dans les
tissus, et avoir une meilleure activité anti-tumorale par exemple (E.Blanco 2017). Cela
est classiguement fait en modulant les propriétés physico-chimigues des NPs comme
la taille, la morphologie et la charge de surface (E.Blanco 2017; Stevens and Schleimer

2016), mais les propriétés mécaniques de celles-ci peuvent également avoir un effet.

On admet généralement que les NPs peuvent étre modifiées de quatre
manieres différentes pour prolonger leur temps de circulation sanguine, éviter leur
élimination par les phagocytes, et ainsi diffuser le plus efficacement possible dans les
cellules tumorales. Il s’agit de ce que I'on appelle communément la combinaison des

parametres « 4S »(Key et al. 2015; Ye et al. 2018), pour :

« Size » : la taille des NPs

« Shape » : la morphologie des NPs

« Surface properties » : les propriétés de surface des NPs

« Stiffness » : la rigidité des NPs

Ces parametres peuvent étre variés un a un pour voir 'impact de chacun sur le
temps de circulation et la biodistribution des NPs, mais on peut également les faire
varier simultanément. Certaines de ces combinaisons, comme celles de I'impact de la
morphologie et de la rigidité, ou des propriétés de surface et de la rigidité, seront

détaillées par la suite.

L’hypothése que le module d’Young régit, entre autres, le temps de circulation
et la biodistribution des particules d’hydrogel, a été vérifiée dans I'étude de Merkel et
al., 2011. La diminution du module d’Young de particules, a entrainé une modification
de leur biodistribution : les particules souples peuvent contourner certains organes,
tandis que les particules plus rigides sont capturées par ces organes et sont ensuite
éliminées. Le temps de circulation des particules souples est donc augmenté par
rapport au particules rigides, le module d’Young a bien un impact sur la biodistribution

et le temps de circulation. Cette étude a également démontré qu’une diminution du
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module d’Young des particules par 8 entraine une augmentation de leur demi-vie

plasmatique par 30 voire plus.

Bien que la rigidité reste encore le paramétre dont l'influence a été la moins
étudiée, elle gagne de plus en plus d’intérét et s’est révélée étre un élément primordial
a prendre en compte dans tous les mécanismes biologiques que met en jeu la
délivrance de principes actifs a des organes cibles, comme par exemple pendant

I'étape de biodistribution.

Une fois que les NPs sont dans la circulation systémique, elles vont se distribuer
aux difféerents organes : c’est I'étape de biodistribution. D'une maniére générale,
I'accumulation des NPs dans les tissus (par exemple dans des tumeurs solides), releve
de la biodistribution. Les NPs souples sont capables de se déformer sans perdre leur
intégrité structurelle, notamment lors des mécanismes de filtration biologique ; elles
sont capables de passer par des pores de taille inférieure a leur diametre, alors que

les NPs rigides ne passent pas.

En raison de leur faible déformabilité, les NPs rigides de plus de 100 nm sont
filtrées par la rate car elles ne peuvent pas passer a travers les fentes de celle-ci, dont
un des réles est de purifier le sang. Cela qui a pour conséquence une accumulation
des NPs rigides dans cet organe, ce qui raccourcit leur temps de circulation (Zhang et
al. 2012).

De plus, il a été démontré que les NPs souples échappent plus facilement a la
dégradation par les macrophages que les NPs rigides, car elles sont capables de se
déformer, et d’éviter ainsi la capture (Anselmo et al. 2015; Beningo and Wang 2002;
Morachis, Mahmoud, and Almutairi 2012). Les NPs souples ont donc un temps de
circulation augmenté par rapport aux NPs rigides (Anselmo et al. 2015; Anselmo and
Mitragotri 2017). Cette caractéristique reflete, dans une certaine mesure, les
mécanismes de défense contre les substances étrangeres et les tissus pathologiques,
étant donné que la plupart des substances endogéenes présentes dans le sang (par
exemple, les globules rouges sains) possédent une trés faible rigidité, tandis que les
cellules pathologiques (par exemple, les globules rouges malades et vieillissants) et
les matiéres étrangéres (par exemple, les virus) sont relativement plus rigides (Best,
Yan, and Caruso 2012; Mebius and Kraal 2005). Ce sont ces pathologies, qui affectent
la rigidité des hématies, telle que la drépanocytose, et qui augmentent les risques de

thrombo-occlusion des vaisseaux sanguins, qui ont incité les chercheurs a poursuivre
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leurs investigations sur les effets de la rigidité des cellules ou particules sur leur

localisation (Sen Gupta 2016).

Cependant, des résultats différents ont également été rapportés, cette étude
prouve que l'accumulation de NPs souples dans la rate est significativement
supérieure a celle de NPs rigides car les NPs souples circulent plus longtemps dans
I'organisme, alors que les NPs rigides sont trés rapidement éliminées (Anselmo et al.
2015).

Nous avons donc des conclusions antagonistes en fonction des études,
certaines pour lesquelles les NPs rigides s’accumulent plus dans la rate, et certaines
ou ce sont les NPs souples qui s’y accumulent majoritairement. Il est donc tres difficile
de prédire réellement le devenir in vivo des NPs ; il s’agit trés probablement d’'un

mécanisme multifactoriel pas encore totalement identifié.
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[11-3 Effets de la rigidité des NPs sur leur pénétration cellulaire et tissulaire

Une fois que les NPs ont atteint la proximité des organes, elles vont pouvoir
pénétrer dans les tissus. Depuis déja plusieurs années, les chercheurs essaient
d’améliorer la pénétration cellulaire des NPs en modifiant leur taille, leur forme, ou leur
charge de surface, mais récemment, un nouvel axe de recherche est développé :

améliorer la pénétration cellulaire des NPs en modulant leurs propriétés mécaniques.

Les NPs rigides ont tendance a s’accumuler en surface des tissus, alors que
les NPs souples pénetrent en profondeur dans les tissus et ont donc une action anti-
tumorale plus efficace (Hui et al. 2019). En effet, les NPs rigides ont plus de mal a
passer a travers les espaces intercellulaires, et engagent des interactions plus fortes
avec les cellules, ce qui les immobilise a la surface de l'organe. Cependant, une
élasticité trop importante n’est pas non plus favorable a la pénétration cellulaire : les
NPs ayant une élasticité modérée, peuvent s’avérer avoir une meilleure capacité de
pénétration que les plus souples et les plus rigides. De plus, les NPs rigides sont
capturées de maniere moins spécifigue par les organes, ce qui augmente

potentiellement le risque d’effets secondaires indésirables.

D’une maniére générale, les NPs souples sont plus internalisées que les NPs
rigides (Anselmo and Mitragotri 2017). Cependant, un élément est a prendre en
compte également : le type de cellule qui internalise les NPs, car selon la cellule, sa
préférence pour internaliser plutdét des NPs souples ou rigides peut changer. C’est le
cas pour les cellules de type Hela (lignée cellulaire cancéreuse), qui vont favoriser
'absorption des NPs souples plutdt que des plus rigides (Morachis et al. 2012).
Inversement, les cellules de type macrophage, vont préférentiellement internaliser des
NPs rigides plutét que des souples (Beningo and Wang 2002). Il est donc important
de prendre en compte le type de cellule que I'on souhaite cibler, afin d’adapter les

propriétés mécaniques des NPs qui les cibleront.

Malheureusement, il n'est pas aussi simple de conclure au fait que des NPs
souples seraient mieux internalisées par les cellules tumorales, et auraient donc une
activité anti-tumorale plus efficace. En effet, chaque cancer est différent, et chaque
cellule cancéreuse réagira differemment face a l'internalisation des NPs. Une étude a
déemontré que des NPs en PEG rigides (3000 kPa) étaient plus internalisées par des
cellules cancéreuses du type 4T1, que les mémes NPs mais souples (10 kPa)

(Anselmo et al. 2015). Dans deux autres études, des NPs hybrides (composées de

70



PLGA avec un lipide) rigides, entrainaient la mort de deux fois plus de cellules

cancéreuses Hela, que des NPs souples (Sun et al. 2015; L. Zhang et al. 2015).

Malgré le nombre grandissant d’études réalisées sur l'effet des propriétés
mécaniques des NPs sur l'internalisation par les cellules, notamment cancéreuses, il
n’est toujours pas possible d’en tirer une conclusion universelle : dans certains cas,
les NPs souples sont plus facilement internalisées, tandis que pour d’autres cas, c’est
'inverse, avec une meilleure internalisation des NPs rigides. Une infinité de
parametres sont a prendre en compte, que ce soient des parametres de formulation
des NPs (type de matériau(x) utilisé(s), tailles, morphologie, propriétés de surface...),
ou bien des parametres biologiques, propres a chacun, mais surtout a chaque type de

cancer, comme le type de cellules cancéreuses.

l1I-3-1 Simulations informatiques permettant de modéliser I'effet de la rigidité

des NPs sur la pénétration cellulaire et tissulaire

Une simulation moléculaire dynamique a été utilisée par Sun et al., 2015 pour
essayer de mieux comprendre l'effet de la rigidité des NPs sur leurs mécanismes
d’internalisation par les cellules. On peut remarquer que la NP rigide (Figure 30 a) est
totalement internalisée au bout de 480 us, tandis que la NP plus souple (Figure 30 b)
n’est pas complétement internalisée au bout de ces 480 us. La NP souple subit une

importante déformation durant I'internalisation cellulaire, ce qui ralentit le processus.

a) ows 120 ps 240 ps

420 ps 480 ps
sl ‘

NP rigide

b)

NP souple

Figure 30 : Simulation moléculaire dynamique représentant le mécanisme d'internalisation cellulaire
d'une NP rigide (a) et d'une NP souple (b) (Sun et al. 2015)
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Il existe une technique dérivée de ce modele de simulation moléculaire
dynamique, qui est la technique par indentation. Ce systéme de simulation consiste a
placer un modele de NP sur un modele de substrat rigide, puis a appliquer une force
sur la NP via un pénétrateur sphérique. La déformation de la NP face a cette contrainte
est modélisée par informatique, et on pourra ainsi comparer les réponses des NPs

souples par rapport aux NPs rigides (L. Zhang et al. 2015).

En outre, les modeéles qui ont permis d’aboutir a ces résultats (modéles basés
sur des sphéroides majoritairement) simplifient trop les nombreux parametres physico-
chimiques in vivo clés, impliqués dans la pénétration cellulaire, tels que le flux et la
pression du fluide interstitiel, la rigidité de 'organe en question, la composante de la
matrice extracellulaire etc... La réalité des mécanismes mis en jeu in vivo peut donc
étre erronée par I'absence de controle précis de ces paramétres. L'internalisation
efficace de NPs est un prérequis indispensable pour la bonne délivrance du principe
actif, il est donc indispensable de comprendre au mieux tous les mécanismes
impliqués.

La modélisation peut étre un moyen de mieux anticiper le devenir in vivo. Il
existe plusieurs techniques, dont une des plus utilisées est la modélisation moléculaire
dynamique a grains (CGMD) (Chen et al. 2018; Li et al. 2013; Shen et al. 2019, 2018).
C’est une technique de simulation informatique qui permet de modéliser I'évolution des
NPs, par exemple lors de la pénétration a travers une membrane cellulaire, au cours
du temps, et qui permet de tenir compte entre autres de leur taille, de leur forme et de
leur élasticité. Le principe et le type d'image que I'on peut obtenir via cette simulation

sont représentés en Figure 31 (Shen et al. 2018).

2 M

B k,=100 &

Nanoparticle Lipid Receptor t=0

Membrane

Figure 31 : Principe de la modélisation moléculaire dynamique a grains (CGMD) (Shen, Ye and Li,
2018)
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Il existe un autre type de simulation de la pénétration des NPs a travers une
membrane cellulaire, moins répandu que les précédents, que I'on appelle simulation
de Monte Carlo. Celle-ci permet de nous renseigner sur les caractéristiques
thermodynamiques du systéme avant et aprés la pénétration de la NP (mais pas
pendant) (Van Lehn and Alexander-Katz 2014; Shen, Nieh, and Li 2016).

Afin de mieux comprendre les mécanismes dynamiques qui ont lieu au cours
du processus d’internalisation des NPs, il est possible d’utiliser la simulation

moléculaire dynamique atomique (Van Lehn and Alexander-Katz 2014).

Une fois les NPs arrivées au niveau tissulaire, elles vont pouvoir étre
internalisées par les cellules selon différents mécanismes. On en distingue 4 types
principaux : la macropinocytose, I'endocytose clathrine-dépendante, I'endocytose
cavéole-dépendante et enfin 'endocytose clathrine et cavéole indépendante. Ces trois
derniers mécanismes font partie de la micropinocytose. Il existe également un autre
mécanisme d’internalisation des NPs par les cellules, qui est la phagocytose, mais elle
concerne des particules de taille généralement supérieure a 1 um, ce qui ne concerne

donc que les NPs opsonisées.

La macropinocytose fait intervenir des filaments d’actine qui vont venir créer
une invagination de la membrane cellulaire autour de la NP, et ainsi I'englober pour

former une vésicule : le macropinosome.

L’endocytose clathrine-dépendante est un processus par lequel les NPs sont
captées par des clathrines qui s’arrangent ensuite en réseau pour venir former une

vésicule.

L’endocytose cavéole-dépendante est similaire a I'endocytose clathrine-
dépendante, mis a part que les cavéoles, qui forment une vésicule autour de la NP,

sont intégrées a la membrane, contrairement aux clathrines.

Enfin, I'endocytose clathrine et cavéole indépendante fait intervenir d’autres
protéines (flotillines, CDC42 (GTPase) et ’ADP-ribosylation factor 6 (Arf6)).

Ces différents mécanismes d’internalisation des NPs par les cellules sont

représentés en Figure 32.
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Figure 32 : Mécanismes d'internalisation des NPs par les cellules

A) Phagocytose
B) Macropinocytose
C) Endocytose clathrine-dépendante
D) Endocytose cavéole-dépendante
E) Endocytose clathrine et cavéole-indépendante

A noter que ce schéma est simplifié et ne représente pas de maniére détaillée

tous les acteurs mis en jeu dans ces mécanismes d’internalisation.

A la suite de ces mécanismes, les vésicules formées fusionnent avec un
endosome précoce avant d’étre digérées par un lysosome (endocytose clathrine et
cavéole dépendante) ou sont directement digérées par un lysosome

(macropinocytose).
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[11-3-2 Effet de la composition de la NP

En fonction de la composition de la NP, c’est-a-dire si elle est constituée de
polymeres, de lipides, des deux, ou méme de tout autre chose, les propriétés

mécaniques qui découleront de leur structure seront différentes.

Les NPs hybrides sont composées d’'un noyau polymérique et d’une bicouche
lipidique. Les lipides constituant la bicouche peuvent soit étre directement en contact
avec le noyau polymérique, soit étre séparés par une couche d’eau plus ou moins

importante. La Figure 33 décrit la structure de ce type de NPs.

NPs hybrides
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Figure 33 : Compositions possibles des NPs hybrides

Bien évidemment, la présence de cette couche d’eau aura un impact sur la
rigidité finale de la NP : plus cette couche d’eau sera importante, plus la NP sera
souple (Shen et al. 2016). Cela est confirmé par AFM (microscopie a force atomique) :
le module d’Young est moins important pour les NPs avec une couche d’eau que pour
les NPs sans eau. Les différences entre les propriétés mécaniques des NPs contenant
ou non de l'eau, peuvent conduire a une absorption cellulaire différente, notamment
chez les cellules HeLa (Sun et al. 2015; L. Zhang et al. 2015). Il a été démontré que
les NPs ne contenant pas de couche d’eau entre son noyau polymérique et sa
bicouche lipidique sont plus nombreuses a étre internalisées que celles contenant une
couche d’eau, ce qui indique que les NPs qui ne contiennent pas d’eau entrent dans
les cellules HeLa de maniere plus efficace. Cela nous renseigne également sur le

mécanisme de pénétration des NPs : 'endocytose médiée par les clathrines.
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Cette meilleure pénétration des NPs ne contenant pas d’eau est confirmée par
des expérimentations in vivo, donc on en conclut qu’un principe actif anti-cancéreux
sera d’autant plus efficace s’il est administré par des NPs hybrides ne contenant pas

d’eau entre leur noyau polymérique et leur bicouche lipidique (Sun et al. 2015).

[11-3-3 Effet de la structure de la NP

Les NPs peuvent avoir une méme composition, mais des structures différentes.
C’est le cas de ces NPs hybrides. Certaines ne sont composées que d’'une seule
couche de lipides autour du noyau polymérique, tandis que d’autres sont composées
d’'une bicouche lipidique. Les NPs ne comportant qu’'une monocouche de lipides sont
plus rigides que celles comportant un bicouche lipidiques, et sont mieux internalisées
par des cellules cancéreuses (L. Zhang et al. 2015). Ces deux types de structures sont
représentées dans la Figure 34.
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Figure 34 : Structures possibles des NPs hybrides

I11-3-4 Effet combiné de la rigidité et de la composition des NPs

Les mécanismes d’endocytose des NPs se sont révélés étre différents en
fonction de leur rigidité. Les NPs polymeériques les plus souples sont majoritairement
internalisées par macropinocytose, tandis que les plus rigides utilisent les voies
meédiées par les clathrines et les cavéoles. Les NPs avec un module d’Young
intermédiaire sont quant a elles internalisées par de multiples mécanismes, ce qui

entraine un taux d’absorption plus élevé (Banquy et al. 2009; Hui et al. 2019).
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Une autre étude, qui s’intéresse aux mécanismes empruntés par les
nanoliposomes et les nanolipogels, a conclu d’'une maniére légerement différente (Guo
et al. 2018). Les liposomes, qui sont des types de nanovecteurs souples, fusionnent
avec la membrane cellulaire de maniére prédominante par rapport a I’endocytose, et
libérent le principe actif dans la cellule. En effet, les NPs souples se déformeraient, ce
qui les rendrait énergétiquement défavorables a I'endocytose. Les nanolipogels, plus
rigides, ne fusionnent pas avec la membrane, mais utilisent uniquement la voie des
clathrines. Ces mécanismes sont représentés en Figure 35 (Guo et al. 2018). Il y a
donc des différences mécanistiques en fonction de I'élasticité des NPs mais aussi en

fonction de leur composition (lipidique, polymérique...).
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Figure 35 : Mécanismes d’internalisation en fonction de I’élasticité des NPs (Guo et al. 2018)

a) Nanoliposome souple internalisé par fusion (majoritaire) et par endocytose (minoritaire)
b) Nanolipogel rigide internalisé seulement par endocytose clathrine-dépendante

Cette théorie est confirmée dans I'étude de L. Zhang et al., 2015, dans laquelle
les résultats in vitro prouvent que les NPs plus rigides ont un efficacité d’absorption
cellulaire plus élevée que les NPs souples. Cependant, les microparticules constituées
d’'un noyau et d’'une coque de structure similaire a celle des NPs, présentent un effet
biologique opposé a celui des NPs ; c’est-a-dire que les microparticules souples sont
absorbées de maniére plus efficace que les microparticules rigides. Ce phénomeéne
pourrait étre di a la différence des voies d’absorption cellulaires mises en jeu, pour

des patrticules de tailles différentes. Les NPs, seraient majoritairement absorbées par
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endocytose, tandis que les microparticules, de taille supérieure a celle des NPs,

seraient internalisées par un mécanisme de diffusion passive.

I11-3-5 Effet combiné de la rigidité et de la morphologie des NPs

Tous ces résultats sur l'effet de la rigidité de nanomatériaux sur leurs
interactions avec le vivant ont été obtenus avec des NPs sphériques, alors que la
morphologie des NPs est considérée depuis les derniéres années, comme étant un
parameétre important a prendre en compte. Dans une étude qui a été réalisée a ce sujet
(Chen et al. 2018), il en ressort que plus les NPs sont souples, plus l'internalisation
cellulaire des NPs sphériques et des NPs allongées verticalement par rapport a la
membrane est ralentie. Au contraire, I'internalisation cellulaire est accélérée quand les
NPs qui ont une forme allongée horizontalement par rapport a la membrane sont plus

souples. Pour les NPs rigides, c’est I'inverse.

La souplesse/rigidité des NPs, corrélée a leur forme, a donc une trés grande
importance sur l'internalisation, car son efficacité peut étre totalement inversée.
L’internalisation théorique des NPs par la membrane en fonction de leur morphologie

et de leur rigidité/élasticité, selon les résultats de cette publication est résumée en
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Figure 36 : Vitesses d’internalisation théoriques des NPs par la membrane en fonction de leur
morphologie et de leur rigidité/élasticité selon L. Chen et al., 2018

Dans une seconde étude, les auteurs ont cherché la raison pour laquelle il y
avait des différences de vitesses d’internalisation entre des NPs de mémes taille et
forme (Shen et al. 2019). L’efficacité de I'internalisation des NPs est guidée par 2
parametres . la vitesse de recrutement des récepteurs qui vont permettre
l'internalisation, et ce qui est appelé I'énergie de barriére. La vitesse de recrutement
des récepteurs est déterminée par la vitesse de diffusion des récepteurs a la surface
de la membrane, et par I'étendue de la surface de contact entre la NP et la membrane.
L’énergie de barriére est principalement déterminée par les changements d’énergie
libre des NPs et de la membrane.
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Pour les NPs sphériques, les surfaces de contact sont similaires, que la NP soit
souple ou rigide, par contre, les NPs sphériques souples ont une barriere énergétique
nettement plus élevée que les NPs rigides, car elles se déforment beaucoup. En raison
de 'augmentation de cette énergie de barriére, les NPs sphériques souples doivent
recruter davantage de récepteurs pour pouvoir étre internalisées, et sont donc plus
lentement internalisées. De plus, la barriére énergétique augmente avec la taille des

NPs, par conséquent, plus les NPs sont grandes, plus I'internalisation est lente.

Pour les NPs non sphériques, les NPs allongées horizontalement par rapport a
la membrane, qu’elles soient souples ou rigides, doivent surmonter une plus grande
énergie de barriere que les NPs allongées verticalement, cependant, elles sont
complétement enveloppées par la membrane plus rapidement, donc seront plus vite
internalisées que les NPs allongées verticalement. Les NPs allongées verticalement
par rapport a la membrane, qu’elles soient souples ou rigides, seront toujours moins
vite internalisées que les NPs sphériques ou allongées horizontalement. Dans cette
étude, les mécanismes d’internalisation semblent donc étre fortement gouvernés par
la surface de contact entre la NP et la membrane, plus que par I'énergie de barriére.
L’internalisation théorique des NPs par la membrane en fonction de leur morphologie
et de leur rigidité/élasticité, selon les résultats de cette publication est résumée en

Figure 37.
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Figure 37 : Vitesses d’internalisation théoriques des NPs par la membrane en fonction de leur
morphologie et de leur rigidité/élasticité selon Shen et al., 2019

Encore une fois, deux études concluent sur des résultats contradictoires. Il est
trés compliqué d’obtenir des résultats comparables entre les études, qui utilisent des
meéthodes, des modéles mathématiques, ou des valeurs d’élasticité et de rigidité

différents.
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Dans le cas de ces deux études, la méthode de modélisation utilisée était la
méme, soit la CGMD, et les valeurs de rigidité et d’élasticité sont définies, dans les
deux cas, par le modele d’Helfrich (Fedosov, Caswell, and Karniadakis 2010).
Cependant, les modeles mathématiques des interactions ligand-récepteur, et certains
parametres comme la représentation des lipides de la membrane, entre autres,
different. Cela pourrait expliquer, du moins en partie, les différences de vitesses

d’internalisation des NPs par la membrane entre ces deux études.

111-3-6 Effet combiné de la rigidité et du caractere hydrophobe/hydrophile des
NPs

Une étude plus approfondie (Wang et al. 2019), prend en compte
I'hnydrophobicité des NPs, par simulation DPD (méthode de simulation de la dynamique
des particules dissipatives). La simulation DPD est une méthode de simulation
dynamique a grains dont chaque grain est composé de molécules soumises a trois
types de forces : des forces conservatives, dissipatives et aléatoires. Elle integre des
particules, destinées a reproduire les forces hydrodynamiques propres a un fluide. Elle
permet donc de reproduire, avec précision, le comportement dynamique de la

bicouche lipidique (Shillcock and Lipowsky 2005).

Cette étude a démontré que les NPs rigides hydrophiles pénétrent mieux que
les NPs souples, tandis que les NPs rigides hydrophobes pénetrent moins bien que
les NPs souples. Les auteurs ont constaté que les NPs hydrophiles s’étalaient a la
surface supérieure de la membrane cellulaire, en raison de l'attraction de celles-ci avec
les tétes hydrophiles des phospholipides. En revanche, au cours de leur pénétration a
travers la membrane, les NPs hydrophiles rencontrent les queues hydrophobes des
phospholipides, et se retrouvent donc repoussées.

Il s’agit du mécanisme inverse pour les NPs hydrophobes : elles passent vite a
travers la membrane car elles sont repoussées par la surface hydrophile, mais sont
attirées par l'intérieur hydrophobe de la membrane qui les retient avant de pouvoir
pénétrer complétement. Les NPs rigides hydrophiles et les NPs souples hydrophobes
possédent une plus faible barriére énergétique que leurs homologues hydrophobes et
hydrophiles respectivement. En effet, I'énergie de barriere augmente quand il y a des
répulsions entre la NP et la membrane, c’est-a-dire quand un élément hydrophile est

en contact avec un élément hydrophobe, et inversement. Donc la plus faible énergie
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de barriere pour une NP hydrophile quand elle est en contact avec la membrane
hydrophobe, apparait quand sa surface de contact est réduite donc quand la NP est
rigide. Au contraire, la plus faible énergie de barriere pour une NP hydrophobe quand
elle est en contact avec une surface hydrophobe, apparait quand leur surface de

contact est grande donc quand la NP est souple.

On déduit donc de cette étude que I'hydrophobicité et la déformation induite par
les propriétés mécaniques des NPs, affectent conjointement le processus de

pénétration des NPs a travers la membrane cellulaire.
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[1I-4 Impact des propriétés mécaniques sur la toxicité des NPs

Des études ont été réalisées afin de s’assurer qu’il n’y avait pas de différence
de biocompatibilité et de biodégradabilité, c’est-a-dire in fine de toxicité, entre les NPs
rigides et souples. Dans la plupart des tests de cytotoxicité standards réalisés, il a été
démontré que des NPs d’élasticité diverses, mais de propriétés identiques, ne
présentent pas de différences significatives en matiére de toxicité (Liu et al. 2012;
Merkel et al. 2011).

A travers ces différents articles, on se rend compte qu'il est extrémement
compliqué d’anticiper le comportement biologique des NPs. Effectivement,
nombreuses sont les caractéristiques physico-chimiques et mécaniques a prendre en
compte : la taille, la morphologie, la charge de surface, la composition chimique,
I'hydrophobicité, la souplesse/rigidité... Toutes ces caractéristiques ont un impact fort
sur les mécanismes biologiques, et il en ressort que les propriétés mécaniques ont un
réle prépondérant dans les interactions avec le vivant, c’est pourquoi il devient

indispensable de bien les controler.
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[1I-5 Caractérisation des propriétés mécaniques des nanoparticules

Il existe actuellement une technique principalement utilisée pour caractériser
les propriétés mécaniques des NPs, et plus particulierement leur élasticité, qui permet
de mesurer leur module d’Young ; il s’agit de la microscopie a force atomique (AFM).
L’AFM est un appareil congu pour effectuer une cartographie en relief de la surface
d’'un échantillon. Grace a une sonde nanométrique (pointe a I'extrémité d'un
cantilever), il est capable de balayer la surface d’'un échantillon et ainsi nous renseigner
sur sa topologie. On obtiendra alors une image en deux dimensions, d’'une NP, d’un
film, de cellules (Radmacher et al. 1992) etc..., avec une résolution proche de 'atome

(de I'ordre de I'angstrom). Le principe de ce type d’appareil est décrit en Figure 38.

Detection des
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Surface de I'échantillon

Scanner piezoeélectrique

Figure 38 : Principe du microscope a force atomique (AFM)

La pointe du capteur se déplace sur I'échantillon, chaque changement de
topologie fait varier la trajectoire du faisceau laser, celle-ci est détectée par une
photodiode, puis les signaux sont analysés par outils informatiques, qui établiront une
relation entre la variation de I'angle du faisceau laser et la topologie de surface de
I’échantillon (Sitterberg et al. 2010).

Cette méthode nous informera sur la morphologie de la NP, mais ¢a n’est pas
la son seul avantage ; elle pourra nous fournir des informations sur la conductivité, le
potentiel de surface, le champ électrique ou encore I'élasticité des NPs. Cette derniére

nous intéressera particulierement, pour caractériser les propriétés mecaniques des
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NPs (L. Zhang et al. 2015). La technique qui permet cela s’appelle la nano-indentation
par AFM (Feindt 2018). Il existe deux types de pointe en fonction de la nature de
I'échantillon a tester, la pointe a I'extrémité arrondie (modéle de Hertz), décrite en
Figure 39 a) est plus adaptée aux échantillons de surface rigide, et 'extrémité pointue
(modéle de Sneddon), décrite en Figure 39 b), sera plutét utilisée dans le cadre

d’échantillons plus mous.

a)

Substrat

Figure 39 : Principe de la technique de nano-indentation par AFM

La sonde va exercer une force de compression sur la NP, ce qui va entrainer
une déformation de celle-ci qui sera enregistrée sous la forme d’'une courbe de force
d’approche. Quand la sonde arrétera d’appliquer cette force de compression, la pointe
se relévera, ce qui se traduira par I'enregistrement d’'une courbe de force de retrait
(Fischer, Stadler, and Erina 2013). Ces courbes de force d’approche et de retrait sont

représentées sur le graphique en Figure 40.
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Figure 40 : Courbes de forces d'approche et de retrait obtenues par AFM

Il existe deux modes d’analyse en fonction du type d’échantillon dont on
souhaite mesurer I'élasticité : le mode « contact », idéal pour les échantillons aux
surfaces relativement rigides, et le mode « tapping », adapté aux échantillons de

surface plus souple.

En mode « contact », la sonde reste en contact avec la surface tout au long de
I'analyse. Le cantilever suit les déviations de la topographie, mais ce contact constant
peut endommager a la fois I'échantillon (en particulier les échantillons mous) et la

sonde, a cause des forces latérales qui apparaissent lors du mouvement de balayage.

En mode « tapping », le cantilever oscille et tape la surface au bas de son
rebond (Giocondi et al. 2003).

Selon le mode utilisé, on choisira préférentiellement un modéle mathématique
pour déterminer le module d’Young afin d’obtenir une valeur d’élasticité. Le modéle de
Hertz classique, qui n'est valable qu'a une profondeur d'indentation beaucoup plus
petite que le rayon de la pointe du capteur, n'est généralement pas applicable aux
matériaux mous tels que les tissus biologiques et les liposomes, il sera donc utilisé en
mode « contact ». L’équation mathématique du modéle de Hertz est représentée en

Equation 5.
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Equation 5 : Equation relative au modéle de Hertz

Ou F représente la force exercée par la pointe sur la surface, E le module
d’Young, v le rapport de Poisson, r le rayon de la sphere qui modélise I'extrémité de

la pointe (voir la Figure 39 a)) et § la déformation de surface.

Pour obtenir une estimation plus appropriée du module de Young des matériaux
mous subissant une déformation finie, on adopte généralement la théorie de Sneddon,
quand I'AFM est réglé en mode « tapping ». L’équation mathématique du modéle de
Sneddon est représentée en Equation 6.

2 E

F=—X

T 2><tanoc><62
T —v

Equation 6 : Equation relative au modéle de Sneddon
Ou F représente la force exercée par la pointe sur la surface, E le module
d’Young, v le rapport de Poisson, a la moitié de 'ouverture de I'angle de la pointe (voir

la Figure 39 b)) et 6 la déformation de surface.

Une autre méthode de quantification des propriétés mécaniques des NPs
consiste a mesurer les échantillons, non plus a I'échelle nanométrique comme avec
'’AFM, mais a I’échelle macroscopique. |l s’agit de la rhéologie. Cette approche ne peut
étre appliquée directement a des NPs, mais peut étre pratiquée sur des hydrogels, car
ceux-ci peuvent étre facilement synthétisés pour avoir une composition chimique
identiqgue aux NPs d’hydrogel, et donc avoir le méme module de Young que ces NPs.
Le module de cisaillement de I'’hydrogel est obtenu grace a I'utilisation d’'un rhéometre,

puis converti en module d’Young en utilisation le rapport de Poisson.
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[11-6 Caractérisation des interactions des NPs avec les membranes cellulaires
[11-6-1 Caractérisation par la microscopie confocale a balayage laser

Afin d’avoir des renseignements sur la maniére dont les NPs pourront interagir
avec le vivant, on pourra dans un premier temps effectuer des tests in vitro sur des
membranes cellulaires. Par la suite, des tests in vivo pourront étre envisageés si les
résultats in vitro se sont montrés prometteurs, mais ils ne seront pas détaillés dans ce

manuscrit.

La microscopie confocale a balayage laser est une des techniques les plus
utilisées pour étudier 'association des NPs sur la surface de GUVs (« giant unilamellar
vesicles », soit des vésicules unilamellaires géantes), mais également des cellules.
Les GUVs sont des vésicules constituées d’'une bicouche lipidique comprenant un ou
plusieurs types de lipides amphiphiles (c’est-a-dire comprenant une partie hydrophile
et une partie hydrophobe), dont le cceur et la surface sont hydrophiles, et I'intérieur de
la bicouche est hydrophobe, et d’une taille allant de 1 a 200 um. La structure générale

d’'un GUV est représentée en Figure 41.
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Figure 41 : Structure d'un GUV

La partie hydrophile du lipide est représentée en bleu, sa partie hydrophobe en jaune.

Il est trés intéressant d’étudier l'interaction des NPs avec ces GUVs car ils ont
la méme structure que les cellules, elles aussi constituées d’'une bicouche lipidique,
mais la manipulation des GUVs est beaucoup plus aisée que celle des cellules. Les

propriétés mécaniques des GUVSs, en fonction des lipides qui les composent, peuvent
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étre tres proches des propriétés mécaniques des cellules. En effet, dans la revue de
Fenz & Sengupta, 2012, il a été reporté que des GUVs composés d’un mélange de
DMPC (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), qui est un lipide, et de
cholestérol, avaient un module de flexion trés proche de celui des cellules, alors que
des GUVs composés de DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), qui est

également un lipide, avaient un module de flexion 5 fois inférieur a celui des cellules.

Les GUVs pourront donc étre des modéles tres intéressants, mais le choix des
lipides les composant sera déterminant pour étudier le plus précisément possible, la
pénétration des NPs a travers la bicouche lipidique. L’étude des interactions des NPs
avec des cellules sera néanmoins nécessaire pour avoir des informations
complémentaires et plus représentatives de ce qui aura lieu in vivo, car les GUVs ne
permettent pas d’appréhender tous les mécanismes inhérents aux cellules. Comme
indiqué précédemment, c’est la microscopie confocale a balayage laser qui permet
d’étudier les associations des NPs a la surface des GUVs. La Figure 42 représente le
type d’image que I'on peut obtenir avec cette technique, la surface de la membrane du
GUV apparait en vert. La Figure 43 représente I'interaction d’'une NP, apparaissant en
rouge comme dans la plupart des cas, avec la membrane d’'un GUV en microscopie

confocale a balayage laser.

Figure 42 : Image de la membrane d’un GUV, obtenue en microscopie confocale a balayage laser
(Ariola et al. 2006)
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Figure 43 : Schéma d'une NP (en rouge) interagissant avec la membrane d'un GUV (en vert)

On pourra ainsi mieux comprendre les interactions des NPs avec les
membranes cellulaires, en étudiant la vitesse d’association des NPs a la surface de la
membrane du GUV, la pénétration ou non de la NP a travers la membrane, la vitesse
de pénétration le cas échéant... Le principe de la microscopie confocale a balayage

laser est représenté en Figure 44.

Photodétecteur

Source de
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Figure 44 : Principe de la microscopie confocale a balayage laser

Le principe de ce microscope repose sur I'excitation des fluorophores de
I'échantillon par un faisceau lumineux, le plus souvent un laser, mais il peut aussi
fonctionner en fluorescence. Dans un premier temps il faut donc greffer des
fluorophores sur I'échantillon (comme par exemple a la surface des NPs et a la surface
des GUVs). Le faisceau laser est focalisé sur une petite partie de I'échantillon par un

diaphragme (lentille). Si des fluorophores sont présents en ce point, ils émettent une
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lumiére ensuite filtrée par le miroir dichroique, et I'image du point est retranscrite sur
un écran. On déplace ensuite I'échantillon, ce qui permet de balayer sa surface avec
le faisceau pour former I'image de fluorescence a une hauteur précise. On peut ensuite
déplacer le faisceau verticalement puis recommencer pour ainsi obtenir différents
plans de coupe, puis un traitement permet de reconstruire I'image en volume. Le
microscope confocal permet donc de détecter les molécules fluorescentes avec une

bonne résolution spatiale & 3 dimensions.

Cette méthode de caractérisation nous permettra de voir I'impact que peut avoir
un changement dans les propriétés meécaniques de NPs, sur les membranes

lipidiques.
[11-6-2 Caractérisation par la cytométrie en flux

Afin d’étudier plus en détails les interactions des NPs avec les membranes
cellulaires, il sera possible de suivre la cinétique d’interaction et d’internalisation non
plus par des GUVs, mais par des cellules Caco-2 et des macrophages, grace a la
microscopie confocale a balayage laser, mais aussi grace a la vidéo-microscopie ou
la cytométrie en flux. Cette derniére permet d’étudier précisément des particules
isolées, ou des cellules etc... entrainées par un flux liquide ou gazeux. Cette technique
de caractérisation nous donne des informations a la fois qualitatives et quantitatives
sur les particules mises en suspension. Le principe de la cytométrie en flux est décrit

en Figure 45.
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Figure 45 : Principe de la cytométrie en flux

L’appareil est composé de trois parties : une partie fluidique, une partie optique,
et enfin une partie électronique (informatique). La suspension de cellules, ou de
cellules en présence de NPs dont on souhaite étudier les effets, passe au travers d’un
faisceau lumineux, le plus souvent un laser. La lumiéere diffusée et émise, avec des
angles caractéristiques en fonction de la nature de I'élément traversé, est récoltée par
différents détecteurs apres séparation des signaux par des filtres. Les composés
présents dans I'échantillon sont séparés en fonction de leur charge (positive ou

négative). Grace a cette méthode, on peut déterminer : la taille des particules ou

cellules, leur masse, leur granularité, leurs propriétés intrinséques...

La cytométrie en flux nous permettra donc d’étudier I'influence des propriétés
mécaniques des NPs sur les cellules, en comparant les signaux obtenus avec les
cellules seules et avec les cellules en présence de NPs. Nous émettons I'hypothése
que ces changements d’élasticité des NPs peuvent avoir des impacts différents sur les

signaux transmis aux détecteurs, et donc sur les cellules.
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l11-6-3 Caractérisation par la QCM-D

La QCM-D (« quartz crystal microbalance with dissipation monitoring » =
microbalance a cristal de quartz avec contrble de la dissipation) est un appareil dont
le principe repose sur l'oscillation d’un quartz piézoélectrique a une fréquence de
résonance de 5 MHz, aprés application d’'une tension alternative ; on dépose sur la
surface du quartz une bicouche lipidique, qui reproduira la structure de la membrane
cellulaire, et notre échantillon de NPs. Ce dépbdt de NPs va perturber la fréquence
d’oscillation du quartz d’'une certaine maniére en fonction de I'’échantillon. Grace a
cette technique, il sera possible d’établir une relation entre la variation de masse de
I'échantillon et la variation de fréquence d’oscillation du quartz, car cette variation de
fréquence est proportionnelle a la variation de masse. De plus, cette méthode pourra
nous renseigner sur les propriétés visco-élastiques de I'échantillon, car elle nous
permettra de quantifier l'amortissement, et ainsi mesurer le facteur de dissipation relié
aux propriétés visco-élastiques (Irwin et al. 2005). Le fonctionnement de la QCM-D est
décrit en Figure 46 (Figure inspirée de (B.Wang 2011)).

f, = 5 MHz

Echantillon LJ @ J
i .

Figure 46 : Principe de la QCM-D (B.Wang 2011)

BN

Si notre échantillon forme un film fin et rigide a la surface du quartz,
'amortissement de la fréquence d’oscillation du quartz sera lent et la dissipation sera
faible. A linverse, si le film formé par I'échantillon est souple, 'amortissement sera
rapide et la dissipation élevée. Ces informations sur la masse et les propriétés visco-
élastiques de I'’échantillon pourront étre utiles pour déterminer I'association et donc les
interactions et perturbations des NPs avec des membranes (Chen et al. 2016; Yousefi
and Tufenkji 2016). De nombreuses autres applications de la QCM-D sont détaillées

dans la revue de Cooper & Singleton, 2007.
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l11-6-4 Caractérisation par la titration calorimétrique isotherme

La titration calorimétrigue isotherme, ou ITC, est une technique de
caractérisation qui repose sur une mesure directe de la chaleur libérée ou absorbée
durant un évenement de liaison entre biomolécules. Elle permet une détermination de
I'affinité de liaison, de la stoechiométrie, de I'entropie, et de I'enthalpie de la réaction
de liaison en solution, sans avoir a recourir a un marquage. Elle nous permettra, dans
notre cas, de mesurer 'adsorption de protéines ou de lipides membranaires a des NPs
(Contini et al. 2018; Falconer and Collins 2011). En effet, lorsqu’une liaison s’effectue,
de la chaleur est absorbée ou libérée. Cette chaleur est ensuite mesurée par un
calorimeétre hypersensible au cours d’une titration graduelle du ligand (ici les NPs) dans
la cuve d’échantillonnage contenant la biomolécule étudiée (ici les protéines
membranaires), et nous renseigne sur la nature et lintensité de linteraction. Le

principe de fonctionnement de ce type d’appareil est décrit en Figure 47.

L
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Cellule de référence
contenant de l'eau

Cuve d'échantillonnage
contenant les cellules

Puissance de rétroaction fournie a la
cellule d'échantillonnage

Puissance constante fournie a la
cellule de référence

Figure 47 : Principe de la titration calorimétrique isotherme

Le microcalorimétre comporte deux cellules : une premiére cellule contient de
I'eau et va servir de cellule de référence, la seconde contient I'échantillon a analyser.
Le microcalorimétre doit maintenir ces deux cellules a la méme température, et ce de
maniere extrémement précise. Les dispositifs de mesure de la chaleur détectent la

moindre différence de température entre la cellule de référence et celle de I'échantillon,
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s’il y a eu la formation d’'une liaison entre les protéines / lipides et les NPs, des que
ces derniéres ont été ajoutées. En retour, les dispositifs qui mesurent la chaleur
envoient I'information de la différence de chaleur aux dispositifs de chauffage, qui
chauffent 'une ou I'autre des cellules pour compenser cette différence et ramener les
deux cellules a la méme température (Contini et al. 2018). La quantité de chaleur
mesurée est directement proportionnelle au nombre de liaisons formées. Concernant

I'interprétation des courbes obtenues qui sont générées par un systeme informatique :

- Si la réaction de liaison des NPs aux lipides et protéines est une réaction
exothermique, c'est-a-dire qui dégage de la chaleur, la cellule contenant
I'échantillon devient plus chaude que la cellule de référence, et les pics obtenus
sur le graphique sont orientés vers le bas. A chaque injection de NPs
correspond un nouveau pic, jusqu’a la saturation des liaisons possibles entre
les NPs et les protéines ou lipides.

- Si la réaction de liaison des NPs aux biomolécules est une réaction
endothermique, c’est-a-dire qui consomme de la chaleur, la cellule contenant
I'échantillon devient moins chaude que la cellule de référence, et les pics

obtenus sur le graphigue sont orientés vers le haut.

Ce type d’appareil permet de comprendre la nature des interactions entre des
protéines ou des lipides, et les NPs, et permet den explorer les moteurs

thermodynamiques.

Grace a cette technique, nous allons donc pouvoir étudier les micro-variations
de températures engendrées, siles NPs ont interagi avec des protéines ou des lipides
membranaires, et si cette interaction est importante ou non. En caractérisant la liaison
des NPs avec des molécules membranaires, nous obtiendrons des renseignements
sur linteraction des NPs avec les membranes cellulaires. De plus, nous pourrons
comparer les résultats obtenus avec des NPs de rigidités différentes, et déterminer si
ces propriétés mécaniques ont un impact sur les interactions mises en jeu avec les

membranes cellulaires.
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[11-6-5 Caractérisation par la résonnance plasmonique de surface

La résonnance plasmonique de surface, ou RPS, est une technique qui permet
de caractériser la liaison d’un ligand a son récepteur, ou dans notre cas, d’'une NP a
une bicouche lipidique de type membrane cellulaire (Stella et al. 2000). Le principe de
la RPS repose sur l'excitation des électrons d’'une surface métallique (or, cuivre,
argent) a un certain angle, par un faisceau laser (photons). Les électrons excités
permettent de convertir 'énergie des photons en plasmons au niveau de la surface
métallique. Ce phénomeéne produit une onde ou champ électrique qui modifie 'angle
de réfraction 6 du laser : cet angle de résonnance changera en fonction de ce qui sera
fixé a la surface. Le principe de la résonnance plasmonique de surface, appliquée au
cas des NPs, est représenté en Figure 48.

J Bicouche lipidigue

Onde plasmonique de surface

+«—— Surface métallique

Analyse des données

Figure 48 : Principe de la résonnance plasmonique de surface (RPS)
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V- Modulation des propriétés mécaniques des nanoparticules

Il existe de nombreux procédés de formulation qui permettent de préparer des
NPs aux propriétés mécaniques contrdlées. lls reposent soit sur la composition
intrinseque des NPs (par exemple la concentration en polymere, en agent
réticulant...), soit sur des procédés de fabrication (par exemple lyophilisation, agitation,
chauffage...). De plus, il est possible d’agir soit pendant la formation des NPs, ou ce
sont les différents acteurs de la formation des NPs que I'on pourra faire varier pour
moduler les propriétés mécaniques des NPs, soit apres la formation des NPs, avec

des facteurs extérieurs qui seront additionnés aux NPs préalablement préparées.
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IV-1 Procédés de formulation aboutissant directement a des NPs de propriétés

controlées

La premiére option qui s’offre a nous, pour préparer directement des NPs de
propriétés meécaniques contrblées, va donc étre de jouer sur des éléments de
formulation qui peuvent avoir un impact sur la rigidit¢é des NPs. Les propriétés
mécaniques des NPs d’hydrogel, par exemple, sont facilement controlables par
différentes techniques. Ce type de NPs est caractérisé par une structure composée
d’'un réseau de polyméres hydrophiles, dans un environnement riche en eau. Les

parameétres pouvant avoir un impact sur la rigidité de I'hydrogel sont :

- La concentration en agent réticulant pendant la formation de I'hydrogel

- La concentration de monomeres introduits durant la synthese du gel

- Des parametres de procéde tels que la lyophilisation (Hui et al. 2019). C’est le
cas pour des micelles formées d’'un copolymére dibloc de PLA - PEG
(polylactide - poly(éthyléne glycol)) en solution aqueuse, qui présentent un
module d’Young plus élevé quand celles-ci sont lyophilisées (Stern et al. 2017).

En effet, on peut relativement facilement ajuster les propriétés mécaniques des
NPs d’hydrogel. L’effet de la concentration en agent réticulant ou en monomeére, sur la

rigidité de I'hydrogel, est représenté dans la Figure 49 (Hui et al. 2019).

(a) Changing the concentration Changing the concentration
of crosslinking agent of monomer
Soft Stiff Soft Stiff

Polymer chain  Crosslinking agent

Figure 49 : Impact de la concentration en agent réticulant ou en monomére sur la rigidité finale de
I'hydrogel (Hui et al. 2019)
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Cet agent réticulant, comme son nom l'indique, va engendrer une réticulation.
On entend par réticulation, la liaison par une sorte de « pont » entre deux molécules,
de polymére par exemple. Ce « pont » peut étre lui-méme une molécule qui vient lier
ses extrémités a deux chaines de polymere, ou bien seulement une interaction

ionique. Ces types de réticulation seront décrits plus en détail en partie 1V-2-1.

La rigidité de NPs hybrides, composées d’'un noyau polymérique et d’une
bicouche lipidique, peut étre facilement modulée, de deux maniéres. La premiere
consiste & modifier le degré de réticulation du noyau polymérique interne (Guo et al.
2018), et la deuxieme consiste a faire varier la quantité d'eau entre le noyau
polymérique et I'enveloppe lipidique (Sun et al. 2015). Le fait d’augmenter la quantité
d’eau entre le noyau et la couche superficielle de la NP diminue le module d’Young, et
rend les NPs moins rigides. Le noyau polymérique joue un rdle important dans la
rigidité des NPs hybrides. Si on décide de ne pas l'intégrer, on se retrouve avec une
NP de structure de type liposome, qui posséde un module d’Young plus faible. La
conséquence du degré de réticulation du noyau, ou de la quantité d’eau présente entre

le noyau et I'enveloppe, est représenté dans la Figure 50 (Hui et al. 2019).

(b) Changing the crosslinking level of Changing the water
the polymeric nanoparticle core layer thickness
Soft Stiff Soft Stiff

Lipid shell  Polymeric nanoparticle core Water layer

Figure 50 : Impact du degré de réticulation du noyau polymérique et de la quantité d'eau entre le

noyau et I'enveloppe lipidique sur la rigidité des NPs (Hui et al. 2019)
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Les nano-capsules (NCs) de silice sont composées d’'un noyau lipidique et
d’'une enveloppe de silice (Y. Zhang et al. 2015). Il est possible de contréler la rigidité
des NCs de silice de deux maniéres, la premiére étant de changer de précurseur dans
la synthése de la silice (un organosilane pour les NCs souples et un alcoxyde de
silicium pour les NCs rigides), et la seconde étant de faire varier I'épaisseur de la
couche de silice (Zoldesi et al. 2008). Ces deux techniques de modulation de la rigidité
sont présentées dans la Figure 51 (Hui et al. 2019).
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Figure 51 : Impact du type de précurseur utilisé dans la synthése de la silice et de I'épaisseur de cette
couche de silice (Hui et al. 2019)

Que ce soit pour I'hydrogel, pour les NPs hybrides comme pour les NCs de
silice, plus on augmente la concentration en agent réticulant, plus le degré de
réticulation augmente, et plus la rigidité augmente elle aussi. De méme, plus le temps
de réticulation augmente, plus la rigidité sera importante. La réticulation apparait alors
ici comme étant un moyen simple et efficace de faire varier les modules élastiques des
NPs, dans une gamme de valeurs allant du kPa au GPa. La Figure 52 regroupe les
différentes catégories de NPs en fonction de leur élasticité : plus on augmente le degré

de réticulation, plus on va augmenter le module d’Young et ainsi rigidifier les NPs.
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Figure 52 : Classification des différents types de NPs en fonction de la valeur de leur module

d'élasticité

Les hydrogels possédent un module d’Young entre 10 et 3.10° kPa, ce qui en
fait un des types de formulation les moins rigides. Entre 103 et 107 kPa, on retrouve
les NPs de silice, qui couvrent une large plage de rigidité, car comme on vient de le
voir, le type de précurseur utilisé pour synthétiser la silice a un impact sur la rigidité
finale de la NP. Si le précurseur utilisé est un organosilane, on obtiendra des NPs
souples, en revanche, si le précurseur est un alcoxyde de silicium, les NPs seront
rigides. Cela s’explique par le fait que la structure de l'alcoxyde de silicium est
beaucoup plus resserrée que celle de I'organosilane (voir Figure 51), ce qui aboutit &
un maillage plus fin, et donc a une rigidité finale de la NP supérieure par rapport a une

NP de silice préparée avec un organosilane.

Enfin, les NPs hybrides, composées a la fois de polymere et de lipides, peuvent
avoir des valeurs de modules d’Young comprises entre 5.102 et 10° kPa ou entre 7.10°
et 1,2.10" kPa. Ces différences de rigidités relativement importantes, sont dues
essentiellement a la composition de ces NPs hybrides. Si la NP posséde une plus
grande proportion de polymére par rapport aux lipides, elle sera plus rigide, et a
l'inverse, si elle est majoritairement constituée de lipides, elle sera plus souple. Tous
ces types de NPs pourront subir une réticulation, qui aura pour consequence

d’augmenter leur rigidite.

Un des avantages de ces techniques de modulation des propriétés mécaniques,
est qu’elles n’engendrent aucun changement de taille, de forme ni des propriétés de

surface des NPs, seule la rigidité varie.
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Comme on vient de le voir, il existe différentes stratégies pour préparer des NPs

de propriétés mécaniques contrdlées (Anselmo and Mitragotri 2017) :

- On peut jouer sur le choix du matériau qui composera I'enveloppe de la
NP (Figure 53 d) : lipides, polyméres, silices etc..., mais aussi quel type, car
pour chacun de ces matériaux il en existe pléthore. Par exemple, si la NP est
constituée de polymére, elle sera probablement plus rigide qu'une NP
constituée de lipides, mais en faisant seulement varier le type de polymére, ou
simplement son poids moléculaire, on pourra déja avoir des résultats de rigidité
différents.

- On peut également faire varier le nhombre de couches du matériau utilisé
(Figure 53 e), par exemple cela est couramment fait pour les NPs constituées
de lipides, on peut faire une monocouche lipidique, une bicouche lipidique voire
méme une superposition de plusieurs couches. Plus on aura de couches de
matériau lipidique, ou autre, plus la rigidité de la NP sera importante. Sans
augmenter le nombre de couches, on peut tout simplement augmenter
I'épaisseur de la couche, ce qui aura pour conséquence une rigidification de la
NP. On peut, en outre, avoir a la place d'une NP constituée d’'un noyau et d’'une
enveloppe (Figure 53 b), une NP avec seulement comme noyau une matrice
polymérique par exemple, et pas de couche supplémentaire autour
(Figure 53 a).

- On peut aussi ajouter un agent réticulant, qui pourra réticuler le noyau de la NP
et/ou son enveloppe (Figure 53 f). Il aura pour but de rigidifier la NP, plus on en
ajoutera, plus la NP deviendra rigide.

- Une technique moins courante mais tout aussi efficace, est la modulation de la
porosité des NPs. Plus la NP sera poreuse, moins sa rigidité sera importante.

- Enfin, on a la possibilité de maintenir ou non le noyau qui constitue la NP, et ne
garder que I'enveloppe (Figure 53 c¢). Si on décide de laisser le noyau, on
obtiendra une NP plus rigide que si on lui retire. On peut bien évidemment
reprendre toutes les possibilités des points précédents, pour une NP pour

laquelle on aurait retiré le noyau.

Toutes ces options sont représentées en Figure 53.
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Figure 53 : Stratégies de modulation de I'élasticité des NPs

a) NP seulement composée d’'un noyau
b) NP composée d’un noyau et d’'une enveloppe
¢) NP pour laquelle on a retiré le noyau et ou seule I'enveloppe subsiste
d) NP dont I'enveloppe est composée d’un autre type de matériaux
e) NP dont I'épaisseur ou le nombre de couches de I'enveloppe est augmenté
f) NP dont 'enveloppe a été réticulée
g) NP poreuse

Pour mettre au point des NPs de rigidité contrélée, on peut les préparer avec
des polyméres ayant eux-mémes une rigidité contrdlée. De cette maniére, en
changeant chimiquement le polymére (masse molaire, hydrophilie, ajout de
substituant, nature des substituants...), on pourra moduler sa rigidité, et ainsi moduler

la rigidité finale de la NP polymérique obtenue.
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IV-2 Procédés de formulation permettant de modifier la rigidité de NPs

préalablement préparées

Comme on vient de le voir dans ces différents exemples, la réticulation apparait
comme une méthode simple et efficace pour contréler la rigidité de NPs (Lemcoff et
al. 2004), de gels (P.E. Donnelly, T. Chen 2016), de films (Liling et al. 2016), etc...

Parmi les paramétres que I'on pourra faire varier pour moduler la rigidité de NPs
préparées au préalable, on trouvera également la réticulation mais appliquée
secondairement, c’est a dire non pas durant la formation des NPs mais une fois les
NPs formées, en ajoutant un agent réticulant qui va venir réticuler les molécules
situées en surface des NPs, et ainsi rigidifier leur structure. Il sera donc envisageable
de faire varier : le temps de réticulation, la concentration en agent réticulant, mais aussi

la durée de stockage des NPs (Weiss et al. 2019), et encore bien d’autres paramétres.

Le type d’agent réticulant, en fonction du groupement chimique qu'il réticule, a
un fort impact sur les propriétés mécaniques, mais aussi sur la microstructure des NPs
(en lien avec leur porosité et leur aptitude a absorber de I'eau), leur morphologie, leurs

propriétés thermiques, leur stabilité, etc...(Kumar et al. 2017).

Il existe deux principaux types de réticulation : la réticulation chimique et la
réticulation physique. La réticulation chimique pourrait comprendre, en particulier pour
les NPs d’hydrogel (Hamidi, Azadi, and Rafiei 2008) :

- Laréticulation enzymatique

- La réticulation via des réactions entre groupements chimiques : avec des
aldéhydes, des réactions d’addition ou de condensation, telles que les réactions
de Schiff (Huaping et al. 2011) ou de Diels-Alder (Wang et al. 2018)

- Laréticulation par polymeérisation radicalaire

- Laréticulation par irradiation
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Quant a la réticulation physique, elle peut mettre en jeu (Hamidi et al. 2008):

- Des réactions de photo-réticulation

- Des réactions thermo-réactives (Wang et al. 2018)

- Des réactions pH-réactives (Elsner et al. 2006)

- Des interactions ioniques (Khunmanee, Jeong and Park, 2017)

- Des réactions entre un bloc amphiphile et un copolymére greffé

- Des réactions de cristallisation, par des systemes homopolyméres ou par la

formation de stéréocomplexes

IV-2-1 Influence du type de réticulation des NPs mis en jeu sur leurs

propriétés mécaniques

Comme il a été évoqué précédemment, il existe de nombreuses méthodes de

réticulation envisageables pour augmenter la rigidité des NPs.

D’une maniére générale, qu’elle soit physique ou chimique, la réticulation va
nous permettre, par exemple, de relier deux chaines de polyméres constituant la NP,
entre elles, et former ainsi un réseau tridimensionnel. Le fait de relier des molécules
entre elles va engendrer un maillage plus dense de la structure des NPs, ce qui aura
pour conséquence d’augmenter leur rigidité. Le principe de la réticulation chimique est

représenté en Figure 54.

Polymere
e——e Agent réticulant

Figure 54 : Principe de la réticulation chimique
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Ce type de réticulation est caractérisé par la formation de liaisons covalentes
entre les chaines de polymeéres, par le biais d’'un agent chimique qui vient réaliser cette
liaison. Le principe de la réticulation physique est représenté en Figure 55.
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\ B Liaison ionique

Figure 55 : Principe de la réticulation physique

La réticulation physique met en jeu non plus des liaisons covalentes, mais des
liaisons ioniques. Ce procédé est plus simple que la réticulation chimique, et ne se fait
pas via des agents réticulants le plus souvent toxiques et difficiles a éliminer.

Nous pouvons facilement imaginer que plus la concentration en agent réticulant
ou en ion chargé positivement sera importante, plus le maillage du réseau de polymere
sera fin, et plus la rigidité sera élevée. Le degré de réticulation a donc un fort impact

sur les propriétés mécaniques des NPs.

IV-2-2 Influence du temps de stockage des NPs sur leurs propriétés

mécaniques

Dans l'article de Weiss et al., 2019, il a été démontré que la durée de stockage
de NPs préalablement préparées, en I'occurrence ici de NPs d’hydrogel, avait un
impact sur leurs propriétés mécaniques. En effet, les NPs d’hydrogel stockées pendant
4 semaines a 4°C, présentent un module d’Young plus important, et donc une rigidité
plus élevée, que les NPs d’hydrogel pour lesquels les mesures des propriétés
meécaniques ont été réalisées au bout d’une journée. De plus, cet effet du stockage sur
les propriétés mécaniques est d’autant plus important que le temps de réticulation était
elevé. Ici, la réticulation de I'hydrogel avec du glutaraldéhyde en tant qu’agent
réticulant, a duré 3, 6, ou 9h. Ce temps de réticulation modulé seul, n’a aucun impact

sur le module d’Young, qu’il soit de 3, 6, ou 9h : la rigidité des NPs est la méme. En
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revanche, quand ce temps de réticulation est associé a la durée de stockage, plus le

temps de réticulation et le stockage augmentent, plus le module d’Young est éleveé.

Grace a cette étude, nous avons donc la preuve que des éléments externes a
la préparation des NPs, comme leur durée de stockage, peuvent avoir un impact

significatif sur leurs propriétés mécaniques.

IV-2-3 Influence de la lyophilisation des NPs sur leurs propriétés mécaniques

Certains procédés de fabrication, comme la lyophilisation, peuvent avoir une
incidence sur les propriétés mécaniques des NPs. Effectivement, ce procédé se
caractérise par I'élimination de I'eau contenue dans un échantillon de NPs par
exemple. Or, I'eau contenue dans I'échantillon a des conséquences sur I'élasticité des
NPs. Un échantillon de NPs non lyophilisé, qui contient une certaine quantité d’eau,
aura un module d’Young plus faible qu’'un échantillon de NPs lyophilisé, pour lequel
toute I'eau aura été éliminée. L’'absence d’eau sera donc caractérisée par des NPs
plus rigides. C’est ce qui a été démontré dans I'étude de Stern et al., 2017, ou la
lyophilisation de micelles de PLA-PEG a engendré une augmentation d’environ

100 kPa par rapport aux micelles non lyophilisées.

Les procédés de fabrication, comme la lyophilisation, peuvent donc bel et bien

avoir un impact sur les propriétés mécaniques finales des NPs.

IV-2-4 Influence de la température sur des NPs thermo-réactives

Il existe quelques études dans lesquelles il a été mis en évidence que des
nanocapsules, contenant un matériau thermo-sensible, pouvaient voir leur élasticité
varier quand on leur appliquait différents stimuli extérieurs tels que des changements
de température. Il s’agit donc, comme nous l'avons vu précédemment, d’un

nanovecteur de 4°™¢ génération.

Dans I'étude de Mueller et al., 2005, les auteurs ont démontré que lorsque qu’ils
chauffaient des nanocapsules a 35°C, ils obtenaient une diminution du module
d’Young d’'une centaine de MPa a seulement quelques MPa, ce qui se traduisait donc
par une augmentation de I'élasticité avec la température. A cette température de 35°C,
cette transition est réversible quand le matériau revient a température ambiante, donc
les nanocapsules sont capables de se rigidifier a nouveau. Quand les auteurs

chauffaient au-dessus de 35°C, par exemple a 70°C, ils diminuaient la rigidité de la
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capsule mais cette opération était irréversible car elle entrainait la fusion de la paroi
de la capsule, qui devenait beaucoup plus rigide qu’a l'origine lorsque qu’elle revenait

a température ambiante.

Nous avons donc des éléments qui prouvent qu’il est possible d’augmenter
I'élasticité d’'une NP, ou au contraire la diminuer, en chauffant plus ou moins le

systeme.
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V- Conclusion

Dans ce manuscrit, nous avons démontré que suite a son administration, le
nanomédicament doit surmonter différents obstacles biologiques, afin de parvenir a sa
cible thérapeutique. Parmi différentes propriétés physico-chimiques, les propriétés
meécaniques des nanoparticules sont apparues comme jouant un réle incontestable
dans de nombreux mécanismes biologiques, comme la pénétration cellulaire, la

circulation sanguine, la biodistribution, 'échappement au systéme immunitaire etc...

Selon la majorité des études analysées, il en ressort que les NPs souples
s’accumulent davantage dans les tissus, circulent plus longtemps dans la circulation
sanguine et sont moins vite éliminées que les NPs rigides. Les NPs souples auraient
donc de plus grandes chances d’étre efficaces. Ceci pourrait, en partie, expliquer
pourquoi a I’heure actuelle, les nanomédicaments sur le marché sont des NPs a base

de lipides ou liposomes, soient des nanovecteurs souples (Shi et al. 2017).

Cependant, malgré ces résultats, il n’est pas si simple de conclure a une
meilleure efficacité des NPs souples en toutes circonstances. En effet, la grande
hétérogénéité biologique des pathologies, notamment dans les cas de cancers, induite
a la fois par des facteurs génétigues mais aussi par des facteurs extrinseques,
complique l'analyse des résultats. D’autre part, les autres paramétres physico-
chimiques et méthodes de caractérisation des propriétés mécaniques ne sont pas les
mémes selon les études. Tous ces éléments nous amenent a des résultats non

comparables et contradictoires entre les études.

Les propriétés mécaniques des NPs apparaissent donc comme étant
indispensables a contréler dans le développement de tout nanomédicament. L’enjeu
sera de standardiser les méthodes de caractérisation des propriétés mécaniques des
nanovecteurs, tout en prenant en compte I'impact de ces propriétés mécaniques
combinées a d’autres paramétres physico-chimiques, afin d’obtenir des résultats
comparables et pouvoir tirer des conclusions claires sur I'impact des propriétés

meécaniques des NPs sur les mécanismes biologiques.
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