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ciblage actif — Imeipéageaatidue vs Scintigraphie

-Méthode rapide, sensible (pico
molaire) et multi-échelle (de la
cellule au corps entier)

-Suivi dans le temps (pas de
décroissance)

-Sans rayonnement ionisant

-Faible colt des equipements et
infrastructures

-Possibilité de sondes activables :

Effet EPR (Enhanced Permeability and
Retention Effect)

« OFF




ODbjecitifs

Influence de la taille et des caractéristiques de
surface sur les propriétés physico-chimiques
et biologiques de nanovecteurs lipidiques
(nanoémulsions et nanocapsules)

Développement de techniques d’imagerie de
fluorescence pour le suivi des biodistributions
et d’intégrité in vivo des vecteurs

Ciblage actif de tumeurs a I'aide de ces
nanovecteurs décorés de peptides RGD




Formulation des nanovecteurs lipidiques
(Procedes sans solvant)

Nanocapsules lipidiques Chautage Cgc'ewe Trempe
Ag|tat|on Agitation
(LNC)

Triglycérides, eau,
NaCl, ATA pegylé,

Lécithines
4 : Ultra-

Nanoémulsions ﬂj
lipidiqgues (LNE)

Eau, NaCl, Huile, 60 °C

N eciines

" ULNC LNE
Str‘u Ctu r‘e de Nanocapsules lipidiques Nanoémulsions lipidiques
lipoprotéines e Sy L
3 tailles : 25, 50 et 100 ~

Mbne plus rigide : bne plus fluide :

PEG 660, lécithines PEG 2000, lécithines

n | | | densité plus élevée de densité moins élevée dT




Formulation des nanovecteurs lipidiques

OH OH OH
o 0 o
HO le)
HO %Ho MOH
NH, NH, | NH
R1

e Modification == 7" e

de surface :
chitosane,

dextrane... *

LNC
@50 nm, -3 mV

LNC lipochitosane

@ 55 nm, ¢ +30 mV

Hirsjarvi et al. Eur. J. Pharm. Biopharm. (2010) 76, 200




Margquage des nanovecteurs
(in vitro & In VIVO)

a. =
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c /@
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— Complexe &R, I8
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] s
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Ciblage passif : Biodistribution
par imagerie optique dans un
modele murin de tumeur

DiD-LNC et DiD-LNE 25-100 hm
Modéle HEK293(B3), IV

 Temps précoces

— Marquage de la périphérie avec
les plus petites particules (effet
plus net avec LNE)

* Biodistribution a 24h

— Profils semblables avec
accumulation dans la tumeur

Hirsjarvi et al. Nanomedicine sous presse



Imagerie optique vs. Scintigraphie

* Injection IV de LNC 50 nm contenant a la fois le °®°*™Tc et le DiD,
modele HEK293(B3)

— Comparaison des profils de biodistribution (24h)
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La fluorescence sous-estime la quantité de LNC dans les
organes fortement irrigués (foie, rate, rein, poumon, coeur).

La décorrélation plus accentuée pour les LNE pourrait traduire
leur métabolisation plus rapide. 8



FRET pour les nanovecteurs lipidiques

Donor emission

Donor excitation Acceptor emission _
Donor excitation }iq»,
o ©

% 4
Particle dissociation R i °« g’
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Principe du FRET (Forster Resonance Energy Transfer)

700 1
n L]
%soo / \ . 08 .
c (8] 7
g™ ﬂ\\ _ 5. / Co-encapsulés dans les LNE,
PR \ ~otosmion = / neoretica I'émission du Dil diminue tandis
\ ~Dil +2mM Di [ ici H
2 , A e e oal A efficiency que la fluorescence du DiD
g N '\_\ /f\\ —Dil + 4mM DID w = Experimental . , . .
P I ' i data augmente (a gauche, A d’excitation
TPRNN \ 02 i
§ AN 520 nm). Les sondes en solution
NTA 0 : : : suivent la méme loi (a droite).
0 2 4 6
Internal DiD concentration
Wavelength (nm) (mM)

Gravier et al. SPIE BIOS Proceedings (2010)




Application du FRET in vivo
Etude de lI'integrité des nanovecteurs/tumeur

* Injection IV de LNC de Dil DD  FRET
50 nm contenant le Dil 10 min
et DIiD

 Coupes de tumeur HEK 60 min

— Aucune LNC a 10 min

— LNC intactes dans les 180 min
néo-vaisseaux a 60 min

Vaisseau

— LNC intactes dans la
tumeur a 180 min




Application du FRET in vivo
Etude préliminaire de biodistribution

* Injection IV de LNC de 50 nm contenant le DiD
et le FP730-C18 (proche infra-rouge) — HEK293[33
1h 3h 5h 24h

@ rP730-C18




Ciblage actif : Greffage de peptides sur des
nanovecteurs lipidigues

Dispersion de LNE
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Nanovecteurs lipidiques portant cRGD/cRAD
Etudes in vitro

LNP-cRGD LNP-cRAD

e Reconnaissance
(4° C) et
internalisation
(37° C) de LNE par
les cellules
HEK293([33)

— La reconnaissance des
récepteurs o, 35 par le
peptide cRGD induit
I"internalisation

— Pas d’effet avec le
contrble négatif cRAD

e Résultats semblables

Goutayer et al. Eur. J. Pharm. Biopharm. (2010), 75, 137




Ciblage actif : LNC portant cRGD/cRAD -
Etudes in vivo

LNC-cRGD

* LNC50nm, IV, 0
modele US7MG

Blh
@3h

%ID/g

* Le profil de o2n
biodistribution
n’est pas influencé
par le greffage

* Meilleure ;o =
accumulation R e e
tumorale des LNC-  _« : \ alh
cRGD/temps 2 \ ot
précoces (1-3h) 1 ﬂ_j \
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Conclusions CALIF

Nouveaux outils, nouvelles caractérisations obtenues

— Lipochitosane, résistance mécanique de la membrane des
nanovecteurs (tensiométrie a goutte...)

Avancées dans l'apport de I'imagerie optique par
fluorescence

— Qutil de screening mais difficilement quantifiable
— Etude de lI'intégrité des vecteurs par FRET in vitro et in vivo

Ciblage actif de certaines tumeurs (vascularisées)
démontré en utilisant les peptides RGD
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Création d’une start up en 2010
Lauréat du Concours National OSEO
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P1. Synthesis and physico-chemical

aracterization of the nano-cargos

Foooo 4

<—b Water

E. : equilibrium elasticity

E, . : non equilibrium elasticity




WP1. Synthesis and physico-chemical
characterization of the nano-cargos
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Hirsjarvi et al. to be submitted

20



Biodistribution par y-
scintigraphie dans un -
modele murin de tumeur
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* Biodistribution de ?°™Tc —LNC 25-100
nm 4h
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«  Modele HEK293(B3), IV

— les LNC de 50 & 100 nm se
retrouvent dans la circulation aux
temps précoces; les LNC de 25 nm
diffusent en périphérie
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— Profils semblables a 24h
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Hirsjarvi et al., submitted




Distribution In vivo — comparaison des LNC

et LNE

* Accumulation des LNE dans les PIMs
(Macrophages Pulmonaires Intravasculaires)
induits par la tumeur

W*m&;mf, oll. A Le,Pape
- e —— IPA, Orléans
LNC LNE
Nanocapsules lipidiques Nanoémulsions lipidiques

Cceur huileux
visqueux

Cceur huileux
liquide

Mbne plus rigide : bne plus fluide :

densité plus élevé de densité moins élevée
PEG 660, lécithines de PEG 800, lécithines




