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Introduction

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) compte prés d'un million de nouveaux cas par an et
se classe, au niveau mondial, en 3™ position des cancers les plus létaux. Cette place
peut s’expliquer par le fait que cette pathologie reste souvent asymptomatique,
empéchant ainsi un diagnostic a un stade précoce et par extension l'acces aux
traitements curatifs (transplantation, résection et ablation), représentant les meilleures
chances de survie pour les patients. Il existe toutefois des thérapies palliatives pour le
traitement du CHC a un stade avancé. Parmi ces derniéeres, le sorafénib (SOR), inhibiteur
de tyrosine kinase, permet d'augmenter la survie globale d’environ un an. Malgré cette
amélioration notable, le SOR entraine des effets indésirables importants, intestinaux et
cutanés notamment, pouvant mettre en jeu le pronostic vital (grade 4). Une solution
pour pallier ces inconvénients pourrait étre trouvée dans la vectorisation. En effet, les
nanoparticules (NPs), notamment les nanocapsules lipidiques (NCLs), peuvent diminuer
les effets indésirables d'un principe actif anticancéreux sur les cellules/tissus sains

environnants non ciblés et aussi augmenter le ciblage de cellules cancéreuses.

Les deux premiers chapitres de ce mémoire de thése s'intéresseront au foie et au CHC.
Aprés un rappel anatomique, physiologique et fonctionnel du foie, le CHC (épidémiologie,
étiologies et facteurs de risque) sera développé. La prise en charge thérapeutique suivant
les nouvelles recommandations de 2023 sera détaillée. Le troisieme chapitre
correspondra a un état de I'art des nanoparticules en développement dans la prise en
charge du CHC ou les différentes stratégies thérapeutiques seront décrites et discutées
en fonction du type de NPs utilisé. Le dernier chapitre sera dédié a une partie
expérimentale in vitro. Cette derniére représente une étude préliminaire analysant les
interactions de NCLs blanches (non chargées en principe actif) avec des cellules
hépatiques cancéreuses et non cancéreuses. L'analyse des profils de toxicité et des
cinétiques d'internalisation donnera des éléments de réponse quant a l'intérét potentiel
des NCLs en tant que vecteurs de médicaments dirigés contre le CHC. Pour finir, une
discussion étayera la place des NPs, et plus spécifiguement des NCLs, dans la stratégie

thérapeutique du CHC.

16



1. Chapitre 1: le foie

1.1. Anatomie

Le foie représente I'organe interne le plus volumineux du corps humain avec un poids
pouvant atteindre jusqu’a 1,6 kg. Il se situe dans I'hypocondre droit de la cavité
abdominale et est protégé par les cotes basses (Figure 1). Il fait partie, avec les autres

visceres, de |'appareil digestif.

W\
AN, N / A

; W\ X X /
Foie N RN )
\ AN, A - /)

A\ , /A

Pancréas —

Estomac

Rate

Intestin gréle 2
8 Colon

Figure 1. Localisation anatomique du foie

(https://www.centre-hepato-biliaire.org)

Le foie se décompose en quatre parties inégales, appelées lobes. Les deux lobes majeurs
sont le lobe hépatique droit (2/3 du volume du foie) et le lobe hépatique gauche (1/3 du
volume du foie) séparés verticalement par le ligament falciforme. Entre les lobes majeurs
sont localisés deux lobes mineurs, le lobe caudé et le lobe carré. Entre ce dernier et le
lobe hépatique droit se trouve la vésicule biliaire. Tout comme pour les lobes majeurs, il
existe une séparation anatomique entre les deux lobes mineurs, le hile du foie (Figure 2.
A). Enfin, chaque lobe se divise en huit segments fonctionnels indépendants (Figure 2.

B).
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Figure 2. Anatomie et segmentation du foie. (A) Représentation schématique
en vue antérieure du foie et de sa vascularisation (www.amfe.fr).

(B) Segmentation lobulaire hépatique (https://www.arcagy.org/infocancer)

La vascularisation hépatique est assurée par deux vaisseaux sanguins pénétrants dans
le foie au niveau du hile : I'artére hépatique et la veine porte (Figure 2. A). L'artére
hépatique se charge d'apporter au foie un sang riche en oxygene. La veine porte quant
a elle apporte un sang pauvre en oxygene et riche en nutriments provenant de I'estomac,
des intestins, du pancréas ainsi que de la rate. Chaque segment de lobe est vascularisé
par une branche de l'artére hépatique ainsi qu’une branche de la veine porte. Pour finir,
les veines hépatiques se jettent dans la veine cave inférieure qui elle-méme rejoindra le

ceeur.

1.2. Histologie
1.2.1. Les différentes cellules hépatiques

Le foie regroupe différents types cellulaires.

Les hépatocytes sont les principales cellules hépatiques fonctionnelles. IIs représentent
environ 70% du volume total du foie. Ces cellules sont polarisées avec un pole vasculaire
en regard des sinusoides ainsi qu’un pdle biliaire. Les hépatocytes, riches en organites
cytoplasmiques, sont les garants de I'activité métabolique hépatique.

Les cellules endothéliales sinusoidales bordent les sinusoides. Ces dernieres forment
un endothélium fenestré dépourvu de membrane basale permettant les échanges
(gazeux et nutritifs) entre le sang et les hépatocytes.

Les cholangiocytes sont des cellules de type épithélial formant les canaux biliaires.
Les cellules de Kiipffer sont les macrophages hépatiques tissulaires. Elles jouent un

role majeur dans la réponse immunitaire locale.
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Les cellules étoilées (ou cellules de Ito) sont localisées entre les hépatocytes et les
cellules endothéliales, dans I'espace de Disse. Ces dernieres sont les principales actrices
de la synthese des composés de la matrice extracellulaire (MEC). En situation
pathologique, elles augmenteraient la sécrétion de collagene et de protéoglycans dans la
MEC, renforcant ainsi la fibrose hépatique.

Les « pit cells » ou lymphocytes résidents possédent une activité antitumorale de
type natural killer. Elles se trouvent dans la lumiere des sinusoides et peuvent également

avoir des prolongements a travers la barriere endothéliale.

1.2.2. Les lobules hépatiques

Le foie est organisé en unités fonctionnelles par les lobules hépatiques. Chaque lobule
est constitué de milliers de cellules hépatiques. Au centre de chaque lobule se situe une
veine centro-lobulaire qui se déverse dans les veines sus-hépatiques puis dans la veine
cave inférieure. Les lobules sont délimités en périphérie par des espaces conjonctivo-
vasulaires appelés les espaces portes (Figure 3). Ces derniers se composent d'une
branche de la veine porte et de I'artére hépatique, de capillaires lymphatiques ainsi que
d’'un canal biliaire. A l'intérieur d’un lobule, les hépatocytes s’agencent en travées
monocouches délimitées par les sinusoides. Le sang entre via les espaces portes pour
ensuite se déverser dans les sinusoides et finalement étre drainé vers la veine centro-
lobulaire. Les canalicules biliaires, situés entre deux hépatocytes adjacents, permettent

I"évacuation de la bile jusqu’au canal biliaire situé dans |'espace porte.

Veine centro-lobulaire

Canalicules biliaires

Sinusoides

Espace porte

Figure 3. Structure du tissu hépatique (https://www.centre-hepato-

biliaire.org)
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1.2.3. Les fonctions hépatiques

Le foie est un organe majeur indispensable du fait de ces nombreuses fonctions de
synthése, de détoxification et de stockage. En effet, il participe au métabolisme
glucidique, lipidique, protéique et permet également la biodégradation de composés

toxiques pour I'organisme, qu'ils soient endogénes ou exogenes.

a) Fonctions de synthése

- Métabolisme des glucides : le foie est impliqué dans la régulation du taux de glycémie.
Les glucides (e.g. glucose, fructose) apportés par l'alimentation sont transformés
(glycogénogéneése) et stockés dans le foie sous forme de glycogéne. Celui-ci peut
également étre libéré par glycogénolyse lorsque I'organisme a besoin d’énergie. Le foie
peut aussi fabriquer du glucose a partir d’acides aminés (néoglucogénese).

- Métabolisme des lipides : le foie synthétise les lipoprotéines permettant le transport
des graisses dans I'organisme. Il transforme également les lipides de I'alimentation, tel
que le cholestérol, sous forme de triglycérides afin de les stocker. Un excés de
triglycérides entraine la formation de gouttelettes lipidiques au sein des hépatocytes,
mécanisme impliqué dans la stéatose.

- Métabolisme des protéines : le foie synthétise la majorité des protéines plasmatiques
dont I'albumine, responsable du transport d’'une grande variété de molécules et de
médicaments. La synthése de facteurs de coagulation (facteurs II, VII, IX et X) est aussi
assurée par le foie.

- Sécrétion de la bile : les acides biliaires sont synthétisés par le foie. Ils sont sécrétés
par les hépatocytes et les cholangiocytes. La bile permet de transporter jusqu'a I'intestin
gréle les produits liposolubles excrétés par le foie. Les acides biliaires contenus dans la

bile servent ensuite a digérer les graisses situées dans l'intestin.

b) Fonctions de détoxification

- Métabolisme des xénobiotiques : le foie est |'organe principal de la détoxification
des médicaments et autres toxiques. Le métabolisme hépatique (réactions enzymatiques
de phase I et II) permet la biotransformation des xénobiotiques en métabolites
secondaires afin de pouvoir les éliminer (majoritairement par voie biliaire ou urinaire) de
I'organisme. Certains médicaments nécessitent d'étre métabolisés au niveau hépatique
afin d'acquérir leur effet thérapeutique (prodrogues) tandis que sur d’autres, le
métabolisme hépatique engendre la formation de métabolites réactifs toxiques.
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- La bilirubine libre : elle est produite lors de la formation d’hémoglobine. Elle sera
glucurono-conjuguée au niveau des hépatocytes pour étre ensuite éliminée par voie
biliaire.

- L'urée : synthétisée par les hépatocytes, elle permet la détoxification de
I'ammoniac en générant des protons H+. Elle joue donc aussi un role dans I'équilibre acido-

basique.

c) Fonctions de stockage

Le foie a pour fonction de stocker le glycogene, les triglycérides, le fer ainsi que les
vitamines A, D et B12.

2. Chapitre 2 : Le carcinome hépatocellulaire

Aussi désigné sous le terme d’hépatocarcinome, le CHC est la tumeur primitive du foie la
plus fréquente (environ 80% des cas totaux) et touche principalement les hommes
(environ 80% des cas) (1). Dans la majorité des cas, le CHC se développe sur une
hépatopathie chronique préexistante (hépatites virales, alcoolisme chronique). Ces
atteintes chroniques entrainent localement une inflammation, de la fibrose et une
régénération aberrante des hépatocytes. L'épidémiologie, les facteurs de risque,
I"évolution et pour finir la prise en charge (du dépistage aux traitements) du CHC seront

développés.

2.1. Epidémiologie, incidence et mortalité

Le cancer primitif du foie est le sixieme cancer le plus fréquemment diagnostiqué et la
troisieme cause de décés par cancer dans le monde en 2020, avec environ 906 000
nouveaux cas et 830 000 déces (1). Les taux d'incidence et de mortalité sont 2 a 3 fois
plus élevés chez les hommes que chez les femmes au niveau mondial et le cancer du foie
se classe au 5% rang en termes d'incidence et 2¢™e en termes de mortalité chez les
hommes. Les taux d‘incidence chez les hommes sont 2,4 fois plus élevés dans les pays
en voie de développement et les taux (incidence et mortalité) les plus élevés sont
observés dans les pays d'Asie de I'Est (Mongolie) et du Sud-Est (Thailande, Cambodge
et Vietnam) ainsi qu’en Afrique du Nord (Egypte) et de L'Ouest (Nigéria). De plus, le
cancer du foie est la 1¢ cause de mortalité parmi les cancers pour la Mongolie, la

Thailande, le Cambodge, I'Egypte ainsi que le Guatemala, indépendamment du sexe (1)
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(Figure 4). Ces disparités peuvent s’expliquer quant a la répartition inégale des différents
facteurs étiologiques de I'hépatocarcinome. Une méta-analyse, réalisée par Bosetti et al.,
regroupe les tendances de la mortalité liée au CHC en Europe entre les années 1980 et
le début des années 2000. La mortalité globale chez les hommes a augmenté en Autriche,
en Allemagne ainsi qu’en Suisse tandis qu'elle a diminué en France et en Italie.
Concernant les femmes, les taux de mortalité les plus importants sont retrouvés en
Espagne et en Suisse (2). Il existe donc des différences de mortalité et d'incidence
importantes selon un axe Nord-Sud régies principalement par I'acces aux traitements.
Toutefois, une augmentation des cas de CHC est observée ces derniéres années dans les
pays économiquement développés : cette tendance serait en lien avec I'augmentation
importante de nouveaux cas de diabéte ainsi que d'obésité dans ces pays, facteurs de

risque connus et développés dans les parties suivantes (3).
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Figure 4. Taux (A) d'incidence et (B) de mortalité standardisé sur I'age pour
I'népatocarcinome en 2018, d'aprés les données du Centre International de

Recherche sur le Cancer (GLOBOCAN 2018). ASR : Age-Standardised Rate
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2.2. Facteurs de risque

Les principaux facteurs de risque du CHC sont les infections chroniques telles que les
hépatites virales B (VHB) et C (VHC), I'exposition a I'aflatoxine B (AFB;) ainsi que la
consommation excessive et chronique d'alcool. L'obésité ainsi que le diabete de type
2 représentent également des facteurs environnementaux de risque connus. La
conséquence commune majeure aux facteurs de risques mentionnés se traduit par le
passage du foie dans un état cirrhotique. En effet, le CHC se développe dans 80% des

cas sur un foie cirrhotique (4).

2.2.1. Les hépatites virales
Les infections chroniques par le VHB et le VHC représentent, au niveau mondial, le facteur

de risque principal de développement du CHC avec environ 80% des cas
d’hépatocarcinome coinfectés par le VHB ou le VHC. Le VHB peut se transmettre par
exposition a du sang contaminé, par voie sexuelle et aussi par une transmission mere-
enfant a la naissance. Il est important de souligner que le développement au stade
chronique de cette infection dépend surtout de I'age : plus l'infection est précoce, plus le
risque est élevé (3). L'influence démographique joue également un réle primordial dans
I'apparition de I'hépatocarcinome : responsable d’environ 50% de I'ensemble des cas
de CHC, les zones endémiques du VHB au niveau mondial (Asie et Afrique Sub-
Saharienne) (Figure 5) se superposent assez facilement avec les zones d'incidence du
CHC. Dans ces pays en transition économique, le VHB se transmet majoritairement a la
naissance, du fait d'un contexte économique plus pauvre et par extension des conditions

sanitaires plus limitées qu’en Europe ou aux Etats-Unis.
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Figure 5. Prévalence du virus de I'hépatite B chez les adultes (15-49 ans) en 2005.
Extrait de Ott et al., 2012

Le VHC se transmet majoritairement par voie sanguine, que ce soit par transfusion
sanguine non vérifiée par dépistage préalable, exposition au sang lors d’une altercation
ou bien lors de I'utilisation de matériel souillé lors de la prise de drogues par voie
intraveineuse (toxicomanes). Une diminution importante de sa prévalence au niveau
mondial a pu étre observée entre la fin du 20°™e siécle et I'année 2017, en passant
respectivement de 170 millions de personnes porteuses du VHC chronique vs. 71 millions
(5). Cette amélioration est la conséquence d'un meilleur acces aux traitements ainsi
qu’une réduction des risques nosocomiaux. Toutefois, il n‘existe a I'heure actuelle aucun
vaccin contre le VHC ce qui peut expliquer que la prévalence du VHC reste importante
dans certains pays tels que la Roumanie, en Ouzbékistan, au Pakistan, en Egypte ainsi
quau Mali pour lesquels l'acces aux traitements reste difficile (6). Le passage a la
chronicité pour les adultes est d’environ 70% ce qui est bien plus élevé comparativement
au VHB (environ 5%) (4). Ainsi, les données de prévalences du VHB et du VHC dans la
population de patients cirrhotiques différent au niveau global (Figure 6) avec une mise
en cause du VHC dans 31% des cas de CHC (7).
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Figure 6. Prévalence du virus de I'hépatite B (A) et C (B) parmi les patients
atteints de cirrhose. Extrait de Albert et al., 2022

2.2.2. L'aflatoxine B1 (AFB:)
AFB; est la mycotoxine la plus fréquente retrouvée dans les aliments contaminés. Elle est

produite par des champignons appartenant majoritairement a 2 espéces du genre
Aspergillus (Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus). Elle est reconnue pour avoir
des propriétés tératogenes, cancérogeénes et génotoxique. Sa toxicité est médiée par la
formation de dérivés hydroxylés ou bien époxydes aprés métabolisme hépatique. Ces
métabolites réactifs forment des adduits sur le codon 247 du géne codant pour la protéine
P53. De plus, I’AFB; a été reconnue comme facteur de risque du CHC seule et de maniére

encore plus importante si la personne est coinfectée par le VHB (8).
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2.2.3. L'alcool

La consommation excessive et/ou chronique d‘alcool est depuis longtemps reconnue
comme facteur de risque du CHC entrainant une stéatose alcoolique, précurseuse de la
stéatohépatite puis du CHC (9). Les lésions hépatiques entrainées par la consommation
d’alcool sont majoritairement dues au stress oxydatif et a I'inflammation (10). L'alcool
est métabolisé (CYP2E1) grace a I'action de I'alcool déshydrogénase en métabolite réactif,
I'aldéhyde, composé extrémement toxique et induisant des effets génotoxiques. Par
ailleurs, il a été mis en évidence une action synergique néfaste de |'alcool avec le VHC,

doublant ainsi le risque de développer un hépatocarcinome (11,12).

2.2.4. Le syndrome métabolique

L'obésité, le diabéte de type 2 et plus généralement le syndrome métabolique sont
également reconnus comme facteurs de risque de I'hépatocarcinome. Ces pathologies,
en pleine explosion depuis le début des années 2000 en Europe, en Australie et encore
plus sur le continent Nord-Américain, sont devenues un réel enjeu de santé publique avec
une prévalence mondiale de 20 a 25%. Elles peuvent entrainer au long court une stéatose
hépatique pouvant elle-méme évoluer vers une stéatohépatite non alcoolique (NASH)
puis vers une cirrhose (13,14). Cela explique, en partie, I'expansion du CHC dans les

pays économiquement développés (Figure 6. B).

2.2.5. Autres facteurs de risque

D’autres pathologies, acquises ou héréditaires, connues pour favoriser le développement
d’une cirrhose, sont aussi considérées comme facteurs de risque du CHC. Nous pouvons
citer les hépatites auto-immunes, |I'hémochromatose, les cholangites sclérosantes

primitives et la maladie de Wilson.

2.3. Facteurs protecteurs

Une méta-analyse récemment publiée s'est penchée sur I'impact de I'alimentation dans
le cadre de I'hépatocarcinome (15). Une alimentation riche en acides gras
polyinsaturés n-3 permettrait de protéger contre le CHC parmi une population de
patients atteins du VHB et/ou VHC (16). Les aliments contenant des polyphénols, tels
que les fruits frais et le café permettraient de cibler I'angiogenése via I'action de multiples
signaux intracellulaires diminuant ainsi le risque de développer un hépatocarcinome (17).

Le café, en particulier caféiné, aurait donc également un effet protecteur contre le CHC.
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En effet, la café serait associé a une diminution du risque relatif de survenue du CHC

d’environ 30%, avec ou sans pathologie hépatique préexistante (18,19).

La prise de certains médicaments peut également avoir un impact bénéfique sur le
développement de I'hépatocarcinome. Une méta-analyse publié en 2021 a permis de
mettre en évidence un effet protecteur de I'utilisation de la metformine sur plusieurs
types de cancer, notamment contre le CHC associé a la NASH (20). L'impact de la
metformine sur I'hépatocarcinome a été étudié dans une étude de cohorte publiée en
2011. Cette étude, réalisée sur 100 patients diabétiques de type 2 coinfectés par le VHC
avec cirrhose, a conclu que la metformine diminuait significativement le risque de

survenue d’hépatocarcinome chez ces patients (21).

Wang et al. ont publié en 2022 une revue s'intéressant a I'étude de la prise d'inhibiteurs
de I'HMG-CoA réductase, les statines, dans le cadre du CHC. Leur analyse a permis de
conclure que 'utilisation des statines diminuait le risque de développer un CHC (odd ratio
(OR) ajusté = 0,58 ; IC 95% : 0,51-0,67). Il a également été démontré que les statines
avaient un effet protecteur contre le CHC aprées infection au VHB et VHC (OR = 0,44 et
0,53, respectivement avec IC 95% : 0,22-0,85 et 0,49-0,57, respectivement). Il est
toutefois précisé que seules les statines lipophiliques possedent ces effets bénéfiques
(22).

2.4. Stades d’évolution vers le carcinome hépatocellulaire

Les stéatopathies non alcooliques (NAFLD) regroupent |la stéatose hépatique non
alcoolique (NAFL) et la NASH. La NAFL se caractérise par une accumulation anormale
de graisses intrahépatiques en I'absence de consommation chronique/excessive d'alcool.
La NAFL est l'une des causes majeurs de développement de pathologies hépatiques
affectant a la fois les adultes et les enfants (23,24). De plus, elle est considérée comme
la manifestation hépatique du syndrome métabolique et sa prévalence suit généralement
les courbes d’obésité. Une grande partie des cas de NAFL est donc retrouvée aux Etats-
Unis, en Amérique du Sud, en Australie ainsi qu’en Asie et dans certains pays du Moyen-
Orient (Figure 7).
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Figure 7. Estimation de la prévalence mondiale des NAFLD. Extrait de Teng et al., 2023

La NASH se définit par une stéatose associée a une inflammation du foie ainsi que divers
degrés de fibrose également en |I'absence de consommation importante d'alcool. La NAFL
et la NASH peuvent évoluer vers un état cirrhotique puis vers d'autres pathologies
hépatiques jusqu’'au CHC. Les différents stades d'évolution des NAFLD sont représentés

dans la Figure 8.

Chez un patient atteint d'une maladie hépatique, aigué et surtout chronique, les cellules
hépatiques Iésées sont remplacées par un tissu cicatriciel fibreux : il s'agit de la fibrose
hépatique. Cette derniére restructure progressivement |'architecture hépatique jusqu'a
atteindre le stade de cirrhose (Figure 9). A ce stade, |'organisation tissulaire sous forme
de lobules a complétement disparue et des nodules de régénération (retrouvés au
stade de CHC) apparaissent, entourés par des zones de fibrose. Puis le foie évolue vers
la cirrhose et viennent ensuite des modifications moléculaires conférant aux cellules
dysplasiques des avantages prolifératifs, invasifs et de survie qui achévent la transition
vers le CHC.
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Figure 8. Représentation des stades d'évolution des NAFLD

(www.fattyliverfoundation.org)

D'autres tumeurs primitives du foie existent mais se développent généralement sur un
foie non cirrhotique, a linverse du CHC. Parmi ces derniéres sont retrouvés le

cholangiocarcinome intra-hépatique, I'angiosarcome et I'hépatoblastome.

travée
veine Gl d’hépatocytes
centrofobulaire’

o

i veine cantrolobulaire’s

Nodules de
régénération

Figure 9. Coupe tissulaire d'un foie (A) sain (https://histologie.univ-nantes.fr) et

d’un foie (B) au stade de cirrhose (https://www.centre-hepato-biliaire.org)
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2.5. Dépistage et diagnostic du cancer hépatocellulaire

2.5.1. Dépistage

Le but primaire du dépistage est tout simplement de pouvoir identifier les patients a un
stade le plus précoce possible afin de leur faire bénéficier d’une prise en charge curative.
Le dépistage précoce est d'autant plus important pour le CHC car celui-ci peut rester
asymptomatique jusqu'a un stade avancé de la maladie. La population a haut risque
(patients cirrhotiques, patients porteurs du VHB et/ou VHC ainsi que les patients avec
antécédents familiaux de CHC) doit, en théorie, bénéficier d'un suivi biannuel avec
échographie et dosage de l'alpha foeto-protéine (AFP). L'AFP est une glycoprotéine
chargée négativement, naturellement fabriquée par le feetus, puis diminuant apres la
naissance jusqu'a des concentrations de l'ordre du nanogramme par millilitre. Son
augmentation a l'age adulte est souvent un signe de développement d’un cancer,
notamment hépatique (25). De plus, une étude thailandaise a mis en évidence une
amélioration de la détection du CHC de 15% lorsque I'AFP est associée a I'échographie
(26). L'analyse de I’AFP par immunochromatographie a permis d’identifier 3 glycoformes
(AFP-L1, -L2 et -L3) pouvant étre utilisées pour la détection de I'HCC, sans toutefois étre
assez efficacement prédictives seules. Depuis 2002, le Japon a inclus, en plus de I'AFP
totale et de I’AFP-L3, un troisiéme biomarqueur dans son programme de surveillance : le
des-gamma-carboxyprothrombine (DCP). La combinaison de ces 3 biomarqueurs a
augmenté significativement les taux de détection du CHC a un stade précoce (27). Les
instances européennes et américaines (EASL-EORTC et AASLD) ne recommandent
actuellement pas le dosage de I'AFP a cause de problemes de colts importants et de

bénéfices trop faibles.

2.5.2. Diagnostic

Dans la majorité des cas, la suspicion de CHC est posée en regard des symptomes
observés ou bien a la découverte de nodules lors d’une échographie (Figure 9). La
démarche diagnostique du CHC est conditionnée par la présence, ou non, d’une cirrhose
sous-jacente. Dans un premier temps, |I'évaluation de la cirrhose se fait donc sur des
critéres cliniques biologiques (taux de prothrombine, transaminases, plaquettes et
gamma-glutamyltranspeptidase si suspicion d’alcoolisme), endoscopiques (varices
cesophagiennes) et morphologiques (dysmorphie hépatique). En I'absence de positivité

des criteres précédemment cités, une biopsie hépatique devra étre réalisée. Cette
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derniére, suivie d’'une analyse histologique, reste I'examen de référence pour poser le
diagnostic de CHC (chez tout type de patient, avec un foie sain tout autant qu’avec une
hépatopathie préexistante) (28). Des tests exploratoires non invasifs (Fibrotest®,
Fibrometre® et Fibroscan®) peuvent étre utilisés sur les patients cirrhotiques selon
I'"European Association for the Study of the Liver (EASL). Toutefois, ces tests ne sont pas
recommandés pour les patients non cirrhotiques car pouvant mener a une erreur de
diagnostic (29).

2.6. Classification pronostique : le systeme BCLC (Barcelona
Clinic Liver Cancer)

L'objectif des classifications est de pouvoir établir a la fois un pronostic du CHC a l'instant

t et de choisir le traitement le plus adapté a la situation clinique du patient. La

classification BCLC est actuellement celle recommandée par I'EASL. Ce systéme prend en

compte les facteurs cliniques et biologiques suivants :

- le nombre et la taille des nodules, la présence d'une invasion vasculaire et la
présence d'une dissémination extra-hépatique ;

- |"évaluation de la fonction hépatique avec le calcul du score de Child-Pugh (Tableau
1). Une cirrhose de classe A correspond a un score entre 5 et 6, la classe B entre 7
et 9 et la classe C entre 10 et 15 ;

- |'état de santé général : calcul de I'indice de performance (PST) de l'organisation

mondiale de la santé (OMS), et identification des facteurs de comorbidité.

Tableau 1. Calcul du score de Child-Pugh. Extrait de Erlinger et al., 2002

1 point 2 points 3 points
Encéphalopathie (grade) | Absente Grade l et Il Grade lll et IV
Ascite Absente Minime Modérée
Bilirubine totale (umol/l) <35 35a50 > 50
Albumine (g/l) > 35 28 a 35 <28
Taux de prothrombine (%) | > 50 40250 <40

De nombreuses améliorations relatives au diagnostic ainsi qu’au traitement du CHC ont
vu le jour au court des derniéres années, ce qui a abouti a une mise a jour de la
classification BCLC de 2018 (30) en 2022 (Figure 10) (31).
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Figure 10. Représentation du schéma diagnostic de CHC chez un patient
cirrhotique. D'apres I'EASL-EORTC 2012 (European Association for the
Study for the Liver - European Organization for Research and Treatment

of Cancer). US : UltraSound ; MRI : Magnetic Resonance Imaging

Le stade 0 d'un CHC (trés précoce) est attribué aux patients n‘ayant qu’une seule
tumeur de diamétre inférieur a 2 cm, en bon état général et avec une fonction hépatique
préservée (Child-Pugh A). Ces tumeurs sont éligibles aux traitements curatifs, et la survie

globale des patients en d’environ 85% a cing ans post-résection/ablation hépatique.

Un CHC de stade A (précoce) est défini pour les patients ayant un a trois nodules de
moins de 3 cm de diamétre, en bon état général avec une fonction hépatique préservée
ou peu altérée (Child-Pugh A ou B). Ces tumeurs sont également éligibles aux traitements
curatifs, avec une survie globale des patients a cing ans légérement inférieure a celle des

stades trés précoces.

Le stade B correspond aux patients présentant de multiples nodules mais sans
dissémination extra-hépatique et avec une fonction hépatique préservée ou peu altérée.
La survie moyenne de ces patients varie de 16 a 36 mois apres prise en charge

thérapeutique et dépend de I'atteinte hépatique lors du diagnostic.
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Les patients atteints d'un CHC de stade C (avancé) présentent de multiples nodules
avec invasion intra- et/ou extra-hépatique. Ces patients, dans la majorité des cas, sont
symptomatiques avec une fonction hépatique altérée (Child-Pugh B ou C). Leur survie

moyenne, apres traitement, dépend de |'atteinte hépatique et peut varier de 6 a 24 mois.

Le stade terminal (D) correspond a une atteinte multinodulaire le plus souvent
accompagnée d'une une invasion extra-hépatique. Ces patients possédent une fonction
hépatique largement altérée (Child-Pugh C le plus souvent) associée a une altération

sévere de I'état général. La survie moyenne est estimée a environ 3 mois.
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2.7. Les thérapeutiques actuelles

La classification BCLC fournit un arbre décisionnel thérapeutique permettant d'adapter
les traitements en fonction de I'état clinique du patient aprés diagnostic. Les dossiers
patients sont revus en réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP) afin de valider le

diagnostic et d’orienter le traitement vers une visée plutdt curative ou palliative.

2.7.1. Les traitements curatifs

a) La transplantation

Elle est indiquée dans le cas d'un CHC strictement localisé au niveau hépatique avec
nodule unique ou multiples mesurant moins de 3 cm de diametre en l'absence de
thrombose portale ou hépatique. Ce traitement est considéré comme «idéal » car
traitant I'étiologie, la tumeur, ainsi que les conséquences somatiques potentielles. Le
taux de survie globale a 5 ans est d’environ 70% avec un taux de récidive de 4 a 20%.
Les greffons étant malheureusement tres rares, une réelle pénurie sévie mondialement
et donc peu de patients peuvent profiter de cette solution thérapeutique. S'ajoute a cette
pénurie les contre-indications telles que I'age, la présence de comorbidités et I'alcoolisme
chronique. Afin de pallier la pénurie de greffons, la résection et la destruction percutanée
sont privilégiées dans un premier temps. La deuxiéme solution, envisagée par un collége
d'expert (ILTS Transplant Oncology Consensus Conference) en 2020, propose d'étendre

les critéres d’acceptation en vue d’une transplantation (32).

b) La résection

En I'absence de fibrose sur un foie non tumoral, la résection est le traitement de
référence. Pour les patients cirrhosés, la résection est discutée lorsque la fonction
hépatique est préservée (Child-Pugh A). En cas d'absence ou de présence de cirrhose,
les taux de survie globale a 5 ans sont d’environ 50 et 30%, respectivement (33). En
2012 une méta-analyse a regroupé |I'ensemble des publications PubMed relatives a une
résection hépatique dans le contexte du CHC de 2000 a 2010. Cette étude a permis de
mettre en évidence des taux de survie sans récidive a 5 ans de I'ordre de 65%, sans tenir

compte de I'état cirrhotique (34).
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c¢) Ladestruction percutanée

Généralement bien tolérée, cette méthode simple représente une alternative a la
chirurgie. La radiofréquence monopolaire est d’abord envisagée pour une tumeur < 3 cm
de diametre. En cas de contre-indication a la radiofréquence, I'alcoolisation percutanée
peut étre réalisée pour un diamétre tumoral inférieur a 2 cm.

Plus récemment, de nouvelles méthodes sont étudiées afin de pouvoir traiter des tumeurs

plus volumineuses (3 a 5 cm), notamment la radiofréquence multibipolaire (35).

d) Laradiothérapie stéréotaxique

Cette technique est indiquée pour les patients ayant un CHC mononodulaire, non éligibles
a la résection, a la transplantation et a la radiofréquence. Elle nécessite une expertise
spécialisée des cliniciens, ainsi que des accélérateurs de particules derniere génération
avec systeme d'imagerie intégré. La tolérance est excellente avec possibilité de I'utiliser
sur des patients fragiles sur le plan cardio-respiratoire. Des essais de phase I et II ont
montré des taux de survie globale a 1 et 2 ans de 85 et 70% respectivement, et ce avec
de rares complications (35). Plus récemment, un essai randomisé de phase III a prouvé
la non-infériorité de cette thérapeutique vs radiofréquence dans le cadre des récidives de
CHC (36).

e) Traitements adjuvants

Il existe un risque de récidive locale élevé, post résection ou destruction percutanée, qui
peut questionner sur l'intérét d'un traitement adjuvant post traitement curatif afin
d'éviter au mieux les rechutes. Une méta-analyse, incluant 6 essais cliniques randomisés
avec 844 patients totaux, a évalué l'influence de thérapies par cytokines autologues sur
la survie globale et la survie sans progression. Cette étude a montré I'amélioration de

ces deux parameétres jusqu’a 3 ans en post résection de I'HCC (37).
2.7.2. Les traitements palliatifs

a) Lachimioembolisation artérielle

Pour réaliser une chimioembolisation artérielle (TACE, ou TransArterial
ChemoEmbolisation), il convient de réaliser au préalable une artériographie afin
d'identifier I'artere alimentant la tumeur. Une chimiothérapie est alors injectée dans cette

artere (localement) avec des agents d’embolisation afin de stopper la vascularisation de
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la tumeur. La TACE est indiquée en 1¢ ligne de traitement palliatif pour les patients
atteints d’'un CHC évolué, multinodulaire, sans migration extra-hépatique, en bon état
général avec un score de Child-Pugh A ou B (38,39). Une méta-analyse de 2003 a pu

mettre en évidence une prolongation de la survie de plus 20% a deux ans (40).

b) Laradioembolisation

De méme que pour la TACE, la radio embolisation artérielle (TARE, ou TransArterial
RadioEmbolisation) nécessite une artériographie préalable. Des microsphéere d'Yttrium-
90 sont ensuite injectées dans I'artére hépatique puis une embolisation est pratiquée.
Auparavant il n'existait pas de « réelles » indications pour la TARE dans la stratégie
thérapeutique du CHC, d'autant plus que plusieurs études (essai francais SARAH, essai
SIRveNIB et SORAMIC) n'ont pu démontrer la supériorité de la radioembolisation vs. SOR
(41-43). Toutefois, des études plus récentes ont prouvé l'importance d’'une dosimétrie
personnalisée (44), menant ainsi a |'établissement de nouvelles recommandations au

niveau international (45).

c) Les traitements médicamenteux

1¢r ligne de Traitement

L'association atézolizumab - bévacizumab (Tecentrig® - Avastin®) est indiquée
comme la référence dans le traitement du CHC avancé. Cette derniere a obtenu son
autorisation de mise sur le marché (AMM) en 2021 pour les patients adultes atteints d’un
CHC avancé ou non résécable, n‘ayant pas recu de traitement systémique antérieur,
uniquement Child-Pugh A et non éligibles/ou échec des autres traitements locorégionaux.
Cette association fait appel a une immunothérapie anti-PD-L1 (ou Progammed Death-
Ligand 1), I'atézolizumab, et a un anticorps monoclonal ciblant le facteur de croissance
de I'endothélium vasculaire (VEGF ou Vascular Endothelial Growth Factor). Les résultats
de I'étude de phase III IMbrave ont montré une supériorité de cette combinaison face au
traitement par SOR. En effet, la survie globale (19.2 vs. 13.4 mois, p < 0.0009) ainsi
que la survie sans progression (6.9 vs. 4.3 mois, p = 0.0001) ont été nettement
améliorées, sans toutefois diminuer les effets indésirables de grade 34 (Finn R, Qin S et
al., 2020).
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L'association trémélimumab - durvalumab (Imjudo® - Imfinzi®) a recu de maniére
treés récente (février 2023), a la suite de I'étude HIMALAYA, son AMM pour la méme
indication et dans les mémes regles de restriction de traitement que la combinaison
atézolizumab - bévacizumab. En effet, cette association médicamenteuse augmente la
survie globale versus SOR seul (46). Cette thérapie associe un anticorps monoclonal anti-
antigéne 4 (dirigé contre les lymphocytes T cytotoxiques), le trémélimumab, et un
anticorps monoclonal anti-PD-L1. Il n'existe a ce jour aucune donnée de comparaison
entre ces deux thérapies de 1¢' ligne, le choix de traitement doit donc se faire en fonction
des données d'efficacité et de tolérance, et bien slr en fonction du profil de chaque

patient.

Les inhibiteurs de tyrosine kinase

Le SOR (Nexavar®) est un inhibiteur multikinase ciblant des protéines a activité
sérine/thréonine kinase et des récepteurs a activité tyrosine kinase, s'ensuit une cascade
cellulaire, illustrée dans la Figure 12, entrainant un blocage de voies de signalisation. Le
SOR posséde des propriétés antiprolifératives et antiangiogéniques sur les cellules
tumorales (hépatiques et endothéliales) via I'inhibition des voies de signalisation RAF
(Rapidly Accelerated Fibrosarcoma), MEK (Mitogen-Extracellular signal-reglulated
Kinase) et ERK (Extracellular Signal-regulated Kinase). Son effet antiangiogénique se
traduit par son ciblage des récepteurs a activité tyrosine-kinase tels que le VEGFR 2 et 3
(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor) et le PDGFR- B (Platelet Derived Growth
Factors Receptor B) sur les cellules endothéliales. Le SOR a également démontré des
effets apoptotiques (47,48). Le SOR a obtenu son AMM en France en 2008 et est resté
pendant 10 ans la seule molécule de référence en 1° ligne de traitement palliatif du
CHC. Son indication est le traitement palliatif du CHC avancé non éligible a un traitement
spécifique curatif (transplantation, résection, TACE) ou palliatif médicamenteux
(immunothérapies) ou en récidive aprés traitement spécifique chez des patients ayant
un bon état général avec une fonction hépatique préservée (Child-Pugh A). Le SOR reste
une 1¢¢ ligne de traitement en cas de contre-indication aux associations atézolizumab -
bévacizumab et trémélimumab - durvalumab. Les études SHARP et ASIA-PACIFIC
(études randomisées en double aveugle) ont toutes deux pu démontrer une amélioration

en termes de survie globale et de survie sans progression du SOR versus placébo (7,49).
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Figure 12. Représentation schématique des mécanismes d'action du sorafénib. Extrait de

Walko et al., 2014. EGF : Epithelial Growth Factor ; TGF : Tumor Growth Factor ; RAF
Rapidly accelerated Fibrosarcoma ; MEK : Mitogen-Extracellular signal-regulated Kinase
ERK : Extracellular Signal-regulated Kinase ; VHL : Von Hippel-Lindau tumor suppresor ;
HIF : Hypoxia-Inducible Factor ; PDGF : Platelet Derived Growth Factor ; VEGF : Vascular

Endothelial Growth Factor

Le lenvatinib (Lenvima®) est un inhibiteur multikinase a activité anti-angiogénique

majoritairement en inhibant les VEGFR1, 2 et 3, le PDGFR - a ainsi que le recepteur au
facteur de croissance des fibroblastes, le FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor). 1I

posséde également des activités antiprolifératives en inhibant le récepteur RET
(REarranged during Transfection : génes proto-oncogenes). Cette molécule a démontré
sa non-infériorité vs. SOR dans une étude de phase III de 2018, notamment avec une
amelioration de la survie sans progression (7.4 vs. 3.7 mois) (50). Le lenvatinib a obtenu
une extension d’AMM Européenne en 2018 mais aucun remboursement dans l'indication

du CHC en France. Ce traitement représente donc une alternative au SOR en cas de

contre-indication avec quelques limites économiques.
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2¢me ligne de traitement
Le régorafénib (Stivarga®) est un inhibiteur de multiples protéines kinases, dont celles
participant a I'activité angiogénique (VEGFR 1, 2 et 3), a I'activité oncogénique (KIT, RET,
RAF-1, BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1)) ainsi qu’a la migration
métastatique (PDGFR et FGFR). Dans |'étude RESORCE, randomisée contre placebo, en
double aveugle, le régorafénib a montré une efficacité thérapeutique versus placebo en
augmentant la survie globale (51). Cette molécule fait donc partie de la 2" ligne de
traitement dans I'hépatocarcinome avancé aprés échec du SOR, chez des patients adultes

ayant une fonction hépatique Child-Pugh A est sans intolérance préalable au SOR.

Le cabozentinib (Cabometyx®) est un inhibiteur de tyrosine kinase multiple a activité
antiproliférative et antiangionénique. Il a été identifié comme inhibiteur de MET
(Mesenchymal Epithelial Transition), de différents VEGFR principalement. Dans I'étude de
phase III CELESTIAL, randomisée en double aveugle contre placebo, la cabozantinib a
permis d'augmenter la survie globale dans le groupe traité (52). Ce traitement s'inscrit
donc en 2" ligne dans la prise en charge du CHC, pour des patients adultes non éligibles
a un traitement curatif, en bon état général avec un Child-Pugh A et présentant un échec

(progression ou intolérance) sous SOR.

Le ramucirumab (Cyramza®) est un anticorps monoclonal humain recombinant,
bloqueur spécifique du VEGFR de type 2. Il empéche ainsi la fixation des VEGF A, C et D
au VEGFR-2 diminuant ainsi la prolifération et la migration des cellules endothéliales. Les
études randomisées de phase III REACH et son extension, REACH-2 ont permis de mettre
en avant une amélioration significative de la survie globale et de la survie sans
progression du ramucirumab vs. placébo, mais seulement pour les patients possédants
un dosage de l'alpha feeto-protéine > 400 ng/mL (53,54). De plus, une analyse poolée
de ces deux études a mis en lumiere un meilleur profil de tolérance par rapport a d'autres
inhibiteurs de tyrosine kinase, associé a un délai avant détérioration clinique augmenté
(55). Ce traitement est donc indiqué en 2" ligne dans le CHC, chez des patients adultes
non éligibles a un traitement curatif, en bon état général avec un Child-Pugh A et

présentant un échec (progression ou intolérance) sous SOR.
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3éme Jigne de traitement
En cas d'impasse ou d'échec thérapeutique des autres médicaments systémiques de 2"

ligne, le cabozantinib est également indiqué en 3¢™e ligne.

2.7.3. Principaux effets indésirables des traitements médicamenteux

Parmi I'ensemble des thérapeutiques médicamenteuses mises a disposition des cliniciens
contre le CHC, aucune n’est exempte d'effets indésirables. Les effets indésirables majeurs
les plus fréquents ont été répertoriés dans la Tableau 2. Tous ces traitements possedent
des effets indésirables digestifs et cutanés. Tous, a I'exception de I'association
trémélimumab - durvalumab, engendrent une hypertension artérielle. Pour les patients
hypertendus ou avec antécédents cardiaques, il est donc préférable dopter pour
I'association trémélimumab - durvalumab en 1° intention. Le SOR est la seule thérapie
ne pas entrainer des perturbations endocriniennes. Il est donc plus adapté de privilégier
le SOR pour des patients possédant des photologies endocriniennes préexistantes, si la
situation clinique du patient 'autorise. In fine, le choix du traitement reposera toujours

sur |'appréciation du clinicien quant a son patient.

Ces problemes d'effets indésirables peuvent étre contournés par |'utilisation de vecteurs
a |'échelle nanométrique : les NPs. L'encapsulation d’anticancéreux cytotoxiques dans
ces derniéres peut non seulement diminuer les effets indésirables de I'actif mais aussi
augmenter leur biodisponibilité (56). Le 3¢™e chapitre portera donc sur une présentation
des différents types de NPs existants. Une description de leur attraits et inconvénients
sera faite ainsi qu'une analyse de leur utilisation dans le domaine biomédical, en

particulier dans le CHC.
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lere, 2eme et 3éme ligne de traitement dans le CHC

Tableau 2. Effets indésirables fréquents retrouvés chez les patients traités par les molécules de

Atézolizumab/

Trémélimumab/

Systéme Type d'effet indésirable bévacizumab burvalumab Sorafénib Lenvatinib Régorafénib | Cabozantinib
Hématologique Lymphopénie X X
Leucopénie X X X X
Neutropénie X X X X
Anémie X X X X
Thrombocytopénie X X X X
Gastro-intestinal Diarrhées X X X X X X
Constipation X X
Vomissements X X X X X
Nausées X X X X
Douleurs abdominales X X
Cutané Prurit X
Rash cutané X X X
Syndrome main-pied X X X X
Alopécie X X X X
Endocrinnien Hypothyroidie X X X X X
Hyperthyroidie X
Thyroidite
Vasculaire Hémmoragies X X X X
HTA X X X X X
Cardiaque Insuffisance cardiaque X X
IDM X X
Respiratoire Rhinorrhée X
Dysphonie X X X
Hépatobiliaire ASAT/ALAT Augmentation | Augmentation | Augmentation| Augmentation
Bilirubine Augmentation
Lipase X
Amylase X
Musculo-squelettique Myalgies X X
Arthralgies X X
Rénal & voies urinaires Insuffisance rénale X X
Protéinurie X X X
Reproduction Dysfonction érectile X
Troubles du métabolisme | Hyponatrémie X X
Hypophosphatémie X X
Hypokaliémie X X X
Hypoglycémie X
Hypocalcémie X X X
Troubles généraux Fiévre
Asthénie X X X X X X
Perte de poids X X
Diminution de |'appétit X X X X
Systéme nerveux Vertiges X
Dysgueusie X X X
Encéphalopathie
Neuropathie X Périphérique
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3. Chapitre 3 : une stratégie innovante pour augmenter
la biodisponibilité d’actifs liposolubles : les vecteurs
nanoparticulaires

Les NPs ont vu leur utilisation exploser au cours des derniéres décennies dans de
multiples domaines tels que I'électronique, la chimie, l'industrie agro-alimentaire et
surtout dans le domaine de la santé (57). L'attrait pour ces composés nanométriques
vient justement de leur taille qui leur confere des propriétés physico-chimiques
particulieres, notamment leur rapport surface/volume élevé. L'intérét principal des NPs
dans le domaine médical réside dans leur capacité a encapsuler des médicaments peu
solubles afin d’améliorer leur biodisponibilité et diminuer leurs effets indésirables. Ainsi,
une premiére partie descriptive introduira les NPs et décrira succinctement les différents
types de NPs d'intérét dans le domaine médical. L'aspect réglementaire, en particulier
I"évaluation de sécurité des NPs, sera également abordé. La seconde partie correspondra

a un état de I'art des NPs développées pour traiter le CHC.

3.1. Introduction sur les nanoparticules

Les NPs sont par définition des nano-objets donc les trois dimensions sont a I'échelle
nanométrique (1 a 100 nm) avec aucune dimension disproportionnée par rapport aux
autres (norme ISO 80004-1:2023). Le concept des nanotechnologies a tout d'abord été
introduit par Richard Feynman en 1959 avec son discours « There's plenty of room at
the bottom » (Feynman, 1959) au congres de la société américaine de physique. Il est
pourtant retrouvé des traces d'utilisation de procédés nanométriques dans I'Egypte
ancienne, en Mésopotamie, ainsi que pendant I'ére des mayas (59). L'un des exemples
les plus parlants est représenté par la coupe de Lycurgue, datant de I'époque romaine.
Aprés analyse par microscopie électronique a transmission, il s'est avéré que la coupe
contenait des NPs d'or et d’argent (50 a 100 nm) permettant de modifier la couleur de
cette derniére en fonction de I'orientation de la source lumineuse (60). A la suite de la
découverte par Feynman de ce nouveau domaine, différentes approches ont été
développées pour la synthése de composés nanométriques. La premiére méthode,
descendante ou « top-down », consiste a décomposer des matériaux bruts, par
lithographie par exemple, afin d’obtenir des composés nanométriques. A l'inverse, la

méthode ascendante ou « bottom up » correspond a la construction de nanostructures
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atomes par atomes ou molécules par molécules par des méthodes physiques ou

chimiques (Figure 13).
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Figure 13. Représentation des méthodes, descendante ou
ascendante, de fabrication des composés nanométriques.
Extrait de Bayda et al., 2020

En 1986, la publication du premier livre sur les nanotechnologies « Engines of creation:
the coming era of nanotechnology » par K. Eric Drexler (Drexler, 1986) ouvre de
maniere plus large la connaissance des nanotechnologies aux communautés
scientifiques. Cing ans plus tard, Drexler, Peterson et Pergamit publient un autre ouvrage
« Unbounding the future: the nanotechnology revolution » dans lequel sera utilisé pour
la premiére fois le terme des nanomédecines (Drexler et al., 1991). La machine
nanotechnologique est en route et le développement des nanomédecines est alors lancé
dans une multitude de domaines médicaux, pour une visée diagnostique, thérapeutique
ou bien regroupant les deux avec la théranostique. Deux classifications principales
existent, la premiére repose sur les dimensionnalités des nanomatériaux (Tableau 3)

tandis que la seconde est organisée selon la nature de leur composition. Dans ce dernier
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cas, les NPs peuvent étre divisées en trois groupes : les NPs dérivées du carbone, les

NPs inorganiques et organiques.

Tableau 3. Classification des nanomatériaux en fonction de leur dimensionnalité

Classification Caractéristiques Exemples
Nanomatériaux de 3 dimensions a |'échelle Nanoparticules, fullerénes,
dimension 0 nanométrique points quantiques
Nanomatériaux L'une des dimensions est en dehors Nanotubes, nanotiges,
unidimensionnels de I'échelle nanométrique nanofibres
Nanomatériaux Deux des dimensions sont en dehors . .
o . i . Nanofeuilles, nanofilms
bidimensionnels de I'échelle nanométrique
Nanomatériaux Aucune des dimensions a |'échelle Dispersion de nanoparticules,
tridimensionnels nanomeétrique réseau de nanofilm/nanotubes

Les NPs dérivées du carbone sont constituées uniqguement d’atomes de carbone. Les
exemples les plus connus de cette catégorie sont les fullerénes, les NPs de noir de carbone
et les points quantiques de carbone (Figure 14). Ces NPs possedent des liaisons carbone
hybrides sp? combinées avec les propriétés de I'échelle nanométrique, leur conférant des
propriétés de conductivité électrique, optique et thermique. Leur champ d’application
environnemental (stockage/capteurs d'énergie, absorbants, filtres composites) est large,
tandis que les applications médicales sont plus limités du fait de leur toxicité (63). En
effet, ce type de nanomatériaux entraine une toxicité cellulaire (génération d'especes
réactives de l'oxygene, atteinte mitochondriale et lysosomale, etc ..) ainsi qu‘une

activation du systéme immunitaire (64).

A B

Figure 14. Représentation de différents types de NPs dérivées du carbone : (A) un
fulleréne C60, (B) des NPs de noir de carbone et (C) des points quantiques de carbone.
Extrait de Joudeh et al., 2022
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Les NPs inorganiques ne contiennent ni éléments organiques, ni carbone. Les métaux,
la silice, les semiconducteurs ou bien la céramique composent ce type de NPs. Les NPs
d’or (Au-NPs) et d'argent (Ag-NPs) ont un diameétre compris de 10 a 300/400 nm. Du fait
de leur composition liée a un seul élément métallique, elle possedent des caractéristiques
physico-chimiques spécifiques et démontrent une bonne biocompatibilité, offrant ainsi de
nouvelles options thérapeutiques en particulier dans le traitement du cancer (65,66). Les
Au-NPs sont largement utilisées dans les applications biomédicales grace a leur facilité
de production et de fonctionnalisation, autant en diagnostic via de I'imagerie qu’en
thérapeutique (67-69). Les Ag-NPs ont des propriétés antifongiques importantes,
antibactériennes, antivirales, antiparasitaires, anti-inflammatoires et antiagrégantes
plaquettaires. De plus, leur co(t de production faible permet une production a grande
échelle. Leurs domaines d'application majeurs restent toutefois la chirurgie ainsi que la
dentisterie (70).

D’autres NPs métalliques, telles que celles de titane (TiO2-NPs) sont utilisées de maniére
importante par de nombreuses industries (peinture, cosmétique, etc ...) et représentent
un danger pour I'environnement et potentiellement pour la santé humaine en fonction de
la voie d'exposition. La toxicité des TiO2-NPs par voie cutanée ou inhalée est faible et
limitée a certaines conditions, tandis |'absorption de ces NPs par voie orale ou
intraveineuse entraine une toxicité rénale et hépatique (71). Elles ont été retirées du
marché dans I'alimentation en Europe en 2022 mais restent présentes dans de
nombreuses spécialités médicamenteuses comme opacifiant (Spasfon®, Doliprane®,
Tardyferon®, etc ...).

Les NPs de silice (Si-NPs) existent sous deux formes : cristalline et amorphe. Les effets
indésirables, en particulier pulmonaires, des Si-NPs cristallines ont limité I'utilisation de
ces dernieres en thérapeutique (72). A l'inverse, les Si-NPs amorphes montrent de
nombreuses qualités telles qu’une bonne biocompatibilité, une facilité de production a
co(t faible, une libération controlée des médicaments et surtout une capacité
d’encapsulation importante grace a leur structure poreuse (73,74).

Dans les NPs semiconductrices sont retrouvées les nanoparticules de magnétite (Mn-
NPs). Elles sont connues pour avoir une bonne biocompatibilité et biodégradabilité, la
capacité de délivrer des actifs anticancéreux, et possedent des propriétés super-

paramagnétiques. Ces propriétés magnétiques permettent de manipuler a distance les
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Mn-NPs grace a un champ magnétique externe pour de l'imagerie médicale a visée
diagnostique (75,76).

Comparativement aux NPs inorganiques, les NPs organiques se composent d'atomes
de carbones. Leur structure, lipidique, protéique ou a base de sucre leur confere
habituellement une meilleure biocompatibilité et une moindre toxicité que les NPs
inorganiques. Toutefois, leur stabilité dans le temps, notamment dans les milieux
biologiques est un peu moins bonne que celle des NPs inorganiques (77). Les principaux
nanosystemes organiques sont les NPs polymériques, les liposomes, les NPs lipidiques et
les micelles.

Les NPs polymériques sont composées par les polyesters tels que le PolyLactic Acid
(PLA) et le PLGA. Ils ont une bonne biocompatibilité, sont biodégradables, et leur nature
amphiphile permet l'autoassemblage ce qui en fait d'excellents matériaux pour
I'encapsulation et la délivrance de médicaments, aussi bien lipophiles qu’hydrophiles.
Les liposomes (LPs) sont des vésicules sphériques produites lors de I'assemblage de
multiples ou d’uniques bicouches lipidiques avec de |'eau. Leur structure amphiphile
(phospholipides et cholestérol) leur permet d’encapsuler des médicaments lipophiles
dans la bicouche lipidique tandis que les médicaments hydrophiles sont encapsulés dans
la phase aqueuse (78,79). Les LPs ont notamment été les premiers nanovecteurs
(liposomes pégylés de doxorubicine) a étre autorisés sur le marché par I'administration
ameéricaine des denrées alimentaires et des médicaments (FDA) (80). Les nanoparticules
lipidiques regroupent les nanoparticules lipidiques solides (NPLS) et les nanocapsules
lipidiques (NCLs). Les NPLS sont composées de lipides physiologiques, liquides et solides
qui restent, pour les derniers, sous forme solide a la fois a température ambiante et
corporelle. Les lipides solides utilisés forment une matrice pour l'encapsulation des
médicaments et peuvent correspondre a des acides gras, des mono-, di- ou triglycérides
ou bien encore a un mélange de glycérides. Cette matrice est stabilisée par I'action de
polymeéres et tensioactifs. Quelques exemples de NPLS sont illustrés dans la Figure 15
(81,82). La taille de ces particules est comprise entre 50 et 1000 nm. Leurs propriétés
regroupent biocompatibilité, stabilité dans le temps ainsi que la libération contrdlée des

composeés hydrophiles et lipophiles (83).
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Figure 15. Représentation de trois différents types de NPLS. Extrait de Madkhali et

inconvénients tels qu'une capacité

d’encapsulation limitée et surtout un risque d’expulsion du médicament du vecteur a

cause de processus de cristallisation lors du stockage (84-86). Les NCLs, quant a elles,

se situent structurellement entre les liposomes et les NPs polymériques : elles sont

constituées d'un noyau huileux entouré d'une enveloppe externe composée de

phospholipides et de tensioactifs. Un ingénieux procédé de formulation par inversion de

phase a été mis au point en 2002 par Heurtault et al. (Figure 16). Ce procédé n'utilise

aucun solvant, ce qui limite la toxicité (87). De plus, tous les excipients sont considérés

comme generally recognized as safe (GRAS). Les NCLs ont donc comme avantage une

trés grande biocompatibilité.
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Figure 16. Schéma du procédé de formulation par inversion de phase
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Leur taille, entre 20 a 120 nm, peut étre ajustée par modification quantitative et

qualitative de ses composés (88). L'encapsulation d’actifs lipophiles dans le noyau huileux

améliore leur biodisponibilité et les protége contre les dégradations de I'organisme (89).

Ces nanovecteurs sont capables de délivrer des médicaments via de multiples voies
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d’administrations telles que les voies orale, IV, parentérale, oculaire et pulmonaire ...
(90). Les fonctions pégylées présentes dans la structure de base possédent une furtivité
par rapport au systeme immunitaire pouvant étre améliorée par un recouvrement avec

des chaines pégylées supplémentaires (91,92).

Concernant I'aspect réglementaire, les instances officielles (FDA, EMA, ICH) doivent faire
face aux problemes inhérents aux NPs : les innombrables types de NPs, leur tres petite
taille et leurs propriétés physico-chimiques particulieres. Ces caractéristiques limitent
I'application des méthodes d'analyses standardisées définies par les instances. Le test de
Ames (évaluation du potentiel mutagene) a par exemple été reconnu comme non
pertinent pour évaluer la mutagénicité des Au-NPs (93). Par ailleurs, Piret et al. dans le
cadre du projet « European FP7 Nanovalid » se sont heurtés a des limites inter
laboratoires lors du développement et de la validation de Standard Operating Procedure
(94). II existe toutefois des recommandations officielles provenant de certaines
instances. Le développement et la standardisation de méthodes manquantes ont été pris
en compte par le projet REFINE du centre commun de recherche de la commission
européenne en 2019 (95). En 2022, d'autre « guidelines » ont été publiées par la FDA
concernant I'évaluation des nanomatériaux (96). De maniére encore plus récente, c'est
le conseil scientifique de I'ANSM qui a statué quant a I'évaluation réglementaire des
nanomatériaux dans les produits de santé (97). Il est notamment spécifié que, depuis la
directive modificative européenne de 2017 (directive 2001/83/EC), les nanomatériaux

présents dans les dispositifs médicaux sont réglementés.

Dans cette introduction les différents types de NPs utilisées dans le domaine biomédical
ont été présentées, ainsi que leurs avantages et inconvénients. L'immense variété de NPs
existante rend complexe leur évaluation réglementaire par des méthodes standardisées.
Il existe malgré tout un certain nombre de nanosystemes sur le marché assurant la
délivrance d‘actifs anticancéreux (98). De plus, de nombreuses études se sont
intéressées a |'efficacité de délivrance de médicaments destinés a traiter le CHC (Kumar
et al. 2021). Dans la prochaine partie, les différentes stratégies utilisées (ciblage passif,
ciblage actif, utilisation d’ARN interférents, etc ...) seront décrites et discutées en fonction

du type de NPs utilisé.
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3.2. Nanoparticules inorganiques et hépatocarcinome

3.2.1. Les nanoparticules d’or

Les propriétés anti-angiogéniques des Au-NPs ont été démontrées sur des lignées
cellulaires endothéliales, impliquant plusieurs voies de signalisation telles que celle du
VEGF/VEGFR et du FGF. Des propriétés anti-inflammatoires ont également été mises en
avant avec une diminution de la sécrétion de certaines cytokines pro-inflammatoires telles
que I'IL-6, I'IL-1B et le TNF-a (100). La Figure 17 résume ces mécanismes d’action.
Plusieurs équipes se sont intéressées aux effets, in vitro et in vivo, de I'encapsulation de
micro-ARN (miR) a l'intérieur d’Au-NPs. La premiere étude a ainsi mis en lumiére
I'amélioration de I'effet thérapeutique du SOR encapsulé (anti-miR-221 Au-NPs) vs. SOR
seul via l'activation de la voie de signalisation DNMT1 sur deux lignées cancéreuses
hépatiques (HepG2 et Huh7) (101). La seconde a pu mettre en avant une délivrance
efficace de miR-375 (miR-375 Au-NPs), un gene suppresseur de tumeur, dans les lignées
HepG2 et Hep3B entrainant alors une inhibition de la prolifération cellulaire, de la
migration/invasion et de la formation de colonies et induisant I'apoptose. Il a également
été démontré sur un modele murin de tumeur primaire et xénogreffée, une bonne
internalisation intra tumorale avec une efficacité thérapeutique sans toxicité apparente
(102). L'utilisation d'Au-NPs pour la délivrance ciblée d'actifs représente donc, dans le
cadre du CHC, une solution intéressante potentialisant I'effet thérapeutique du SOR tout

en conservant une bonne tolérance.

3.2.2. Les nanoparticules d’argent
La littérature regroupe un ensemble conséquent d'études des Ag-NPs sur des lignées

cancéreuses du sein et pulmonaires mais peu sur lignées cancéreuses hépatiques (103).
Dans une étude de Faedmaleki et al., les résultats ont montré une prolifération de cellules
cancéreuses hépatiques (HepG2) 44 fois inférieure a celle de cellules hépatiques normales
(cellules hépatiques primaires de souris) apres exposition aux Ag-NPs (104). Singh et al.
ont injecté des Ag-NPs dans un modele murin de cancer hépatique développé par leur
laboratoire. L'analyse des sérum de ces rats Wistars a mis en évidence un effet
antiinflammatoire de Ag-NPs par diminution de cytokines pro inflammatoires (e.g. IL-6,
TNF-a et NF-kB) via une atténuation de la voie de signalisation NF-kB (105). Les Ag-NPs

ont prouvé leur intérét antiinflammatoire sur des cultures cellulaires hépatiques. Toutefois
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des études plus approfondies sont nécessaires avant d’envisager leur intégration dans

I'arsenal contre le cancer du foie.
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3.2.3. Les nanoparticules de silice

Ye et al. ont ciblé les cellules cancéreuses hépatiques en ajoutant des lipoprotéines a la
surface de Si-NPs contenant de la doxorubicine et du SOR. Leur résultats in vitro et in
vivo ont mis en évidence une meilleure efficacité des médicaments encapsulés par
rapport aux traitements seuls (74). Dans une autre étude, Tsai et al. ont obtenu des
résultats encourageant en combinant thérapie génique et CIS a l'intérieur de Si-NPs. Un
blocage des cellules Huh7 en phase S avec apoptose a été observé (106). Toutefois, trop
peu de données sont disponibles a I'heure actuelle concernant les interactions des Si-NPs
avec les cellules hépatiques. De plus, une étude récente a démontré la toxicité de Si-NPs
au niveau hépatique in vitro sur des hépatocytes L02 et in vivo sur modéle murin. Les

Si-NPs ont contribué a I'aggravation de la stéatose hépatique via un stress oxydatif (107).

3.2.4. Les nanoparticules de magnétite

Les Mn-NPs peuvent étre fonctionnalisées par des groupements de polyéthylene glycol
(PEG), de polyéthylene oxide ou de dextran afin d'augmenter la furtivité par rapport au
systeme immunitaire. D’autres revétements peuvent étre utilisés afin de cibler
efficacement les cellules cancéreuses in vitro et in vivo, dont celles de I'hépatocarcinome.
Dans une étude de 2017, des souris Balb/c porteuses de cancer hépatique induit ont été
traitées par des Mn-NPs recouvertes de crocine. Le traitement était associé a une
régression des lésions pré-cancéreuses, une régulation négative du gene Bcl-2, des

marqueurs d'angiogenése, d'inflammation et de stress oxydatif (108).

3.3. Nanoparticules organiques et hépatocarcinome

3.3.1. Les nanoparticules polymériques

Le Poly (Lactic-co-Glycolic Acid) (PLGA), le chitosan, le pullulane et la pectine, sous forme
naturelle ou synthétique, représentent les composés principaux utilisés dans le
développement des NPs polymériques (109,110). Leur composition permet aux NPs
polymériques d’obtenir une meilleure solubilité des principes actifs ainsi qu’une meilleure
protection contre les dégradations de I'organisme, une excellente biocompatibilité ainsi
qu’une possibilité de coating pour le ciblage. Les aires thérapeutiques ciblées sont aussi
variées que les types de polymeéres utilisés et regroupent les anticancéreux aussi bien

que les antiinfectieux, les antidiabétiques, les antiinflammatoires, etc ... (111).
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a) Les dérivés des polyesters

L'équipe de Craparo et al. a formulé des NPs micellaires polymériques de SOR a base de
PLA et lactose intégrant une modification pour le ciblage du récepteur hépatique
ASialoGlycoProtein (ASGP-R). Les résultats expérimentaux sur souris femelles adultes
ont mis en évidence une accumulation préférentielle du SOR au niveau hépatique (112).
D’autres récepteurs membranaires hépatiques peuvent étre ciblés afin d’améliorer la
délivrance ciblée de médicaments au niveau du foie. Les récepteurs a l'acide
glycyrrhétinique (fortement exprimés dans le CHC) ont par exemple été exploités par
Zhan et al.. En 2015, ils ont validé, in vitro, le ciblage hépatique de leur micelles
polymériques modifiées (conjugaison de la L-histidine, avec |'acide glycyrrhétinique puis
du PEG), avec une internalisation marquée dans la lignée cancéreuse hépatique Hep3B
comparativement a la lignée de cancer du sein MDA-MB-231 (113). La validation de
I'nypothese in vitro a été validé en 2017 sur des souris CHC xénogreffées (114). Une
accumulation hépatique intra tumorale importante et une inhibition de la prolifération
furent observées suite a l'injection IV de doxorubicine encapsulée dans un systeme poly
micellaire, ciblant le foie par son acide glycyrrhétinique et grace notamment a son peptide
pénétrant (trans-activator of transcription (TAT)) permettant une meilleure
internalisation (114). Plus récemment, une équipe chinoise a validé le pouvoir ciblant
spécifique du peptide SP94 dirigé contre le CHC. Des polysomes de doxorubicine décorés
du peptide SP94, illustrés dans la Figure 18, ont permis d’obtenir une internalisation 3
fois plus importante que le contrdle non décoré dans la ligné SMMC-7721. De plus, cette
méme formulation vs. la formulation non modifiée et vs. une formulation de doxorubicine
liposomale commerciale, a permis d'augmenter l'efficacité thérapeutique et la survie
aprés injection IV dans un modéle murin orthotopique de CHC (115,116). D'autres
polymeéres, tels que le PEG ou encore le PolyCaproLactone (PCL) peuvent former des gels
thermosensibles, idéals pour la libération continue ou prolongée de principes actifs. Grace
a un ingénieux systeme sous forme d’hydrogel nanoparticulaire, une libération prolongée
de SOR pendant 15 jours a été possible in vivo (117). Les polymeéres peuvent donc limiter

les prises médicamenteuses, avantage considérable pour I'observance du patient.
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Figure 18. Schéma de synthése des polysomes de doxorubicine décorés du
peptide SP94. Extrait de Zhang et al., 2021

b) Les dérivés du chitosan

Le chitosan est un polysaccharide pouvant étre d'origine naturelle ou semi synthétique,
issu de la désacétylation de la chitine dans ce cas. Ce composé, abordable, faiblement
immunogene et biocompatible permet I'encapsulation de doxorubicine. Jain et al. ont
synthétisé des nanoparticules de chitosan galactosylées encapsulant de la doxorubicine.
Ils ont pu démontrer la forte affinité de ces vecteurs pour les ASGP-R des cellules HepG2,

entrainant par la suite une toxicité associée (118).

c) Les dérivés du pullulane

Le pullulane est un polysaccharide naturel isolé a partir d'un champignon,
I’Aureobasidium pullulans. De maniére similaire au chitosan, il possede une haute
biocompatibilité et peu de toxicité et ses caractéristiques amphiphiles facilitent son
autoassemblage en NPs (119). Zhao et al. ont développé avec succes une formulation de
NPs a base de pullulane, sensible au pH et co-encapsulant de la doxorubicine et du SOR
dans le contexte du traitement du cancer du sein (120). L'environnement tumoral étant
dans la grande majorité des cas acide, cela permet une dégradation de la formulation par
le pH tumoral afin d’obtenir une libération spécifique de I'actif sur le site de la tumeur.
Une étude plus récente s'est intéressée a la co-encapsulation de doxorubicine et de

pyrrolidinedithiocarbamate (PDTC), un inhibiteur de NF-kB, dans des NPs de pullulane
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également sensible au pH. Ces NPs d’environ 150 nm de diameétre ont entrainé la mort
cellulaire par apoptose de cellules HepG2 chimiorésistante ainsi que dans un modéle
murin portant le méme type de tumeur hépatique chimiorésistante : une diminution de
prolifération associée a une diminution du volume tumoral ont été observées ainsi qu’une

survie a 50 jours post traitement de 100% (121).

d) Les dérivés de la pectine

La pectine est une substance naturellement présente dans les légumes et les fruits (e.g.
les carottes, les pommes, etc ...). Cette substance est un polysaccharide polyanionique
et se compose d'acide D-polygalaturonique. Tout comme les autres polymeéres naturels,
la pectine dispose d‘une bonne biocompatibilité et permet I|'encapsulation de
médicaments anti-cancéreux. En effet, Chittasupho et al. ont formulé des NPs de pectine
sphériques chargées en méthotrexate (MTX-P-NPs) par réaction carbodiimide
permettant ainsi une libération prolongée a pH physiologique in vitro. De plus, les MTX-
P-NPs ont entrainé une toxicité sur cellules HepG2 supérieure a celle observée pour le
méthotrexate seul (122). Plus récemment, la doxorubicine a pu étre encapsulée dans des
NPs de pectine autoassemblées (DOX-P-NPs) (123), induisant ainsi plus de mortalité des
cellules cancéreuses HepG2 que la forme libre. De la méme maniére, la réduction du
volume tumoral in vivo (souris nude BALB/c) était plus important avec les DOX-P-NPs.
De plus, les DOX-P-NPs n‘ont induit aucun effet indésirable cardiaque (analyses tissulaires
avec marquage hématoxyline/éosine) et n‘ont entrainé la mort d'aucune souris aprés 14

jours contrairement a la doxorubicine seule.

3.3.2. Les nanotubes de carbone

Les nanotubes de carbone (C-NTs) sont des tubes cylindriques composés de feuilles de
graphene en forme d’aiguille ouverte d'un coté et scellée de l'autre. En fonction du
nombre de couches formant les C-NTs, ces derniers seront monos ou multi parois (Figure
19). Les C-NTs peuvent servir de vecteurs a de multiples agents antimicrobiens et
anticancéreux réduisant ainsi leur toxicité (124). Les nanovecteurs non sphériques, tels
que les C-NTs, ont un tropisme lymphatique pouvant étre mis a profit dans le traitement
de métastases ganglionnaires (125). La stabilité du SOR ainsi que son « drug loading »
ont pu étre améliorés grace a une encapsulation a l'intérieur d’oxydes de graphéne
fonctionnalisés par des groupements d'acide folique (ciblage de cellules cancéreuses)
(126). En 2019, le SOR a été encapsulé avec succes dans des C-NTs pégylés (SOR-PEG-
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C-NTs). L'analyse de la toxicité in vitro (cellules HepG2) a souligné un effet antiprolifératif
deux fois plus important du SOR-PEG-C-NTs vs. SOR seul. Des effets thérapeutiques
antitumoraux in vivo (rats males Wistar) ont également été confirmés avec des effets
indésirables hépatiques réduits dans le cas du SOR-PEG-C-NTs vs. SOR seul (127).

Figure 19. Représentation de nanotubes de carbone (A) mono

paroi et (B) multi parois. Extrait de Elsayed et al., 2019

3.3.3. Les nanoparticules dérivées de I'albumine

L'albumine, protéine la plus abondante dans l'organisme humain, est l'un des
transporteurs majeurs du compartiment vasculaire (bilirubine, acides gras, etc ...). Du
fait de son ubiquité dans le compartiment sanguin, I'albumine représente un vecteur
attractif quant a la délivrance de médicaments. L'encapsulation d'actifs anticancéreux a
I'intérieur de nanoparticules d'albumine (Alb-NPs) s’est développée au cours des
derniéres années (128), aboutissant a une AMM de I’Abraxane® (paclitaxel encapsulé a
I'intérieur d’Alb-NPs, étude IMPACT CA046) en France en 2014 dans le traitement du
cancer du pancréas (129). Depuis, des équipes de chercheurs ont développé des
systemes de délivrance de SOR a partir d’albumine de sérum bovin (BSA). Pascalau et
al. ont réussi a synthétiser un gel a base de BSA encapsulant de maniére efficace le SOR.
La libération de ce dernier dans les cellules HepG2 entraine une diminution importante
de la viabilité pour des concentrations de I'ordre du uM (130). Récemment, Wang et al.
ont pu démontrer, in vitro et in vivo, la pertinence de I'utilisation d’Alb-NPs dans le
traitement du CHC. En effet, leurs Alb-NPs décorées de groupements folates et chargées
en SOR ont montré une internalisation et une efficacité thérapeutique sur cellules

cancéreuses hépatiques (SMMC-7721). De plus, le ciblage de la tumeur hépatique a été
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confirmé sur souris (131). L'omniprésence de I'albumine dans la circulation reste un atout
pour la délivrance seulement si cette derniere est fonctionnalisée afin d’améliorer le

ciblage. Dans le cas contraire, son intérét serait limité dans la stratégie du CHC.

3.3.4. Les systémes nanoparticulaires lipidiques

Les systémes nanoparticulaires lipidiques, tels que les NPLS, les LPs et NCLs sont
majoritairement composés de lipides mais different dans leur structure (Figure 20). Ces
systemes améliorant la biodisponibilité de I'actif (132) peuvent étre fonctionnalisés i)
dans l'optique de diminuer la captation par le systeme immunitaire (pégylation),
augmentant ainsi considérablement le temps de circulation, ii) ou bien afin d’obtenir un
meilleur ciblage des cellules cancéreuses (133-135). L'utilisation de ces trois types de

NPs sera discutée dans le contexte du CHC.

e Phospholipid
#  Active pharmaceutical ingredient
Rigid lipid
Liquid lipid
Oligonucleotide
Aqueous phase
Lipid phase

‘ Active pharmaceutical ingredient

Figure 20. Schéma de trois différents types de systémes nanoparticulaires
lipidiques, (A) les liposomes, (B) les nanoparticules lipidiques solides et (C) les

nanocapsules lipidiques. Extrait de Sheoran et al., 2022

a) Lesliposomes

Des fonctionnalisations sur des LPs ont été développées afin d'augmenter la sensibilité
au pH, aux champs magnétiques ou bien a la température. Yan et al., ont par exemple
développé des LPs sensibles au pH chargés en doxorubicine, améliorant de maniere
importante |'efficacité thérapeutique de celle-ci (136). Soenen et son équipe ont
développé un ciblage spécifique des cellules HepG2 dans un modéle de coculture a partir
de magnétoliposomes en ajoutant des groupements galactoses a des LPs a noyau d’oxyde
de fer (137). D'autre formulations liposomales comme des liposomes pégylés de

cantharidine ou des liposomes cationiques de curcumine ont montrés d’excellents
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résultats sur les lignées cellulaires HepG2 et H-22 respectivement. En effet, chacune des
formulations liposomales a induit une diminution de la prolifération cellulaire par mort

apoptotique a la fois in vitro et in vivo sur des modeles murins (138,139).

b) Les nanoparticules lipidiques solides

Les NPLS sont de bons vecteurs améliorant I'efficacité thérapeutique de molécules
anticancéreuses en particulier dans le cancer du sein triple négatif (140,141). Le
développement de NPLS dans le cadre du traitement de I'hépatocarcinome n'est pas en
reste. En effet, plusieurs études ont démontré que I'encapsulation d’actifs, notamment le
SOR, pouvait étre réalisée a I'intérieur de NPLS. Les NPLS ont permis le relargage efficace
du SOR dans les cellules hépatiques cancéreuses, améliorant de maniére considérable
son efficacité thérapeutique tant in vitro qu’in vivo (142-144). Grillone et al. ont
ingénieusement encapsulé du SOR ainsi que des NPs d'oxyde de fer
superparamagnétiques a l'intérieur de NPLS grace a une matrice de palmitate
d’hexadécyle. Les NPLS formulées ont montré une excellente biocompatibilité et stabilité
tout en inhibant de maniere importante la prolifération tumorale in vitro des cellules
HepG2 (145).

c) Les NCLs

Dans une étude de Yang et al., les petits ARN interférents (ARNSsi), capables d'inhiber
spécifiquement I'expression d’un géne ont été combinés aux NCLs. La chimiorésistance,
partiellement due a la présence de cellules souches a été contournée grace a la
combinaison de Bmil (protéine complexe polycomb) ARNSsi a |'intérieur de nanocapsules
lipidiques cationiques de cisplatine (CIS) (146). L'activité antitumorale des Bmi1-ARNSsi-
CIS-NCLs était significativement supérieure a celle du CIS seul ou du CIS-NCLs dans des
souris nudes Balb/c porteuses de CHC induit. La spécificité de ciblage des cellules souches
(marquage CD133) a ensuite été confirmée sur modéle HepG2 résistant au CIS. Les
Bmi1-ARNSsi-CIS-NCLs ont entrainé une diminution drastique de la population CD133+.
Rahman et al. ont évalué I'efficacité anticancéreuse de NCLs d'acide ganodérique (AG)
(AG-NCLs) in vitro sur des cellules HepG2 et in vivo sur des rats males Wistar. Les AG-
NCLs ont inhibé la prolifération in vitro par rapport aux NCLs blanches et a I'AG en
solution. In vivo, les AG-NCLs ont induit une régression des nodules tumoraux de cellules

HepG2 comparativement a I’AG en solution (148,149). Plus récemment, une équipe
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dirigée par Rahman a co-encapsulé du SOR et de I'AG dans des NCLs (AG-SOR-NCLs)
d’environ 30 nm. Leurs études in vitro ont prouvé la stabilité de la formulation dans
différents pH acides (comparaison au pH grastrique) et la libération des actifs sur 6h
atteignait presque les 70% de la quantité initiale encapsulée. Sur rats Wistar, les AG-
SOR-NCLs ont supprimé les nodules hépatiques, arrété la croissance tumorale et diminué
la sécrétion de cytokines pro inflammatoires (150). Clavreul et al. ont démontré |'effet
antiprolifératif ainsi qu’anti-angiogénique de SOR-NCLs in vivo sur un modéle murin de
glioblastome (151). En 2019, des NCLs ont été utilisées afin de codélivrer du SOR et de
la quercétine. Un double ciblage des cellules cancéreuses hépatique a été proposé grace
a l'addition sur les NCLs de deux ligands, la lactoferrine (LF) et I'acide glycyrrhétinique
AG. L'efficacité antitumorale de ces NCLs décorées a été validée a la fois sur modele
cellulaire ainsi que sur modele murin (152). Les NCLs permettent donc d’avoir de bons
taux d’encapsulation du SOR, une libération controlée de I'actif et surtout d’obtenir un
effet antitumoral élevé tant sur cultures cellulaires que sur modeles murins. Les analyses
histopathologiques, issues des résultats in vivo des études précédemment citées ne
montrent pas de lésions des cellules hépatiques saines : ceci met en valeur la diminution
des effets indésirables liés a I'actif encapsulé ainsi que la grande biocompatibilité de ces
vecteurs. Les NCLs représentent donc un réel atout dans la délivrance ciblée de

médicaments destinés a traiter le CHC.

L'analyse de la littérature a permis de mettre en avant I'intérét des NCLs comme vecteurs
d’actifs dirigés contre le CHC. II paraissait donc intéressant d’analyser, dans un premier
temps in vitro, les interactions entre NCLs et cellules hépatiques. Ces interactions ont été
étudiées dans le prochain chapitre. Deux modeles hépatiques, I'un cancéreux (analyse
du ciblage par les NCLs) et |'autre différencié (analyse de la biocompatibilité) ont été mis
en contact avec des NCLs a base de Transcutol®. Les profils de toxicité sur chaque modele

ont été caractérisés et les mécanismes d’internalisation explorés.

59



4. Transcutol® lipid nanocapsules and the proof of
concept of their interest for the vectorization of HCC
treatment
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4.1. Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC), the major form of liver cancer, is the third leading cause
of cancer worldwide. Late detection of the disease if oftenly seen due to a poor
symptomatology. Solution was brought in 2008 by the development and market
authorization approval of sorafenib (SOR), a tyrosine kinase inhibitor. Unfortunately, SOR
exhibits important side effects (hand-foot syndrome, vomiting, liver damage, etc ...) and
its bioavailability needs to be improved. Thus, LNCs were developed to overcome these
drawbacks as they can increase drug’s bioavailability and decrease its side effects.
Herein, blank LNCs were formulated to evaluate their uptake and
cytotoxicity/biocompatibility inside HepG2 cancer cells and HepaRG differentiated cells.
Results showed a fast internalization and high intracellular accumulation of LNCs in
HepG2 cells associated with an important cytotoxicity. In contrast, internalization was
much lower and slower in HepaRG cells and LNCs exhibited a good biocompatibility even
for high concentrations. Therefore, this preliminary study proved that LNCs were
attractive vectors for HCC therapy, and it would be of great interest to evaluate their

uptake and toxicity in vivo.

Keywords: liver; lipid nanocapsules; hepatocellular carcinoma;

cytotoxicity/biocompatibility; internalization

4.2. Introduction

Liver cancer is the third leading cause of cancer-related death worldwide, with almost
one million new cases per year (1). HCC represents around 90% of total liver cancer and
its curative treatments, such as transplantation and ablation, allow an overall survival
rate of 50 to 70% after 5 years. Unfortunately, late diagnosis due to poor symptoms is

observed in most cases, thus only early HCC stages patients can benefit this type of
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therapy. SOR (Nevaxar®), a multi-tyrosine kinase inhibitor, had been the first and only
approved drug in advanced HCC for 10 years before sharing the first line of treatment
with immunotherapies in 2018 (atézolizumab - bevacizumab) and more recently in 2023
(tremelimumab - durvalumab) (7,46). Overall survival given by SOR is only around 1
year so drug’s bioavailability must be improved, inherent drug’s side effects need to be
decreased, and cancer resistance has to be evaded somehow. Indeed, multiple intrinsic
tumor parameters such as cancer stem cells renewal, dysregulation of multiples
pathways, particularly the downregulation of protein kinase mediators (Ras, Raf, MEK
and ERK), and the complexity of the tumor microenvironment decrease treatment
efficiency (153-155). A potential solution to overcome these drawbacks was found in the
development of nanosystems drug delivery (99,156). These nanosystems have attracted
interest in cancer thanks to their capacity to target cancer cells, and so improve drug’s
efficiency, and reduce their side effects (132,157). Among these nanosized vectors, lipid
nanocapsules (LNCs) can enhance drug’s bioavailability and they already demonstrated
their ability to encapsulate SOR (151). Moreover, LNCs present an hepatic tropism that
could be used against HCC as a passive targeting (158,159). Besides, cancer therapies
imply taking a chronic treatment, therefore LNCs’ interactions with liver cells after
repeated exposure needed to be evaluated. For this study, two hepatic cell lines were
chosen: HepG2 cancer cells and differentiated HepaRG cells. HepG2 model was selected
as an hepatocarcinoma model whereas HepaRG one, the closest model to primary human
hepatocytes, as a mimicking model to healthy liver cells. HepaRG cell line expresses high
metabolic activity and is differentiated over one month, consequently allowing chronic
studies. Furthermore, HepaRG cell line might be considered as no tumorigenic cells (160).
In this context, this preliminary study aimed to evaluate the interactions of blank LNCs
(as potential nanovectors for HCC therapy) with HepG2 and HepaRG cells after acute
exposure, and after 4 weeks of exposure on HepaRG cell line. Toxicity assessment has
been performed through mitochondrial and lysosomal activity and highlighted a higher
toxicity of LNCs on HepG2 cells. Evaluation of kinetics was in accordance with toxicity
data showing a faster internalization in HepG2 model. Overall data suggest an interest of

using LNCs for hepatocarcinoma vectorized therapy.
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4.3. Material and methods

4.3.1. Materials

Dulbecco’s phosphate buffer saline (DPBS), tryspine (0.25 and 0.05%), non-essential
amino-acids, sodium pyruvate, hydrocortisone, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-biopyl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT), 3-Amino-7-dimethylamino-2-methylphenazine
(NRU), hydrochloridechlorpromazine hydrochloride (CPZ), genistein (GEN), dimethyl
sulfoxide (DMSO), insulin from bovine pancreas, acetaminophen and
penicillin/streptomycin were obtained from Sigma-Aldrich (Munich, Germany; St.
Quentin-Fallavier, France; Zwijndrecht, The Netherlands). Williams'E medium, minimum
essential medium (MEM), Hyclone® fetal bovine serum (FBS) and GlutaMAX™ supplement
were purchased from Fisher Scientific (Illkirch, France). Dutcher® FBS was purchased
from Dutscher (Bernolsheim, France). Lipoid® S100 and Kolliphor® HS15 were purchased
from Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Germany) and BASF (Ludwigshafen, Germany),
respectively. Labrafil® M1944CS, Transcutol® HP and Labrafac® lipophile WL1349 were
purchased from Gattefossé France (Neuilly-sur-Seine, France). NaCl was purchased from
Prolabo VWR International (Fontenay-sous-Bois, France). Ultrapure water was obtained

from a Milli-Q® Advantage A10 System (Merck Millipore, Darmstadt, Germany).

4.3.2. Formulation and characterization of lipid nanocapsules
a) Preparation of DiD-TPB

DiD-TPB, was synthesized using a previously described method. (161). Briefly, 100 mg
of 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3'tetramethylindodicarbocyanine perchlorate (DiD, Life
Technologies, Carlsbad, California, USA) was mixed with 0.71 g (20 mol eq.) of sodium
tetraphenylborate in ethyl acetate, which dissolved both salts easily. Then, a thin-layer
chromatography was performed to confirm the formation of the modified salt, where the
product progressed faster than the starting DiD perchlorate (dichloromethane/methanol,
95/5). After evaporation of the solvent, the product (DiD-TPB) was purified by column
chromatography (dichloromethane/methanol, 95/5).

b) Formulation of LNCs

LNCs were formulated according to a previously described method (151) corresponding
to a phase inversion temperature solvent-free process. Composition of LNCs is detailed
in Table 4. Mix of Labrafac® and Labrafil® was used for unloaded-LNCs (LNCs) and DiD-
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TPB was solubilized in Labrafac® and Labrafil® for DiD loaded-LNCs (DiD-LNCs). Briefly,
Lipoid® S100 was solubilized in Labrafac® (Labrafac®/Labrafil® mix for DiD-LNCs) at
around 60°C under magnetic stirring, then Labrafil® was added following Transcutol® HP.
Then, Kolliphor® HS15, NaCl, and water were weighed and added to the formulation vial.
Three cycles of heating, up to 95°C, and cooling, down to 60°C, were performed under
magnetic stirring. Then, quenching water at 4°C was added to obtain LNCs’ suspension.
Magnetic stirring was then maintained for 5 min at room temperature. Finally, LNCs’
suspensions were filtered (0.22 um sterile poly ethersulfone membrane (Dutscher,

Bernolsheim, France).

c) Physico-chemical characterization of LNCs

The size distribution, zeta(()-potential and polydispersity index (PDI) were determined
by dynamic light scattering (DLS) on a Zetasizer® Nano serie DTS 1060 (Malvern
Instruments S.A., Worcestershire, UK), with a prior 1/400 dilution in water of LNCs’
suspension. LNCs’ size was also characterized using nanoparticle tracking analysis on a
NanoSight NS300 device (Malvern Instruments S.A., Worcestershire, UK) with a prior
1/500,000 dilution in water. Fluorescence was measured on a FluoroMax®-4
spectrophotometer (HORIBA Jobin Yvon Inc., New Jersey, USA). Fluorescence emission
spectra were recorded at room temperature with 650 nm excitation wavelength, with an
excitation slit width of 3 nm and an integration time of 0.5 s. Emission spectra were
collected from 655 to 750 nm with a slit width of 2 nm and a 1 nm increment. LNCs’
suspension was diluted at 1/10,000 in water.

The concentration of the suspensions was calculated in mg/mL by dividing the weight of

all excipients by the weight of water.
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Tableau 4. Composition of two batches of LNCs

Constituents LNCs DID-LNCs
Amount in mg

Transcutol® HP 700 87.5
Labrafil® M1944CS 1000 53.6
Labrafac® lipophile WL 1349 400 214
DiD-TPB (2%) in Labrafil®
M1944CS (71,4% w/w) & 100
Labrafac® lipophile WL1349
(28,6% w/w) mix solution
Lipoid® S100 150 18.75
Kolliphor® HS15 1000 125
NacCl 100 12.5
Purified water 1800 22
Purified water at 4°C 5000 625

4.3.3. Cells and cell culture conditions
a) HepG2 cell line

HepG2 cells (ATCC® HB-8065) were cultivated from 3™ to 18™ passages in MEM
supplemented with 10% (v/v) FBS, 1X NEAA, 1 mM of sodium pyruvate in solution, and
antibiotic solution (100 units/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin) in a humidified
atmosphere of 5% C02, 95% air at 37 °C. When cells reach 80% confluence, they were
washed with DPBS, then trypsinized, and seeded at 2.10* cells/cm? in a T25 flask.

b) HepaRG cell line

HepaRG cells (Biopredict International) were seeded at 2.6.10% cells/cm? in a T75 flask
and cultivated from 12t to 18t passages in Williams’E medium supplemented with 10%
(v/v) FBS, antibiotic solution (100 units/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin), 1X
GlutaMAX™, hydrocortisone (25 ug/mL) and insulin (5 pg/mL) in a humidified
atmosphere of 5% CO2, 95% air at 37 °C. Once 100% confluence is reached, usually
after two weeks of growth, 2% DMSO was added in the media for 2 more weeks in order

to potentiate the differentiation in hepatocytes (50%) and biliary like cells (50%). This
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model expresses a high metabolic activity (phase I and II enzymes) which is stable and

maintained over 4 weeks, thus allowing chronic studies (162,163).

4.3.4. Treatment conditions
For acute treatment, both hepatoma cell lines were seeded at the same density

described above in either 12, 24 or 96 multiwell (MW) plates according to the
corresponding assay. Then cells were treated only once with LNCs. Only HepaRG model
was suitable for repeated exposure treatment. Briefly, after differentiation HepaRG cells
were exposed to LNCs every 2 to 3 days while media was renewed. After 2 and 4 weeks
of treatment, viability, kinetics and pathways of internalization were evaluated. Time of
exposure as well as LNCs' concentrations will be detailed more specifically in the following

sections.

4.3.5. Toxicity assessment

MTT, likewise NRU viability assays were performed to evaluate LNCs’ toxicity. In this
assay, HepG2 and HepaRG cells were seeded in 96MW plate. Cells were treated for 24 h
with LNCs' concentrations ranging from 0.001 to 10 mg/mL, diluted in supplemented
media with 10% FBS. Then media was removed and 100 pyL MTT solution (final
concentration of 0.5 mg/mL) was added per well for 1h. The MTT was subsequently
removed and 100 uL of DMSO was used to solubilize MTT crystals. Plates were mixed for
5 minutes before reading the absorbance at 540 nm on a Clariostar® plate reader (BMG

Labtech, Champigny-sur-Marne, France).

4.3.6. LNCs uptake by liver cells
a) Kinetics of internalization

The uptake of LNCs by liver cells was analyzed by measuring the fluorescence of the DiD
using Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS). Briefly, HepG2 cells were seeded in
12MW plate and HepaRG cells in 24MW plate. Both cellular models were exposed to
different concentrations of LNCs suspension (0.10, 0.25 and 0.50 mg/mL), diluted in
supplemented media. Cells were exposed to LNCs from 15 min to 24 h and from 4 to 96
h for HepG2 and HepaRG cells, respectively. Cells were trypsinzed from plates and
washed twice with 4°C PBS (kept on ice during washing steps) before measuring
fluorescence on a CytoFLEX LX (Beckman Coulter, Brea, USA). A total of 10,000 cells

were gated and analyzed for each condition.
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For chronic treatment conditions, HepaRG cells were exposed to 0.25 mg/mL DiD-LNCs
for 4, 24 and 48 h, following either 2 or 4 weeks of exposure to unloaded-LNCs at the
same concentration. Similarly to acute conditions, a total of 10,000 cells were gated and

analyzed for each condition.

b) Pathways of internalization

Seeding conditions and LNCs’ treatment concentrations were the same than the kinetics
ones. In order to identify the type of transport used by LNCs, endocytosis blocking agents
were utilized, as well as 4°C temperature condition to evaluate the use of energy.
Clathrin-mediated endocytosis (CME) was inhibited by using 20 uM of chlorpromazine
and genistein at 200 uM was used to inhibit caveolin-mediated endocytosis (CavME)
(164). Cell lines were sensitized with blocking agents for 1h prior to LNCs exposure, then
cells were exposed to LNCs, 2 h for HepG2 cells and 4 h for HepaRG cells, in the presence
of the endocytosis inhibitors.

Regarding chronic exposure, seeding and treatment conditions were the same as the

ones used for kinetics of internalization.

4.3.7. Data analysis
Results were expressed as mean values £ SEM. A Mann-Whitney and a Kruskal-Wallis

tests were used for statistical/comparison analysis between two groups and three or more

groups, respectively. In both cases, p < 0.05 was considered statistically significant.

4.4, Results and discussion

4.4.1. Characterization of LNCs
Transcutol® based-LNCs were selected because they are able to encapsulate SOR (151).

Moreover, their stability have been validated over 10 months in storage conditions (2-8
°C) and also in gastrointestinal fluids in vitro (165,166). Thus, LNCs were formulated,
unloaded or loaded with DIiD, and a mean particle diameter close to 50 nm for both
formulations was obtained, with both Zetasizer® and Nanosight analysis; that means that
the solubilization of DiD inside the oily core did not modify the formulation size. A narrow
size distribution was found with a polydispersity index (PDI) lower than 0.2. (-potential
values ranged from - 4.22 mV for LNCs to 3.28 mV for DiD-LNCs (Table 5). DiD-TPB is a

dye with a cationic counter ion which can explain the positive (-potential. However, these
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Cell viability (%)

values were still around 0, and therefore considered as neutral in term of nanoparticle

surface charge.

Tableau 5. Characterization of LNCs: mean diameter in intensity (Zetasizer®) and in

number (Nanosight), PDI and (-potential. Data are shown as mean (n = 4-6) £ SEM

Hydrodynamic Hydrodynamic
Type of LNCs diameter with diameter with PDI {-potential (mV)
Zetasizer® (nm) Nanosight (nm)
LNCs 50.5+3.2 452 +2.5 0.13+0.03 -42+15
DiD-LNCs 50.0+2.4 49.03+4.0 0.15 +0.02 33+0.8

4.4.2. Toxicity assessment after acute exposure

Toxicity profiles of LNCs were analyzed by measuring both mitochondria activity (MTT

assay) and lysosomal activity (NRU) after 24h of exposure, varying concentrations from

0.001 to 10 mg/mL on HepG2 and HepaRG cell lines (Figure 21). HepG2 cell line was

chosen as it is a very well-known liver cancerous model, easy and low cost to work with.

HepaRG cells were selected because they are a differentiated liver cells considered as no

tumorigenic (160), they allow chronic studies and express a high metabolic activity.

Toxicity of LNCs is expected to be as high as possible on HepG2 cells, therefore

potentializing the toxicity of a future drug on liver cancer cells. Contrariwise, LNCs will

hopefully induce the lowest toxicity on HepaRG cells as they represent the future non-

targeted healthy liver cells.
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Figure 21. Cell viability assessed by (A) MTT and (B) NRU assays on HepG2 and

HepaRG cells after acute (24 h) exposure, and on HepaRG cells after 2 and 4 weeks of

chronic exposure to LNCs. Data are represented as % of viability in vehicle control cells

(n = 3-4) + SEM
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Toxicity was found to be concentration dependent on both hepatoma cells for MTT and
NRU assays, reaching around 10 and 20% of viability for the 10 mg/mL LNCs
concentration, respectively. LNCs had a higher toxicity on HepG2 cells compared to
HepaRG. Indeed, lethal concentrations at 50% of cell viability (LCso), calculated from MTT
curves, were around 0.90 mg/mL for HepG2 cells and 6.4 mg/mL for HepaRG cells (Table
6). Close results were found from NRU assay, highlighting a higher toxicity of LNCs on
HepG2 model. This difference in toxicity might be explained by the difference of
xenobiotic metabolic activities: HepaRG cell line highly expresses cytochromes P450,
phase I and IT enzymes when HepG2 cells lack of it. Another explanation could be related
to the difference in membrane composition between normal and cancer cells. Elfiky et al.
showed that cancer cells have a membrane enriched in negatively charged phospholipids
compared to normal cells (167). The affinity of our neutrally/positively charged-LNCs for
the HepG2 cells membrane might be higher than the one for HepaRG cells, hence
improving LNCs penetration as well as their toxicity in HepG2 cells. Besides, HepaRG
model is nowadays the closest one to the gold standard, represented by primary human
hepatocytes (168,169). Thus, it could be hypothesized that LNCs would have a limited
toxicity on hepatocytes and bile cells, while inducing a high mortality on HepG2. Hence,
LNCs could potentiate the efficacy of an anticancer drug such as SOR. Differences
between cancer and normal cells had been studied by Yan et al.. They analyzed the
uptake of polyester nanoparticles (NPs) on a pair of matched lung cells coming from the
same patient: a cancerous one, HCC401, and a normal one HBEC30-KT. They have found
that polyester NPs could enter via clathrin-dependent endocytosis in HCC4017 while
being arrested at the membrane of HBEC30-KT (170). This result support our findings
regarding the difference in toxicity between HepG2 and HepaRG cells. Thus, with around
7-fold difference in LCso, HepG2 cells were more sensitive to LNCs whereas HepaRG cells

were more resistant to LNCs.
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Tableau 6. LCso of LNCs after 24 h of exposure on HepG2 and HepaRG cell lines,
and after 2 and 4 weeks of exposure on HepaRG cell line. Data are shown as LCsp
(mg/mL) (n = 3-4) £ SEM. *, + and # represent a significative difference

between cell lines, time of exposure and type of assay, respectively (p < 0.05)

Ti f d
Cellline Type of assay ime of exposure (days)
1 14 28

MTT 0.91+0.02 *
HepG2 cells

NRU 0.77+0.21*

MTT 6.37+0.82 * 3.30+0.16 + 2.40+0.28 +
HepaRG cells

NRU 6.91+1.25*% 3.25+0.91 + 3.68+0.70 #

Additionally, it must be precised that both mitochondria and lysosomal activities were
higher than 80% for concentration of LNCs equal or below to 2 mg/mL. Thus,
biocompatibility of LNCs on HepaRG cells was demonstrated for these concentrations and
below. Assessment of LNCs toxicity was already done by Le Roux et al. on RAW264.7
cells (immortalized macrophages cells) and close results were found (171). These cells
exhibited cell viability (MTS) of around 80% after 24h of exposure to 2 mg/mL of
unloaded- 50 nm LNCs. Moreover, LNCs did not induce any genotoxicity (comet and
micronucleus assays) on human lymphocytes. Therefore, LNCs up to 2 mg/mL
concentration, might be biocompatible with hepatocytes and hypothetically, might not

induce toxicity on resident (macrophages) and circulating (lymphocytes) immune cells.

4.4.3. Toxicity assessment after chronic exposure

As advanced HCC is corelated with taking long term treatments, cell viability was also
evaluated on HepaRG cells after 2 and 4 weeks of exposure to LNCs, varying
concentration from 0.001 up to 5 mg/mL (Figure 20). This assay will give an insight on
the potential hazard of LNCs after repeated exposure and thus a better understanding of

the side effects on hepatocytes and bile cells.

LNCs induced a decrease in mitochondrial activity at the highest concentration (5 mg/mL)
resulting in the death of all HepaRG population after both 2 and 4 weeks of exposure.
Metabolic activity of lysosomes gave similar results although around 15% of HepaRG cells
were still alive. Furthermore, it could be highlighted that toxicity of LNCs was time
dependent. Indeed, LCso decreased after 2 weeks compared to the acute 24h of exposure

and decreased even more after 4 weeks (Table 6). Even though LCNs generated a high
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toxicity at 5 mg/mL, for concentrations equal or below to 2 mg/mL cell viability was
between 70 to 80% for both MTT and NRU assays, which validate the LNCs hepatic
chronic biocompatibility, in vitro, below these concentrations. To date, assessment of
LNCs’ toxicity on liver cells after one month of chronic exposure has not been studied in
vitro nor in vivo. Nevertheless, Voigt et al. analyzed rats’ organs after intravenous
injection of polybutylcyanoacrylate NPs (PBCA-NPs) once a week during a month. They
showed that the weight of the animal was not affected. A histological analysis of some
organs, notably the liver, was performed and no abnormalities was found in any of them
(172). Similar results were observed by Hureaux et al. while studying the toxicity and
the efficacy of unloaded- and paclitaxel-loaded LNCs after i.v. administration in mice.
After daily injections for five consecutive days, no mortality was observed nor histological

lesions (liver, spleen, kidneys), and the complete blood count came back normal (173).

The present preliminary study aims to investigate the relevance of using LNCs for SOR
drug delivery against HCC. Interestingly, SOR has already been successfully encapsulated
inside 50 mn LNCs by Clavreul et al. with a high encapsulation efficiency (90%). They
studied the efficiency of SOR-LNCs on glioblastoma bearing mice and had good results,
but liver parameters weren't assessed (151). Therefore, an evaluation of LNCs’ toxicity
on a murine model would be needed, after 1 month of repeated exposure, to validate /)
the in vivo biocompatibility of SOR-LNCs and ii) the in vivo efficacy on HCC xenograft

model.

4.4.4. LNCs uptake by liver cells

It is crucial to understand the kinetics of LNCs inside cancerous and non-cancerous liver
cells to know where the drug will preferentially be uptaken. Three concentrations (0.10,
0.25 and 0.50 mg/mL) were kept from the toxicological studies as they induced either

no or sub toxicity (cell viability > 95%).

Tracking of LNCs was achievable by detecting DiD fluorescence combined with a detection
by FACS method. The cytometer used for this assay allowed the measurement of two
kinetics parameters. The first one is the percentage of positive cells to the DiD
fluorescence; this parameter gives feedback on how much cells, out of the total living
population, internalized the LNCs (Figure 22. A, B and C). The second, called median

fluorescence intensity (MFI), reflects the intracellular accumulation of LNCs (Figure 22.
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D, E and F). By raising LNCs concentration, internalization was increasing but not
significantly, therefore no concentration effect was detected. LNCs were quickly
internalized inside HepG2 cells with more than 90% of positivity after only 4 h of exposure
(Figure 22. A). In comparison, around 40% of LNCs were internalized after 4 h in HepaRG
cells, and 48 h were needed for LNCs to be internalized by around 70% of these cells.
Besides, a saturation phenomenon was observed on HepaRG cell line. Indeed, it seems
that from 48 to 96 h of exposure, LNCs will not be uptaken by more than 70 to 80% of
HepaRG cells. Apparently intracellular accumulation followed the same logic because the
MFI did not increase after 48 h (Figure 22. E). In contrast, the MFI of HepG2 cells
continued to increase up to 24 h of exposure to LNCs (Figure 22. D), with a 2-fold
difference compared to HepaRG cells for the same concentration at the same time of
exposure. LNCs were internalized preferentially inside cancerous HepG2 cell line with a
high intracellular accumulation, whereas in HepaRG cells, internalization as well as
intracellular accumulation took a lot more time and were limited, probably due to a
saturation effect. Thus, LNCs were quickly internalized (passive targeting) and exhibited
a high toxicity on HepG2 cells, when conversely a much lower toxicity was observed on

HepaRG cells due to a slow and limited internalization.

Moreover, internalization of LNCs upon chronic exposure had to be assessed in order to
evaluate possible modifications of kinetics and mechanisms. LNCs kinetics of
internalization did not change after 4 nor 24 h of exposure on HepaRG cells when
comparing acute and chronic exposure (Figure 22. C and F). Interestingly, after 48 h of
exposure following the chronic exposure, both uptake and intracellular accumulation were
lower when comparing to the acute results. Therefore, the saturation effect observed at
48 h, after a unique exposure to LNCs, was even more exacerbated following repeated
exposure. This outcome means that over repeated exposure, LNCs do not accumulate in

HepaRG cell line.

71



100

% of positive cells
to DiD signal

intensity) arbitrary units

MFI (median fluorescnece

10000

5000

HepG2
A Acute exposure

I

[

3]
o
PR [ T T

0- il ||
0.25 0.5 1 2 4
Time of exposure (hours)
D
[ 0.10 mg/mL
I 0.25 mg/mL
Il 0.50 mg/mL

025 0.5 1 2 4
Time of exposure (hours)

24

24

100+

50

10000

5000

4

HepaRG
Acute exposure

24 48 72
Time of exposure (hours)

[ 0.10 mg/mL

I 0.25 mg/mL

Il 0.50 mg/mL
+

24 48 72
Time of exposure (hours)

96

96

HepaRG

¢ Chronic exposure
100~

50

4 24 48

Time of exposure (hours)

1
!

10000

5000

Time of exposure (hours)

Figure 22. Uptake of LNCs in HepG2 (A and D) and HepaRG (B and E) cells after acute

exposure, and in HepaRG cells after 4 weeks of chronic exposure (C and F). Data

represent the % of positive cells to DiD signal (A, B and C) and the MFI in arbitrary unit

(D, Eand F) (n = 3-4) £ SEM. * and + (p < 0.05) represent a significative difference

between samples concentrations and time of exposure, respectively.

Finally, evaluation of internalization mechanisms was achieved to determine if the uptake

mechanisms were energy- or not dependent, and which was the major signaling pathway.

Knowing cellular transport of LNCs is essential because if they are dependent on a specific

pathway, its inhibition might block LNCs internalization and therefore decreasing the

drug’s availability. Herein, after acute exposure, around 80% of LNCs internalization was

inhibited by the 4°C condition on both cell lines (Figure 23). Thus, LNCs were mainly

internalized via an active pathway. This active mechanism of uptake was confirmed on

both cellular models by using metabolic inhibitors. Genistein, a caveolin-mediated

endocytosis (CavME) inhibitor, could block around 30% and 80% of internalization on

HepG2 and HepaRG cells, respectively. Thus, CavME was confirmed to be involved in
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Figure 23. Assessment of endocytosis-mediated pathways of internalization after
acute exposure on HepG2 cells (A), and after acute and chronic exposure on HepaRG
cells (B). Data are expressed in % of positive cells to DiD signal (n = 3) £ SEM. * (p

< 0.05) and ** (p < 0.001) represent a significative difference compared to the

control.

LNCs transport through HepG2 and HepaRG cells. In contrast, chlorpromazine did not
modify LNCs uptake which means that LNCs were not internalized via clathrin-mediated
endocytosis (CME) in any cell line. In an ovarian cancer cell line (IGROV-1), 50 nm
cisplatin-LNCs were found to be uptaken by CavME (174). In A549 cells, caveolae were
involved as well in the uptake of 60 nm poly-lactic acid NPs (175). Additionally, knowing
that the size of caveolin is around 60 nm, LNCs of 50 nm in diameter were expected to
be internalized by CavME (164). However, Paillard et al. showed that LNCs of 50 nm were
mainly internalized via CME in F98 cell line (176), and paclitaxel-loaded LNCs shared CME
and CavME for their transport across Caco-2 cell line (177). Ultimately, cellular trafficking
is dependent on cell type but also depends on size and surface charge of NPs (178-181).
The saturation effect observed after acute and chronic exposure on HepaRG model might
be linked to cellular trafficking. CavME was the main pathway used by LNCs in HepaRG
cell line, but if receptors for caveolae are saturated and CavME can't be relayed by
another pathway, LNCs might be blocked at the membrane and thus not internalized
anymore. The results regarding the pathways after chronic exposure were very close to
the ones observed after acute exposure; therefore, repeated exposure over 4 weeks did

not seem to influence intracellular trafficking (Figure 22. B). As no one studied yet LNCs
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trafficking after repeated exposure over a month, the biological answer remained to be
discovered but it was hoped that no changes will be observed. To assure a controlled
release, it is essential to know that after a long-term exposure intracellular trafficking is

not modified, which was the case for this study.

4.5. Conclusion

LNCs were found to be internalized faster in HepG2 cancer cells than in HepaRG
differentiated ones. Moreover, LNCs were accumulated in HepG2 model, whereas in
HepaRG a saturation effect was detected. In accordance with uptake results, LNCs
toxicity on HepG2 cell line was 7-fold higher than in HepaRG cells. Additionally, results
after 24 h of unique exposure, and up to one month of repeated exposure on HepaRG
cells, showed that LNCs could be biocompatible (cell viability above 70%) even at a high
concentration (2 mg/mL). Repeated exposure did not change the kinetics nor pathways
of internalization. Regarding the encouraging results from our study and knowing that
LNCs can encapsulate SOR, in vivo assessment is now needed to confirm the usefulness

of LNCs as SOR carriers for HCC vectorized therapy.
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Discussion

Les NCLs ont prouvé leur intérét vectoriel dans diverses pathologies grace a leur capacité
d’encapsulation d’actifs anticancéreux variés (SOR, CIS, quercétine, paclitaxel, etc ...).
De plus, les NCLs sont connues pour posséder un fort tropisme hépatique (133,159).
Cette accumulation hépatique peut s'avérer délétere pour une vectorisation ne ciblant
pas le foie (effets indésirables). Toutefois, cette propriété peut devenir un avantage et
étre mise a profit afin de potentialiser la distribution des anticancéreux au niveau
hépatique et limiter les effets indésirables dans le traitement du CHC. Les NCLs semblent
donc étre de bons candidats vecteurs contre le CHC. Cependant, le ciblage des cellules
cancéreuses hépatiques devait étre étudié tout autant que l'innocuité sur cellules

hépatiques saines.

Ce travail de these s'est intéressé aux différentes stratégies vectorielles déja étudiées
pour le traitement du CHC ainsi qu’a un travail expérimental in vitro préliminaire étudiant
les interactions entre les NCLS et les cellules hépatiques. Ce travail a mis en évidence
une internalisation rapide et compléte des NCLs par les cellules cancéreuses HepG2 aprés
4 h d'exposition. En comparaison, des liposomes cationiques n‘ont été internalisés que
par 65% des cellules HepG2 aprés 3 h d’exposition (182). Afin d'améliorer le ciblage des
cellules cancéreuses hépatiques, il est possible de rajouter des groupements fonctionnels
sur les NPs qui pourront interagir avec des récepteurs ou protéines surexprimés chez les
patients atteints de CHC. Parmi ces cibles sont retrouvés le glypican-3 (GPC3), une
glycoprotéine non détectée dans les hépatocytes normaux mais exprimée par les cellules
cancéreuses hépatiques (183), les récepteurs de l'acide folique (AFr) et aussi les
récepteurs de l'acide rétinoique (99). Des NPs polymériques chargées en SOR et
fonctionnalisées avec un peptide ciblant le récepteur du GPC3 ont augmenté la régression
tumorale in vivo comparativement aux NPs sans peptide (184). Des résultats similaires
ont été observés sur la lignée HepG2 : des micelles polymériques fonctionnalisées avec
du folate ont augmenté la proportion de cellules HepG2 apoptotiques par rapport aux
micelles sans folate (185). Dans notre étude, les NCLs ciblent de maniere passive les
cellules HepG2 et sont internalisées tres rapidement par rapport a des cellules non

cancéreuses, mettant en doute I'intérét d'ajouter une fonctionnalisation ciblante.
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Concernant la biocompatibilité, la composition ainsi que le procédé de formulation par
inversion de phase permettent aux NCLs d’induire peu d’effets toxiques par rapport a
d'autres systémes nanoparticulaires. Dans la littérature, la majorité des études in vitro
se concentrent sur I'évaluation de I'efficacité thérapeutique des vecteurs sans vérifier leur
effet sur cellules non cancéreuses. Dans notre étude, I'innocuité hépatique des NCLs a
été évaluée sur les cellules HepaRG. Ces derniéres internalisent de maniére lente et
incomplete les NCLs. De plus, la mort cellulaire induite par les NCLs sur la lignée HepaRG
était environ 7 fois moins importante que sur les cellules HepG2. Pour la premiere fois,
I'innocuité hépatique des NCLs a été étudiée aprés 4 semaines d’exposition in vitro,
expérience possible grace a la stabilité du modéle HepaRG. Les résultats ont démontré
une bonne tolérance des NCLs a des concentrations élevées apres un mois d’expositions
répétées. Leur biocompatibilité a également été confirmée, en particulier au niveau
hépatique, chez la souris apres des études de toxicité aigué (dose unique) et subaigué
(une dose par jour pendant 1 mois) (186). En comparaison, les NPs métalliques induisent
une forte toxicité hépatique (187). Les études démontrent, comparativement aux autres
types de nanovecteurs, une excellente biocompatibilité hépatique des NCL. Les Ag-NPs
entrainent par exemple une nécrose hépatique avec hémorragies (188) tandis que les
NPs de titane induisent un début de fibrose associée a une infiltration de cellules

inflammatoires hépatiques (189).

Tous les excipients entrant dans la formulation des NCLs sont validés par la FDA et
considérés comme « GRAS », Pourtant, deux équipes de recherche ont mis en évidence
une certaine toxicité de I'un des composés, le Kolliphor®. Ce dernier a entrainé une
augmentation de la production de monoxyde d‘azote (NO) dans une lignée
macrophagique murine (RAW264.7) (171). Maupas et al. ont confirmé la toxicité du
Kolliphor® sur une lignée de kératinocytes humains (cellules HaCaT) : I'analyse des
concentrations létales a 50% (CL50) de 6 tensioactifs différents classe le Kolliphor en
28me position du plus toxique. Le Cremophor® EL, classé en 5™ position, posseéde une
toxicité 4 fois moins importante que celle du Kolliphor® lorsqu’ils sont analysés seuls en
solution et environ 10 fois moins importante lorsqu'ils sont associés aux autres excipients
sous forme nanoparticulaire (190). De plus, la taille des NCLs ne parait pas étre modifiée
par l'utilisation de I'un ou l'autre de ces tensioactifs. Il serait donc intéressant, aprés

validation des caracteres physico-chimiques, d'utiliser le Cremophor® EL a la place du
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Kolliphor® dans nos formulations. Il serait ainsi possible de comparer les profils de toxicité
et les cinétiques d'internalisation de ces deux formulations sur les modeles cellulaires
hépatiques que nous avons utilisés. L'innocuité des nanovecteurs reste primordiale
quelque que soit la pathologie ciblée, il est donc nécessaire d’optimiser la biocompatibilité
des NCLs afin de minimiser les risques de toxicité potentiels lors de développements

cliniques futurs.

La prochaine étape de développement correspondrait donc a I'encapsulation du SOR dans
les NCLs. Ces formulations seraient ensuite testées sur des lignées hépatiques
cancéreuses, résistantes et non résistantes, ainsi que sur lignée hépatique saine tels que
les cellules HepaRG et les cellules hépatiques primaires. Par la suite, des tests in vivo
seraient nécessaires afin d'évaluer les hypotheses observées in vitro. Les NCLs chargées
en SOR pourront étre testées sur 3 groupes murins différents : un groupe sain (controle,
analyse de I'innocuité), un groupe HCC normal et un troisieme HCC résistant. Les modeéles
xénogreffés sont souvent choisis par les chercheurs car rapides a mettre en place mais
ne refletent que peu la réalité de I'environnement tumoral. Il existe également des
modeles murins avec des HCC induits qui sont plus longs a mettre en place mais qui
représentent davantage la physiopathologie de la pathologie étudiée (191). Cela
permettrait de de profiter du ciblage passif des NCL au niveau hépatique tout en prenant

en compte I'environnement tumoral qui risque de modifier la cinétique des NCLs.
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Conclusion et perspectives

Depuis 2018 les immunothérapies sont venues compléter I'arsenal thérapeutique du CHC
et représentent le 1° choix de traitement, doublant ainsi la survie globale des patients
comparativement au traitement par SOR. Le SOR, juste derriére, reste toutefois en 1¢
ligne de traitement mais posséde une biodisponibilité par voie orale limitée et n’est pas
exempt d'effets indésirables. Plusieurs laboratoires de recherche ont pu utiliser différents
types de NPs afin d’encapsuler le SOR et ainsi tenter de surmonter les inconvénients
inhérents a cette molécule. Parmi ces NPs, les NCLs semblent étre une option de choix
grace a leur innocuité, leur capacité d’encapsulation élevée ainsi que leur accumulation
hépatique. Notre étude préliminaire a confirmé a la fois la biocompatibilité hépatique des
NCLs (lignée HepaRG) ainsi que le ciblage passif des cellules hépatiques cancéreuses
(HepG2). Clavreul et al. ont déja démontré que des NCLs de 50 nm, de composition
identique a celle utilisée dans notre étude, pouvaient encapsuler 2.11 £ 0.03 mg de SOR
par gramme de formulation. Dans notre partie expérimentale, les NCLs entrainaient 90%
de mortalité sur la lignée HepG2 a la dose de 2 mg/mL tandis qu'elles restaient
biocompatibles sur la lignée HepaRG pour la méme concentration, et ce méme apres 4
semaines d’exposition. Il serait donc possible d’encapsuler, en théorie, jusqu'a 4.22 ug
de SOR dans les NCLs (SOR-LNCs), potentialisant ainsi l'efficacité du SOR par
amélioration du ciblage hépatique. Ces SOR-LNCs seraient ensuite injectées en IV dans
un modéle murin HCC induit de préférence. L'efficacité thérapeutique, par réduction du
volume tumoral, serait alors mesurée et pourra étre comparée vs. le SOR seul par voie
orale. Enfin, la tolérance globale des NCLs devrait étre étudiée en se basant sur les effets
indésirables fréquents observés dans le cas d'un traitement pas SOR. Ainsi, un
ionogramme sanguin, des bilans rénaux et hépatiques ainsi qu’une analyse de I'épiderme,

un bilan hématologique et un bilan cardiaque devraient étre réalisés.
En conclusion, les NCLs possedent un avenir prometteur dans la stratégie thérapeutique

du CHC sous réserve de validation in vivo alliant une efficacité thérapeutique limitant les

effets indésirables.
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DELAPORTE Flavien

Stratégie thérapeutique de I’'hépatocarcinome : pertinence de la
vectorisation ?

Ce mémoire de thése, aprés un rappel sur le foie (anatomie, histologie et
fonctions hépatiques) et ses pathologies associées, a présenté la
stratégie thérapeutique décisionnelle du CHC intégrant les nouvelles
recommandations de 2023. Un état de I'art résume ensuite quelles sont
les NPs développées dans le cadre de leur utilisation contre le CHC. Une
partie expérimentale a permis de mettre en évidence l'intérét des NCLs
dans la stratégie thérapeutique du CHC. En effet, les NCLs démontrent
une internalisation préférentielle et rapide dans les cellules cancéreuses
hépatiques (HepG2) comparativement aux cellules hépatiques
différentiées (HepaRG). De plus, la faible toxicité engendrée sur les
cellules HepaRG, aprés exposition aigué et chronique, a mis en valeur
une bonne biocompatibilité hépatique des vecteurs in vitro. Pour finir, la
discussion a mis en évidence des points d’amélioration, notamment
I'amélioration du ciblage du CHC par ajout de groupements/peptides
ciblants. Pour conclure, les NCLs semblent étre de bons candidats
nanovectoriels complétant I'arsenal thérapeutique du CHC, nécessitant
toutefois une confirmation de ces hypothéses in vivo avant de pouvoir
passer aux étapes de développement clinique futures.

Mots-clés : foie, hépatocarcinome, nanocapsules lipidiques, toxicité/biocompatibilité, internalisation

Hepatocellular carcinoma therapeutic strategy: relevance of
vectorization?

This thesis dissertation, following a short reminder about the liver
(anatomy, histology and hepatic functions) and its associated diseases,
presented the HCC therapeutic strategy in respect of the new 2023
recommendations. Then, a state of art summarized which NPs were
developed in the framework of the HCC. An experimental part highlighted
the interest of LNCs in the therapeutic strategy against HCC. Indeed,
LNCs showed a quick and preferential internalization inside cancerous
liver cells (HepG2) rather than in differentiated liver cells (HepaRG).
Moreover, the low toxicity observed on HepaRG cells, after acute and
chronic exposure, underlined the in vitro liver biocompatibility of LNCs.
Finally, the discussion showed some points of improvement, notably
using some targeting functions/peptides in order to obtain a better liver
targeting. To conclude, LNCs seem to be good nanovector candidates for
the therapeutic arsenal against HCC, although an in vivo confirmation of
the hypothesis is required before proceeding to further clinical
development.

Keywords: liver, hepatocellular carcinoma, lipid nanocapsules, toxicity/biocompatibility,
internalization
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