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Introduction

Avant de commencer, ce travail, j'ai essayé de lire et surtout de comprendre les
différentes démarches d’habilitations a diriger les recherche (HDR) de scientifiques proches
de mon domaine et de collegues que je c6toie (Millot 2005; Sandre 2012; Demoisson 2015;
Leray 2022). Mon interprétation de cette littérature est que, méme si les HDR ont des
organisations plus ou moins communes, i.e. présentation du chercheur, de ses activités de
recherche et d’enseignement ainsi que de ses futurs projets, écrire et défendre une HDR me
parait étre un exercice personnel propre a la culture scientifique et la personnalité du
candidat. De mon point de vue, je vois 'HDR comme un travail de synthése de mes
expériences antérieures démontrant ma capacité a mener et surtout a diriger des projets de
recherches de maniére « autonome ». Bien que I'envie d’autonomie soit une des raisons
principales pour présenter cette HDR, je pense néanmoins que la recherche ne peut pas se
faire en autarcie et que les résultats viennent certes d’idées parfois individuelles mais aussi
surtout d’échanges et de rencontres enrichissantes. Je crois que I’évolution professionnelle,
comme celle personnelle est avant tout faite de rencontres qui forgent des caractéeres et
permettent de s’épanouir et de trouver ses points forts et points faibles. Ainsi, dans cette
introduction, je citerai et remercierai les personnes qui m’ont donné l'opportunité de
développer ma personnalité et d’émanciper mes compétences. Enfin, il me semble que
I’évolution de notre mission de chercheur fait place a une plus grande individualité des
carriéres et que cela peut apparaitre comme excluant les étudiant(e)s que nous formons alors
qu’ils sont I'essence méme de beaucoup des résultats de recherches de nos institutions
académiques. Je citerai aussi la plupart de ces étudiants qui ont été indispensables a
I'obtention des résultats présentés dans ce manuscrit. Toutes ces relations professionnelles
qui sont méme devenues pour certain(e)s des ami(e)s me permettent encore aujourd’hui de
poursuivre ou d’amorcer des projets collaboratifs nationaux et internationaux.

Dans le cadre de la rédaction de ce rapport, différentes décisions ont été prises. En
premier lieu, je pense qu’il est important de ne pas étre exhaustif mais plutét percutant sur
ses principaux travaux. Ainsi, je ne présenterai que les études que jestime étre les plus
représentatives et ayant le plus influencé les thématiques que je souhaiterais développer
durant ces prochaines années. De plus, j'ai préféré détailler ces travaux de maniére a voir leurs
impacts sur I’évolution de mes intéréts de recherche plutét que d’une maniéere purement
chronologique. Par ailleurs, il est courant d’ajouter au manuscrit les travaux significatifs du
candidat. Je pense qu’en 2023, a I’heure de la prise de conscience écologique et de la science
ouverte, il n’est plus utile de surcharger un document quand des outils tels que la plateforme
d’archive ouverte HAL existent. J'ai fait la démarche de déposer tous mes documents publiés
sur HAL et mettrai les liens HAL de tous les travaux cités dans ce manuscrit dans la partie sur
mes projets de recherche. Enfin, je ne présenterai mon CV qu’a la fin de ce manuscrit sans
rentrer (trop) dans les détails car je pense que cela n’est pas trés intéressant a détailler outre

mesure ni indispensable pour le lecteur. De plus, il existe aujourd’hui déja beaucoup de sites
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Introduction

web regroupant la plupart de ces informations (Scopus, Publons, ORCID, Lens,
Researchgate...).
Dans le cadre de ce rapport le plan s’articulera donc en trois parties principales :
1) Les principales activités de recherche
2) Les projets de recherche que je souhaiterais mener ces prochaines années

3) Mon Curriculum Vitae un peu détaillé

De formation ingénieur en génie des procédés donc destiné a des emplois plutét
industriels dans la pétrochimie, I’agroalimentaire ou I’environnement, j’ai toujours eu I'envie
et le besoin d’approfondir et d’essayer de comprendre (peut-étre un peu trop) de nombreux
concepts scientifiques. Par une rencontre avec Nadine Millot (et par un peu de chance) nous
avons obtenu un financement de thése CNRS a I'Université de Bourgogne de Dijon en 2007
sur un sujet tres intrigant : I’élaboration de nanoparticules d’oxyde de fer comme agents de
contraste en imagerie par résonance magnétique (IRM). De culture familiale trés médicale et
par un intérét certain, je suis sorti de ma zone de confort d’ingénieur génie chimique pour me
plonger dans le (nano)monde des nanomatériaux, de la caractérisation, de la
fonctionnalisation de surface et méme de la biologie cellulaire et de I'imagerie médicale. Lors
de ma thése de doctorat soutenue fin 2010 (Maurizi 2010) j'ai appris au contact de
Nadine Millot et de Frédéric Bouyer, mes deux encadrants, la synthése, la caractérisation et
la fonctionnalisation des nanoparticules, principalement pour applications biomédicales.
Nadine m’a aussi inculqué un positivisme et un soutien a toute épreuve avec I’envie commune
d’aller « vite a la biologie ». La biologie justement, j'y ait été introduit par David Vandroux,
Laure Dumont et Gérard Lizard qui m’ont appris les rudiments de la culture cellulaire et de la
cytotoxicité. J’ai donc mené cette thése en gérant la partie nanoparticules, fonctionnalisation,
caractérisation tout en apprenant chaque jour sur les exigences de la biologie cellulaire et
méme de I'imagerie médicale grace a Paul Walker et Francois Brunotte. J’ai aussi mis a profit
mes connaissances d’ingénieur pour me concentrer, avec un étudiant de Master (a I’époque),
Jérémy Paris, sur un aspect de la synthése de nanoparticules qui m’intéressaient
particulierement : le scale-up et la reproductibilité. A la fin de ce travail et diplome, je ne me
considérais pas comme un expert d’'une des disciplines explorées mais me sentais assez armé
pour travailler dans des projets regroupant nanomatériaux/biologie/médecine.

Suite a ma soutenance, j'ai rejoint, pendant 4 ans (2011-2015), le groupe de Heinrich
Hofmann a I'école polytechnique fédérale de Lausanne (EPFL) sur un projet européen FP7 :
Nanodiara. Notre groupe était trés central dans ce projet et devait développer des
nanoparticules d’oxyde de fer pour la détection et le traitement des pathologies arthritiques.
La chance pour un jeune chercheur avec ce type de projet est la pluridisciplinarité et le
pluriculturalisme. J'ai pu travailler avec des hopitaux notamment a la Charité de Berlin avec

Cindy Strehl et Timo Gaber qui m’ont permis de travailler sur les toxicités sanguines des
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nanoparticules. Avec ce méme organisme, je me suis méme initié au marquage de cellules
souches avec le doctorant Frank Schulze. Avec I’'h6pital de Geneve et de Nijmegen j’ai parfait
ma culture sur I'IRM et ai méme commencé a m’intéresser, a I'EPFL avec la doctorante
Usawadee Sakulkhu et Marie-Gabrielle Beuzelin, aux interactions entre les protéines et la
surface des nanoparticules. Ce projet européen avait également des collaborateurs industriels
et le développement de méthodes « GMP-like » était aussi une part importante des
compétences que j'ai développées. A la fin de ce contrat, j'avais une approche plus
d’ingénierie sur les nanoparticules développées de maniere suffisamment robuste pour éviter
tous les biais liés a la physicochimie pour mieux étudier et comprendre leurs interactions
biologiques. Poussé pour H. Hofmann, j’'ai développé cette approche scientifique que j'utilise
encore aujourd’hui dans mes projets de recherche : mes NPs développées ne sont peut-étre
pas « parfaites » mais le sont et le seront toujours de la méme manieére et cela pour plusieurs
années.

Enfin, intéressé par tenter ma chance dans le monde académique frangais, j’ai décidé
de tenter les concours du CNRS en 2016 et pour cela je suis parti a Dublin City University (DCU)
en Irlande pour 6 mois (2015) puis a Basel Universitdt pour 7 mois (2016) pour continuer sur
des projets européens (UNION) et suisse sur les nanoparticules et nano-assemblages. Ces plus
courtes expériences m’ont aidé dans la rédaction et la préparation de mon concours CNRS
tout en m’apportant d’autres compétences et approches sur les nanoparticules notamment
les polymersomes.

Fin 2016, j’ai passé le concours en tant que chargé de recherche au CNRS, eu la chance
d’étre sélectionné et ai choisi d’aller au laboratoire ICB avec Nadine Millot pour continuer a
développer des nanoparticules pour les applications médicales et surtout travailler sur I’étude
de la couronne protéique, discipline dont je suis tombé « amoureux » durant mon séjour a
I’EPFL. Avec Victoire Asila, Dihia Refsi (2 étudiantes de Master 2), Célia Marets (doctorante) et
Lucien Saviot son « vrai » directeur de thése, nous avons commencé a étudier certains aspects
de la couronne protéique et surtout le développement de différentes chimies de surface de
NPs pour étudier leurs influences sur sa formation. J'ai aussi étudié d’autres approches avec
Cintia Marques, doctorante d’Olivier Jordan et Gerrit Borchard de I'Université de Genéve.
Avec Nadine Millot et Anne-Laure Papa (ancienne doctorante en méme temps que je I'étais
mais maintenant Professeure a George Washington University) nous avons aussi étudié
I'influence des interactions des protéines sur les comportements biologiques des NPs dans le
sang. Dorra Ben Elkhadi, nouvelle doctorante arrivée en mars 2023, travaillera avec moi,
Emmanuel de Maistre du CHU de Dijon et Arnaud Ponche de I’'Université de Haute-Alsace pour
approfondir la compréhension des interactions entre les NPs et le sang notamment I'impact

de la couronne protéique.
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De part ces expériences, je me considére toujours comme épanoui et utile dans un

environnement pluridisciplinaire regroupant physicochimie, nanomatériaux, biologie et

médecine. Je ne me considére pas comme un spécialiste des sciences de la vie mais j'essaie

toujours de comprendre ces disciplines et d’adapter mes méthodes et approches a leurs

exigences. Dans la suite de ce manuscrit, je présenterai mes principaux travaux de recherche

sous le plan articulé de la maniere suivante :

1)

2)

3)

4)

5)

Synthéses et caractérisations de nanoparticules pour applications
biomédicales. Je détaillerai les méthodes de synthése, de fonctionnalisation et
de caractérisations originales que j'ai développées depuis ma these. J'insisterai
également sur les aspects de reproductibilité, répétabilité et scale-up que je
trouve primordiaux dans I'innovation biomédicale.

En deuxieme partie je me concentrerai sur un type de nanoparticules que
j'utilise quasi-exclusivement en biologie : les SPIONs (superparamagnetic iron
oxide nanoparticles). Je présenterai leurs applications en imagerie médicale
comme agents de contraste direct ou en marquage cellulaire.

En troisieme partie, je détaillerai les interactions biologiques que nous avons
observées et quantifiées et qui ont influencé les futurs projets que j'aimerais
développer. Les interactions cellulaires et hématologiques des SPIONs seront
présentées.

Enfin, jintroduirai le sujet que j'ai découvert a I'EPFL et sur lequel je veux le
plus améliorer mes connaissances: le rbéle de l'interface chimique de
surface/fluide biologique sur les comportements biologiques des NPs. Je
décrirai mes premiers résultats et critiques sur les mesures de la couronne
protéique in vitro et sur in vivo.

Aprés une conclusion sur ces projets, mes projets de recherche seront
présentés en fin de manuscrit et se concentreront sur le développement de
nanoparticules et sur la compréhension des interactions NPs/fluides

biologiques dans le but d’améliorer la nanomédecine.
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Activités de recherche passées et futures : Nanoparticules pour applications biomédicales et
leurs interactions biologiques

Suite a mes études d’ingénieur en génie des procédés, j'ai développé, durant ma these,
des compétences sur la synthése de nanoparticules (NPs) pour applications biomédicales.
Dans le cadre des différents projets, expériences et rencontres qui ont parsemé mon parcours,
mes activités et intéréts scientifiques ont divergé de mes connaissances principales acquises
durant ma these. Ainsi mes compétences ont évolué de la synthése et la caractérisation de
NPs a leur utilisation en biologie puis se sont tournées vers une compréhension des
phénomeénes importants a controler pour comprendre leurs interactions biologiques. Ces
activités ont évolué et ont enrichi ma compréhension de la nanomédecine ainsi que mes
envies d’approfondissement sur certains de ses aspects.

De par leur structure, leur taille et/ou leur chimie, les propriétés intrinséques des NPs
leurs conferent un intérét particulier pour leur utilisation en nanomédecine (Penn et al. 2003).
Leurs tailles nanométriques leur permettent d’interagir avec le monde du vivant souvent par
injection ou mise en contact directe, cela soulevant également des questions de toxicité
induites par ces nanomatériaux (Lewinski et al. 2008). Pour résumer succinctement, les NPs
inorganiques ont démontré leurs intéréts pour le biomédical divisé en quatre domaines:

i) la détection ; ii) I'imagerie ; iii) le ciblage et iv) la thérapie (Figure 1).

N = o,
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Figure 1 : Applications biomédicales en fonction des différentes propriétés des nanoparticules. (De Crozals et al. 2016)

Il existe de nombreuses nanoparticules constituées d’une pléthore de différents

matériaux leur conférant, couplées a leur taille nanométrique, des propriétés
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Activités de recherche passées et futures : Nanoparticules pour applications biomédicales et
leurs interactions biologiques
physicochimiques particulieres. Les NPs métalliques comme I'or, par exemple, ont démontré
leur intérét en imagerie médicale et en détection notamment par leur effet de résonnance
plasmonique (Zhou et al. 2015). Les NPs de silice (SiO2) quant a elles, ont une trés grande
porosité permettant I'encapsulation de principes actifs pour la délivrance de médicaments
(Mamaeva et al. 2013; Varache et al. 2015). Pour finir cette liste non exhaustive, les NPs
d’oxyde de fer peuvent posséder des propriétés superparamagnétiques permettant leur
détection en imagerie par résonance magnétique (IRM) (Kiru et al. 2022), leur séparation ou
méme de les utiliser dans le cadre de thérapie par hyperthermie (Marins et al. 2018). Ces NPs
sont aussi souvent fonctionnalisées en surface avec des polymeéres (Bishop et al. 2015), des
molécules d’intéréts biologiques (Dai et al. 2015) ou dans des systémes de type cceur/coquille
(Kao et al. 2018) pour améliorer les interactions biologiques telles que la stabilité (Marins et
al. 2018), la furtivité (Weiss et al. 2019) ou encore le ciblage (Cerrato and Langel 2018). C'est
cette chimie de surface qui va influencer les comportements biologiques observés, a certains

moments désirés et a d’autres moments a éviter (Gratton et al. 2008).

Biomedical applications

Stabilization in physiological media
Surface modification

0 538 5% 53 532 510 528 526
Binding energy (V)

Cellular interactions i o7
ny ‘ f'?(

“NPs

01
Diameter (um)

Biocompatible molecules - core/shell

Proteins interactions

Drug — Fluorophore — Radioelement ... Monitoring cells

Figure 2 : Nanoparticules pour applications biomédicales. Des nanoparticules (majoritairement) inorganiques apportent
des propriétés physicochimiques originales pour des nanohybrides fonctionnalisés et stabilisés avant d’étudier leurs

potentiels en biologie et médecine et de comprendre leurs interactions biologiques.

Le but de ce rapport n’est pas de lister les possibles applications et effets biologiques
de toutes les NPs existantes, de nombreuses revues s’étant déja chargé de détailler tout cela
notamment avec la publication dont est tirée la Figure 1 (De Crozals et al. 2016). L'objectif
principal de la synthése de mes projets est d’essayer de se concentrer sur les points qui me
paraissent les plus importants a étudier pour améliorer I'étude de la nanomédecine et ainsi
d’accélérer le transfert de la recherche académique vers le patient.

Durant mes projets, collaborations et encadrements, mes activités de recherche sont

toujours parties de la synthese de nanoparticules inorganiques majoritairement a base de
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métaux et d’oxydes métalliques possédant des propriétés physico-chimiques innovantes pour
le développement de nanosondes ou des nanovecteurs diagnostiques, thérapeutiques ou
théranostiques. Pour optimiser leurs performances et leurs adaptabilités dans les
environnements biologiques visées, ces NPs ont été modifiées en surface avec des molécules
organiques d’intérét. Enfin, les nanohybrides ainsi obtenus ont été testés en nanomédecine
que ce soit en imagerie médicale, en biologie cellulaire ou a l'interface avec les fluides
biologiques pour étudier leurs interactions avec les protéines. Le schéma classique des projets
de recherche menés est résumé en Figure 2.

A la suite de ces diverses études, les trois principaux objectifs de mon approche
scientifique de la nanomédecine se sont fait plus clairs :

1. Toujours penser aux méthodes de synthéses des NPs en répondant aux
exigences biologiques. La science des matériaux ne doit pas étre le principal
frein au développement de la nanomédecine (Paliwal et al. 2014).

2. Ll'interface entre la chimie de surface et le monde biologique est le paramétre
a étudier pour comprendre les comportements biologiques et la toxicité des
NPs (Cao et al. 2017).

3. L’adsorption des protéines des fluides biologiques est une des clés a un meilleur
contréle de ces comportements biologiques (Hajipour et al. 2014).

Cette partie intitulée « activités de recherche » résume donc les principaux projets et
résultats obtenus ayant fait mirir et évoluer mes activités de recherche. Cette évolution sera
divisée en 4 parties résumant les résultats obtenus lors des projets et encadrements les plus
significatifs et répondant aux trois objectifs fixés :

1. En premier lieu, les syntheses, fonctionnalisations et caractérisations de NPs
pour applications biomédicales seront présentées en se concentrant sur un des
principaux objectifs des méthodes développées : la reproductibilité et le scale-
up. Cette partie illustrera le coeur de mes compétences en matériaux : toujours
développer des nanomatériaux avec le moins de variabilité physico-chimique
pour éviter les biais de résultats lors de leur utilisation en biologie. La chimie de
surface jouant un role crucial dans les interactions entre les NPs et le monde
du vivant, le contréle précis de la fonctionnalisation fait partie des points les
plus approfondis dans cette partie.

2. Une deuxiéme partie se concentrera sur 'utilisation de différentes NPs d’oxyde
de fer superparamagnétiques (SPIONs) en imagerie médicale. Pour les raisons
présentées dans la partie précédente, les NPs majoritairement étudiées en
biologie et spécifiquement en imagerie par résonance magnétique (IRM) seront
les SPIONs. Dans le cadre de collaborations fructueuses avec divers hopitaux
européens, ces NPs ont été testées comme agents de contraste que ce soit

directement apres injection ou dans le cas de marquage de cellules
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immunitaires ou souches. L'impact des fonctionnalisations de surface sur les
biodistribution ainsi que la réponse inflammatoire in vivo ont également été
étudiés.

3. Dans une troisieme partie, quelques travaux sur les interactions biologiques de
ces SPIONs seront résumées notamment l'influence de la chimie de surface sur
les réponses cellulaires et hématologiques. Différents tests biologiques
permettant d’estimer les réponses cellulaires telles que la cytotoxicité, le stress
oxydant ou linflammation seront mis en place. La recherche de NPs
« modeles » pouvant étre utilisées comme témoin positif a I'échelle
nanométrique sera également présentée. Enfin, I'impact des SPIONs sur le sang
(fluide le plus en contact avec ces NPs) sera examiné.

4. Enfin, la derniére partie présentera les premiers résultats qui introduiront les
projets de recherche envisagés pour les prochaines années : les interactions
entre protéines et NPs — la « Protein Corona ». Le réle de la chimie de surface
sur I'adsorption des protéines sur les NPs ainsi que le réle de ces molécules sur
le comportement in vivo seront étudiés. Enfin, les pistes a explorer pour
optimiser ces études seront présentées.

Comme dans le cadre de la majorité des projets de recherches menés, aucun des
résultats n’a été obtenu seul. Ainsi, a la fin de chacune de ces parties, les principaux projets,
encadrements, collaborations rencontrées dans ces études seront résumés. Les publications
ayant découlé de ces études seront également listées et leurs liens HAL seront en Partie A.l.

A la suite de la présentation de ces activités de recherches, les futurs projets a mener
sur ces thématiques nanomédicales seront présentés et détaillés. Elle se concentreront
majoritairement sur I'étude et I'exploitation de cette protein corona tout en poursuivant le

développement de NPs et I'exploration de potentielles applications biomédicales.
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Syntheses et caractérisations de nanoparticules pour applications biomédicales

Les nanoparticules (NPs) ont démontré leurs intéréts pour de nombreuses potentielles
applications en médecine que ce soit en thérapie (Mottas et al. 2019; Bittner et al. 2021) et
en diagnostic (Zhou et al. 2015; Kania et al. 2018). Dans la plupart des études, les NPs utilisées
doivent étre fonctionnalisées pour améliorer leur biocompatibilité, leur stabilité, leur ciblage
et/ou leur furtivité (Gillich et al. 2013; Schoéttler et al. 2016; Marins et al. 2018). Le coeur de
mes activités de recherche s’est toujours concentré sur la synthése de NPs majoritairement a
base de métaux et d’oxydes métalliques conférant des propriétés physico-chimiques
innovantes a des nanosondes ou des nanovecteurs diagnostiques, thérapeutiques ou
théranostiques.

Dans cette premiére partie les choix d’approche dans les protocoles et les matériaux
utilisés seront présentés. Dans un premier point introductif, les différentes NPs développées
seront listées. Puis, durant le reste de cette partie ainsi que tout au long de ce document, les
résultats se concentreront sur les oxydes de fer superparamagnétiques (SPIONs) et leurs
fonctionnalisations de surface avec des molécules biocompatibles : le polyéthylene glycol
(PEG) et I'alcool polyvinylique (PVA). Le choix de I'utilisation du PVA pour modifier ces SPIONs
et d’utiliser ces NPs comme des « standards » dans I'environnement d’un projet européen
sera justifié. Toutes les syntheses ont été développées avec les objectifs conjoints de
reproductibilité et de mise a grande échelle (scale-up). En lien avec cette volonté, dans la
derniére sous-partie, des NPs obtenues a I'aide d’un dispositif préindustriel fonctionnant en

conditions hydrothermales ou eau supercritique seront détaillées.
A.l.1. En introduction: exemples de nanoparticules synthétisées

Depuis la thése de doctorat puis en post-doctorats a I'EPFL, a DCU et a l'université de
Basel et enfin depuis le recrutement au laboratoire ICB de Dijon en tant que chargé de
recherche au CNRS, de nombreuses nanoparticules ont été synthétisées, fonctionnalisées et
finement caractérisées. Les principales NPs obtenues sont présentées dans la Figure A.l-1.

Ce résumé des activités scientifiques se concentrant sur les SPIONs dans le reste du
document, ces NPs seront présentées succinctement pour laisser place dans la suite de cette
partie a des exemples approfondis de fonctionnalisations sur les NPs d’oxyde de fer.

a) En premier lieu, les nanoparticules d’oxyde de fer (SPIONs : Figure A.l-1-a) sont
obtenues par voie hydrothermale (voir partie A.l.3 pour plus de détails) et par
voie chimie douce (Maurizi et al. 2009; Luce 2020) a partir de co-précipitation
d’ions ferreux et ferriques souvent avec un ratio molaire Fe'/Fe' égal a 0,5
(Gupta et al. 2007; Tian et al. 2022). Les SPIONs possedent des propriétés
superparamagnétiques permettant leurs utilisations en imagerie par
résonance magnétique (Basly et al. 2013; Kiru et al. 2022) (IRM) mais
également pour la séparation de matériels biologiques, par exemple (Gonzalez-

Moragas et al. 2015; Galmarini et al. 2018). Deux phases spinelles d’oxyde de
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b)

d)

e)

f)

fer sont généralement obtenues : la magnétite Fes0s et sa phase oxydée la
maghémite y-Fe;0s. A I'exception de la partie de scale-up de synthéses de
SPIONs (partie A.l.3) la phase des SPIONs utilisées ne sera pas présentée car
son influence sur les résultats obtenus n’a pas été testée.

Des nanoparticules d’or ont également été développées lors de la theése de
Célia Marets (Marets en cours). Dans ce projet, nous nous sommes peu
intéressés aux propriétés optiques des NPs d’or (Rodrigues et al. 2021).
L'obtention de différentes tailles de NPs a permis d’étudier I'influence de ce
parametre sur I'adsorption des protéines a leur surface. Les synthéses de NPs
d’or ont été optimisées a partir de la méthode de Turkevich (Turkevich et al.
1951) consistant a réduire un sel d’Au" en Au® dans un milieu réducteur. En
ajoutant des ligands lors de la synthése et en jouant sur d’autres paramétres
(température et temps de réaction), différentes tailles ont pu étre obtenues.
Deux exemples sont présentés en Figure A.l-1-b.

A la fin de ma thése, avec I'aide de la Dr. Anne-Laure Papa, des nanotubes de
titanate (TiONTs) ont été couplés a des SPIONs (Figure A.I-1-c (Papa et al.
2011)). Lors de la synthese hydrothermale des TIONTSs avec des précurseurs de
TiOz en solution basique et a 150°C, des SPIONs obtenues par voie chimie douce
ont été ajoutées. L'idée était de coupler les propriétés superparamagnétiques
des SPIONs a la forme allongée de TiONTs utile pour la transfection par exemple
(Papa et al. 2012). Cette étude préliminaire a pu étre poursuivie par une thése
de doctorat (Paris 2013).

Dans le cadre d’une collaboration en 2011 a I'EPFL avec Noemi Aguilo-Aguayo
du groupe FEMAN de I'Université de Barcelona (Espagne) dans le cadre de sa
thése de doctorat, des nanoparticules de carbone encapsulant des
nanoparticules de fer ont été obtenues (Aguild-Aguayo et al. 2014). Ces NPs
ont été synthétisées par décharge d’arc électrique plasma. Ces NPs n’étant pas
stables en conditions physiologiques, leur stabilisation avec des polyméres
biocompatibles a été optimisée (Figure A.l-1-d).

A I'EPFL, une optimisation de I’encapsulation de SPIONs dans des coquilles de
silice a été réalisée (Figure A.l-1-e). Ces synthéses ont permis un dépot
d’invention a I'EPFL et feront I'objet d’une présentation plus poussée en
partie A.1.2.3 Ces NPs symbolisent une volonté de se concentrer sur I'aspect
reproductibilité et scale-up des synthéses de NPs (Maurizi et al. 2014b, 20153;
Maneeprakorn et al. 2017).

Lors d’une expérience de quelques mois a I'Université de Basel en 2016, des
polymersomes ont été synthétisés (Figure A.l-1-f). Ces NPs organiques sont

obtenues a partir de copolymeres triblocs. Il est possible de modifier ces
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polymeéres pour rendre ces polymersomes perméables a certains ions comme
des nanomembranes (Zhang et al. 2012; Lomora et al. 2015) ou méme des

nanoréacteurs (Rigo et al. 2018).

i

Figure A.I-1 : Exemples de nanoparticules synthétisées pour applications biomédicales (images en microscopie
électronique a transmission). a) différentes nanoparticules superparamagnétiques d’oxyde de fer (SPIONs) obtenues par
voie hydrothermale (gauche) et chimie douce (droite) (Thomas et al. 2019; Maurizi et al. 2009) ; b) nanoparticules d’or (Au
NPs) de 6 nm (en haut) et de 20 nm (en bas) (Marets en cours) ; c) nanotubes de titanate (TIONTs) recouverts de SPIONs
(Papa et al. 2011) ; d) nanoparticules de Fe encapsulées dans du carbone (Aguilé-Aguayo et al. 2014) ; e) SPIONs
encapsulées dans de la silice (Maurizi et al. 2014b) et f) polymersomes (Rigo et al. 2018)

Différentes NPs ont été synthétisées et caractérisées au cours des expériences pré- et
post-doctorales. La plupart de ces nanohybrides ont eu des applications dans le domaine
biologique. La suite de cette partie se concentrera seulement sur la fonctionnalisation et
caractérisation de surface des SPIONs, ces NPs étant celles majoritairement utilisées dans mes

travaux.
Toutes les NPs utilisées lors de mes différentes expériences professionnelles ont été

développées dans un esprit de reproductibilité et répétabilité ainsi que pour étre facilement

transférable au moins pré-industriellement.
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A.l.2. Fonctionnalisations et caractérisations de surface des NPs

Les nanoparticules d’oxyde de fer (SPIONs) possédent des propriétés
superparamagnétiques intéressantes pour des applications biomédicales mais elles sont
instables dans les conditions physiologiques (NaCl 0,15M et pH 7,4) car, entre autres, leur
point isoélectrique est proche de pH 7. Pour améliorer leur stabilité colloidale, des
modifications des chimies de surface sont nécessaires. Dans le cadre de I'étude de la
compréhension des phénomenes biologiques induits par les NPs, le controle de cette chimie
de surface est aussi primordial. Dans cette partie, différentes approches de fonctionnalisation
de surface seront présentées:

e Le couplage polyéthylene glycol (PEG) et de DMSA (dimercaptosuccinic acid)
pour stabilisation et post-fonctionnalisation
e Le PVA (alcool polyvinylique) comme stabilisant de base pour reproductibilité

et scale-up des fonctionnalisations : systéme cceur/coquille

A.l.2.1. Couplage conjoint de PEG + DMSA : analyse quantitative

Dans une premiere partie, la fonctionnalisation conjointe de polyéthylene glycol
silanisés (PEG-Si) avec d’un acide carboxylique (DMSA : dimercaptosuccinic acid) a été étudiée
(Maurizi et al. 2009, 2015b, 2019). L'idée était de coupler les propriétés stabilisantes et
furtives des fonctionnalisations au PEG (Marins et al. 2018; Abushrida et al. 2020) avec les
groupement thiols (SH) du DMSA pour post-fonctionnaliser les SPIONs avec des molécules
réactives a cette chimie (Shubayev et al. 2009; Bellat 2012).

NN OCN\/\/i'l:—\
_J

{3-isocyanatopropyl)triethoxy-silane

meéthoxy-PEG 50

-SPIONs
HO=— Si—0OH HO=— Si—0OH
o i |
Naked SPIONs o 0] OH OH OH O
H 1
o o _# di—0 | I | | I
/\6/\0/7;\/\”/\‘/\\/& _\ ﬁ R p——, Fe Fe Fe
0 ) SPION surface
SH ?
Ho\‘/‘\)\OH
O 8H
DMSA
HS SH
HO— Si—0OH (130 1| O HO— Si—OH
|
DMSA + -SPIONs |o IO |O |0H |O
_ I - rf- I - - Il f:
pH=7.4;NaCl=0.15M SPION surface

Figure A.I-2 : Fonctionnalisations conjointes des SPIONs avec des PEGs silanisés et du DMSA. (Maurizi et al. 2009, 2015b)
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En premier lieu, les methoxy-PEGs ont été silanisés puis greffés a la surface des SPIONs
a pH=4 dans une mélange d’eau et d’éthanol pendant 48h. 2 heures avant I'arrét de la
réaction, du DMSA est ajouté puis les suspensions sont dialysées (seuil de coupure 12-14 kDa)
dans I'eau pendant 48h. Cette réaction est résumée et illustrée en (Figure A.I-2).

Différentes longueurs de chaines de PEGs

L Coatings ___ d, {nm) ont été choisies (550 ; 2000 et 5000 g.mol?)

Naked SPIONs 231
SPIONS-PEG 05 3815 et ces suspensions ont été tout d’abord
SPIONs-PEG,yy; + DMSA 36+ 4 caractérisées en diffusion dynamique de la
1 Naked SPION lumiere (DLS) et potentiel zéta pour

30 FEGZk-SPION

s « DMSA + PEGK.SPION comparer leurs comportements colloidaux.
%10- La Figure A.I-3 compare les diameétres
%Zé 3 4 3 & S s s 10 ':ZH hydrodynamiques et les potentiels zéta en
g fonction du pH de SPIONs nues,
N.30 ] fonctionnalisées avec du PEGzo00-Si et du
40 PEG2000-Si + DMSA. Les résultats sont

o identiques pour les PEGsso et PEGsgoo. Greffer

Figure A.I-3 : Caractérisations en suspension des SPIONs-

PEG-SPIONs + DMSA. Potentiels Zeta en fonction du pH du PEG-Si augmente le diameétre

des SPIONs fonctionnalisées avec du PEGpp0 et du PEG 000 hydrodynamique mais le DMSA n’influence
+ DMSA [Maurizi et al., 2015b] e . .

pas significativement cette taille par rapport

au PEG seul. En revanche, |la ol le PEG seul n’influence pas le point isoélectrique (PIE), se

situant vers pH 7, le DMSA charge négativement les SPIONs fonctionnalisées sur toute la

[
/°\$/\ojf\/ OTNWE_O_\ HONOH
0 / O SH

PEG-Si DMSA

gamme de pH étudiée.

Figure A.I-4 : Structures du PEG-Si et du DMSA.

En complément de ces analyses assez qualitatives, des mesures en TGA
(thermogravimetric analyses) ont été réalisées en couplage avec de I’XPS (X-ray photoelectron
spectroscopy) pour quantifier la proportion de chacune des deux molécules a la surface des
SPIONs nues (Figure A.I-5-a). Pour cela, la surface spécifique des SPIONs obtenue en BET
(Brunauer, Emmett et Teller) est nécessaire pour au final obtenir des valeurs en molécules
par nm?. La surface spécifique des SPIONs nues utilisées est de 110 + 1 m2.g™*. Les calculs se
sont basés sur les éléments présents et significatifs pour les deux molécules : I'azote pour le
PEG-Si et le soufre pour le DMSA (Figure A.I-4).
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Les analyses en TGA (Figure A.I-5-b) montrent un lien évident entre la masse molaire
du PEG-Si et |la perte de masse. Avec cette technique seule, il n’est pas possible de quantifier
le mélange complexe PEG et DMSA car leurs pertes de masses apparaissent sensiblement aux
mémes températures. Par XPS, les proportions d’atomes présents a la surface des SPIONs
fonctionnalisées ont été mesurées. En se concentrant sur la proportion de soufre et d’azote,
respectivement Spwmsa et Npeg (Figure A.I-5-c), il a été possible de remonter a la proportion de
carbone et d’oxygene provenant du PEG et du DMSA ainsi que la quantité de PEG et DMSA en
comptant qu’une quantité de soufre équivaut a %2 DMSA (2 S par DMSA) et qu’une quantité
d’azote est équivalente a la quantité de PEG.

Avec les données ATG, XPS et BET, les proportions de PEG et de DMSA ont été
calculées. Les équations suivantes décrivent les calculs pour obtenir les nombres de PEG et de
DMSA par nm?,

Tout d’abord, a I'aide des proportions de Npeg et de Spwsa il est possible de calculer les
quantités molaires (n) de DMSA et de PEG.

SpMsA SDMSA)
2

NpEG

n
£g.1 R =—2—onpyep =
NPEG NpEG

OU Spwsa est la proportion molaire de S trouvée par XPS et Npeg la proportion molaire
de N trouvé en XPS.

X npgg = B X Npgg

Les masses des molécules sont ensuite calculées de la maniére suivante

Eq.2  Mpglecules(8)=Nprc X (Mpgg XAmpgs)+npysa X (Mpysa XAmpysa) = Am

OU Ampec et Ampusa sont les pertes de masses des deux molécules seules en TGA et
sont égales a 98%. Mpeg= 2250 g.mol ! et Mpmsa =182.22 g.mol. Am est la perte de masse des
PEG-SPIONs + DMSA en TGA.

Ainsi, en combinant les Eq. 1 et Eg. 2 la masse totale des molécules peut s’écrire

Eq.3  AMpglecules=Npee X [(MprgXAmpgeg)+BX (Mpysa X Ampysa) ]

Am
(MpggXAmpgg)+BX(Mpysa XAmpysa)

Npec =

Enfin, pour calculer les nombres de molécules de PEG ou DMSA par nm? de SPIONs nues, il

suffit d’appliquer I’équation suivante:

n x6.02x10%3
Eq.4 PEG ou DMSA/nm? = —EEGeu DMSSA
BET

Ou Sger est la surface spécifique des SPIONs nues.
Ainsi, avec une analyse précise des caractérisations en XPS, TGA et BET des SPIONs
fonctionnalisées avec du PEG et du DMSA, il a été possible de quantifier la concentrations de

ces molécules a la surface des SPIONs (Figure A.I-5-d).
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a) Quantification b) Temperature (°C)
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Figure A.I-5 : Quantification des molécules sur une fonctionnalisation complexe PEG-SPIONs + DMSA.
a) fonctionnalisations de PEG et DMSA ; b) TGA des trois types de PEG-SPIONs + DMSA c) et d) proportions atomiques des
deux molécules en XPS ainsi que leur taux de greffage respectif (Maurizi et al. 2019)

Il a été démontré que la quantité de DMSA était plus importante (1.4 DMSA/nm?)

quand il a été greffé avec des PEG de petite taille moléculaire (550 g.mol™) que quand c’était

le cas avec de plus grand PEGs (2000 et 5000 g.mol™2). Pour le PEG, en revanche, la taille du

polymére ne semble pas influencer significativement leur taux de greffage.

Ces études ont démontré qu’avec une caractérisation fine de la fonctionnalisation des

NPs il est possible de quantifier les molécules présentes a leur surface. Méme s’il existe, il est

vrai, de nombreuses approximations dans ces calculs, ils restent un atout dans mon travail

que j'ai continué a développer pour obtenir et comparer des estimations de taux de greffage

lors de la modification de surface de NPs. Dans d’autres études, la TGA n’a pas été utilisée car

destructives mais d’autres méthodes sont tout de méme possibles comme la mesure par

fluorescence ou la titration des molécules n’ayant pas réagi. Il est a noter que lors de mes

diverses expériences scientifiques, j'ai souvent partagé mon envie d’approfondir I'analyse du

greffage des molécules sur les NPs avec différents étudiants et colleégues pour les aider a mieux

appréhender I'efficacité de leurs méthodes de fonctionnalisation (Bellat 2012; Paris 2013;

Loiseau 2017; Luce 2020; Marets en cours).
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A.1.2.2. PVA-SPIONSs : NPs optimisées pour fonctionnalisation reproductible

Dans cette partie, la fonctionnalisation optimisée des SPIONs sera présentée. La
molécule choisie est I’alcool polyvinylique (PVA) pour ses propriétés de biocompatibilité
approuvées par la FDA (Food and Drug Administration) (Paradossi et al. 2003).

La modification de surface des SPIONs a été optimisée dans le laboratoire du
Pr. Hofmann a I'EPFL avant mon arrivée (Chastellain et al. 2004; Petri-Fink et al. 2005). Le
protocole consiste en un mélange équivolume d’une solution de PVA et de suspension de
SPIONs nues avec un ratio massique PVA/Fe de 9/1. Ce ratio massique apporte la meilleure
stabilité dans les conditions physiologiques. Un équilibre d’adsorption se crée entre le PVA et
la surface des SPIONs (Chastellain et al. 2003) et une couche de polymére se lie de maniere
forte aux SPIONs. Cette caractéristique a permis de développer l'idée d’utiliser ces
PVA-SPIONs comme NPs de base pour les post-fonctionnalisations (description plus loin dans
cette partie). L'absence de purification des PVA-SPIONs aprés fonctionnalisation a souvent été
une critique émise envers cette méthode mais de nombreuses études in vitro (dont certaines
seront présentées en partie A.lll.2.1) ont été réalisées pour tester les potentiels phénomeénes
toxicologiques induits par les molécules de PVA non adsorbées.

Lors de la these de doctorat de Dr. Sakulkhu
(Sakulkhu 2013), ces synthéses ont été
optimisées en ajoutant des PVA de différents
poids moléculaires et fonctionnalisés avec
des groupements chimiques conférant
différentes charges (amine : NH; charges (+)
et carboxyles COOH charges (-)) (Sakulkhu et
al. 2014a, b). Cela a permis d’obtenir des
PVA-SPIONs de tailles hydrodynamiques

d’environ une centaine de nanometres

Figure A.I-6 : PVA-SPIONS. Exemples de indépendamment des polymeres utilisés

fonctionnalisations de SPIONs avec différents PVA: avec différentes charges (positives, neutres
neutres, chargés positivement et négativement[Sakulkhu

et négatives) résumées en Figure A.l-6.
etal., 2014a]

L'utilisation de PVA pour fonctionnaliser et
stabiliser les SPIONs a permis d’obtenir des nanohybrides de maniére reproductible et en
grande quantité. Ces NPs ont été utilisées dans le cadre d’un projet européen FP7 : Nanodiara.
Durant ce projet, des outils nanométriques ont été développés pour la détection précoce de
I'arthrite rhumatoide et I'ostéo-arthrite. Les propriétés superparamagnétiques des SPIONs
ayant montré leur intérét pour la détection par IRM mais également pour séparer ou
concentrer du matériel biologique, ces PVA-SPIONs ont été centraux dans le cadre du projet.
Les nombreux partenaires du projet (résumés en Figure A.I-7) dépendaient des résultats

obtenus par notre groupe et I'idée a été de partir d’'un Master batch de PVA-SPIONs qui ne
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devait pas varier tout au long des étapes du projet évitant ainsi les biais d’observations
biologiques dus aux variations physicochimiques de nos nanomatériaux. Ce master batch était
suivi et alimenté tout au long du projet par de nouvelles synthéses satisfaisant des criteres
d’analyse définis au préalable. Ainsi, chaque SPION puis chaque PVA-SPION étaient finement
caractérisées avant d’étre ajoutées au Master batch. La cristallinité ainsi que le diamétre de
cristallite (obtenu par TEM) des SPIONs nues était vérifiés systématiquement a chaque
synthése. Puis le diameétre hydrodynamique, le potentiel zéta ainsi que la concentration en
polymeres et en SPIONs (lyophilisation et TGA) étaient analysés. Les PVA-SPIONs était
stockées a 5 mgre/mL (soit environ 7 mgspions/mL) afin d’étre suffisamment concentrées pour
tous les essais biologiques ultérieurs. Enfin, une premiere analyse de cytotoxicité sur HePG2
et RAW 264.7 était réalisée. Avant envoi des NPs aux partenaires européens, |'absence de

contamination des suspensions était contrélée et un certificat d’analyses était joint a I’envoi.
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Figure A.I-7 : Schéma du consortium du projet européen FP7 Nanodiara ol la synthése de SPIONs était centrale.

La Figure A.I-8 résume I'approche choisie, qui pourrait étre qualifiée « d’'ingénierie des
nanohybrides », initiée lors du projet Nanodiara. Les PVA-SPIONs possédant des groupements
NH2 (aPVA) ont été utilisées comme des NPs de génération 1 (G1) pour certains essais
biomédicaux. La maitrise du procédé de fabrication couplée aux premiéres études biologiques
réalisées sur ces NPs ont permis de commencer a les utiliser dés le début du projet
notamment in vivo en IRM (partie A.ll.1), in vitro en toxicité (partie A.lll.2) ou lors d’essais
cliniques avec la société Merck. Nanodiara s’est divisé en deux familles d’applications : le
diagnostic in vivo et in vitro. Pour les applications in vitro, le but était de rechercher des
biomarqueurs de I'arthrite et de les concentrer dans un dispositif aimanté. Pour augmenter
I'efficacité magnétique des SPIONs, ces NPs ont été concentrées dans des systémes
coeur / coquille de silice qui ont ensuite été fonctionnalisés par du PEG puis une streptavidine

et un anticorps. Ces NPs appelées G2 et G3 pour respectivement les systemes coeur / coquille
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nus et apres PEG-streptavidine-Anticorps ont été synthétisées a partir de NPs G1. L’étude du
développement des NPs G2 sera détaillée en partie A.l.2.3. Pour les applications in vivo, les
NPs G1 ont également été modifiées en greffant de maniére covalente le PVA a la surface des
SPIONs (NPs G4) en utilisant la méme approche que les NPs G2 (plus de détails en
partie A.lll.2.1). L'approche consistant a partir d’'une génération de NPs pour en obtenir
d’autres a permis d’éviter, a nouveau, des biais due a la physicochimie des SPIONSs, les « coeurs
magnétiques » étant toujours les mémes pour toutes les applications et les partenaires du
projet. De plus, pour les étapes de fonctionnalisation, le PVA a permis d’améliorer la stabilité

des SPIONs durant les réactions d’encapsulation ou de greffage.

PEG dispersant
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—— btoun %\ \x
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Figure A.I-8 : Schéma résumant I'approche globale de fonctionnalisation initiée lors du projet européen FP7 Nanodiara. Le
scale-up et la reproductibilité permettent d’obtenir différentes générations de SPIONs a base de Master batch de
PVA-SPIONs.

A.1.2.3. Systéme cceur / coquille reproductible a base de PVA-SPIONs

Durant la caractérisation et I'optimisation des PVA-SPIONs, leur stabilité ainsi que la

reproductibilité et la répétabilité de leur synthése sont apparues comme un atout majeur
quant a leur utilisation comme NPs de base pour d’autres fonctionnalisations. Dans le cadre
du projet européen Nanodiara, des systemes coeur/coquille (silica@PVA-SPIONs) ont été
développées a partir de NPs G1. Dans une étude paramétrique, I'influence du ratio massique
(Ri) PVA / Fe a été étudiée. Des SPIONs nues (a 10 mgee/mL) ont été mélangées (équi-volume)
a de solutions de PVA dans des Ri allant de 0 a 9. Ces suspensions ont ensuite été diluées dans
I’éthanol auquel a été ajouté une quantité constante de TEOS (Tetraethyl orthosilicate) utilisé
comme précurseur de silice. La réaction d’hydrolyse / condensation (Stober et al. 1968; Kralj
et al. 2011) est ensuite amorcée en milieu basique avec de 'ammoniaque avant de centrifuger

les NPs obtenues pour éliminer I'excédent de réactifs.
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L'idée de ces études était d’utiliser les PVA pour:

1. Stabiliser les SPIONs durant la période d’encapsulation
2. Condenser la silice a la fois sur les hydroxyles de surface des SPIONs mais aussi
sur les fonctions OH du PVA créant ainsi une réticulation entre PVA et SPIONs.
La Figure A.I-9 illustre les différentes morphologies de silica@PVA-SPIONs obtenues.
Le ratio Ri joue un réle déterminant dans la dispersité et la morphologie des nanohybrides. En
I’absence de PVA la méthode de synthese choisie entraine I'obtention de billes de silice sans
SPIONs a lI'intérieur sphériques et d’agglomérats difformes de silice et de SPIONs. Avec du PVA
mais dans un ratio Ri inférieur a 4, Les agrégats silice/SPIONs sont toujours présents mais plus
les silices sphériques « vides ». A partir de Ri égale a 4, une morphologie originale (caractérisée

de nano-framboise) apparait et 'augmentation du ratio semble augmenter la taille des NPs.
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Figure A.I-9: Images TEM des NPs de silice encapsulant des PVA-SPIONs (Silica@PVA-SPIONs) a différents ratios PVA/Fe
(Ri). (Maurizi et al. 2014b, 2015a; Maneeprakorn et al. 2017)

Des caractérisations plus fines des SPIONs@silica (Figure A.I-10) ont permis de
proposer un mécanisme de formation de ces silices originales. En plus de mesures en TEM, le
diametre hydrodynamique des nanohybrides stables (Ri > 4) corrobore la tendance
d’augmentation de taille avec I'augmentation de la quantité de PVA. L’indice de polydispersité
(PDI) des silica@PVA-SPIONs passe également d’environ 0,3 pour les PVA-SPIONSs seules a des
PDlinférieurs a 0,1 apres encapsulation dans la silice. Ceci prouve la possible réticulation entre
le PVA et le SPIONs formant toujours une bille monodisperse « figée » par la silice. En mesure
de surface spécifique (SSA en Figure A.lI-10) la variation est, quant a elle, inversement
proportionnelle au ratio Ri. Cette observation a été expliquée par une augmentation de la
porosité des nanohybrides confirmant la réticulation entre le PVA et les SPIONs. Des analyses
TGA et d’ICP (Induced Coupled Plasma spectroscopy) ont permis de quantifier le PVA restant,
les SPIONSs et la silice menant ainsi a deux informations essentielles :

1. Alaide d’un calcul utilisant les taille TEM des SPIONs et des silices, couplées au
densité et au concentration de ces deux matériaux, le nombre de SPIONs par
bille a été mesuré. Plus le ratio Ri augmente et avec lui la taille des
nanohybrides, plus les nanosphéres contiennent des SPIONs.

2. La perte de masse en TGA a permis de quantifier le PVA restant apres

purification et de revenir sur un ratio massique final (Rf) PVA / Fe.
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De maniere surprenante, le ratio Rf semble étre primordial sur la morphologie, la
porosité et la taille des nanohybrides. Trois valeurs de Rf ont été retenues et ont permis de
proposer un mécanisme réactionnel (Figure A.1-10) : Rf < 1; 1 < Rf < 2 et Rf = 2. Pour les Rf
inférieurs a 1, la concentration de PVA ne semble pas assez importante pour améliorer la
stabilisation des SPIONs et ainsi leur encapsulation dans la silice. Entre 1 et 2, Rf est suffisant
pour obtenir des Silica@PVA-SPIONs de morphologie et de taille reproductible. Avec un Rf

égale a 2, les NPs augmentent un peu en taille mais gagnent surtout en porosité.
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Figure A.I-10 : Caractérisations des tailles et surface spécifiques des Silice@PVA-SPIONs et explication du mécanisme de
synthése de formation de ces NPs en fonction du ratio Ri.(Maurizi et al. 2014b)

L'utilisation des PVA-SPIONs comme NPs pour greffer une coquille de silice a permis
de paramétrer des nanohybrides originaux. Les ratios PVA/Fe Ri et surtout Rf, permettent de
controler la taille, le nombre de SPIONs par bille (et donc leur pouvoir magnétique) et la
porosité pour le piégeage et le relargage possibles de diverses molécules. Le PVA permet la
stabilité des SPIONs durant la fonctionnalisation et ainsi la simplification du protocole de
synthese. Cette approche originale a fait I'objet d’un dépét d’invention a I'EPFL qui n’a,
malheureusement, pas été suivi de brevet car la méthode, bien qu’intéressante, était trop
simplifiée pour prouver son activité inventive (le fameux exemple du crayon-gomme).

Cependant, ces Silica@PVA-SPIONs ont été utilisées durant toute ma carriere de
chercheur. En premier lieu, la robustesse du protocole de synthése permet une
reproductibilité sans faille et surtout une répétabilité par n‘importe quel opérateur. Par
exemple, ces NPs sont synthétisées dans le cadre de projet d’étudiants de différents niveaux
(de la L3 a la thése) et les caractéristiques (tailles, morphologies etc.) obtenues sont toujours
identiques. Ces nanohybrides ont méme été utilisées dans le cas de projet industriel avec une
société suisse et également dans le cadre de transfert de technologies entre I'EPFL et |le centre
Nanotec de Thailande (voir CV et (Maneeprakorn et al. 2017)). Enfin, cette approche a aussi

permis d’optimiser le greffage du PVA sur les SPIONs (partie A.111.2.1).
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A.l1.3. Scale-up pour transfert de technologie

Toujours avec les exigences biomédicales et avec I'objectif du transfert de technologie
des méthodes de synthése, une partie des NPs ont été produites a I'aide d’un dispositif
hydrothermal en continu développé en 2001 au sein du laboratoire ICB par le Dr. Daniel Aymes
(Xin 2005) et amélioré par Dr. Frédéric Demoisson (Demoisson 2015) depuis son arrivé en
2008. Ce procédé (Figure A.l-11) permet de synthétiser en continu a des débits de I'ordre de
20 a 60 mL.min! des NPs dans des conditions allant de la chimie douce au domaine eau
supercritique (T >374°C et P > 22 MPa). Avec ce dispositif, des SPIONs ont été obtenues
(Figure A.lI-11) dans des conditions hydrothermales (150°C, 25 MPa) et en eau supercritique
(400°C, 25 MPa). Dans un premiere partie, les parameétres de synthéses hydrothermales ayant
permis d’obtenir des SPIONs directement fonctionnalisées avec des morphologies différentes
seront étudiés. Dans la seconde partie, I'influence du précurseur sur I’'obtention de SPIONs en
domaine eau supercritique sera présentée.

Le procédé se compose de trois voies principales (Figure A.I-11) :

1. Lavoie des précurseurs
2. Lavoie basique ou eau suivant les conditions hydrothermales choisies
3. Lavoie d’eau qui est préchauffée puis chauffée dans le réacteur ou les voies 1
et 2 s’écoulent a contre-courant.
La température et la pression sont controlées tout au long du dispositif. Apres réaction (de
I'ordre de 4 a 8 secondes), les suspensions formées sont refroidies brutalement et, apres
filtration a 7 et 2 um, sont récoltées en sortie du dispositif. Les suspensions sont enfin purifiées

avant caractérisations.
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Figure A.I-11 : Dispositif hydrothermal de synthéses d’oxyde de fer allant des conditions hydrothermales jusqu’au

domaine eau supercritique. (Maurizi et al. 2011, 2014a; Demoisson 2015)
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A.l.3.1. Par voie hydrothermale (25 MPa, 150°C)

Le but de l'utilisation d’un dispositif de synthése hydrothermal en continu était

d’obtenir des NPs en grande quantité (plusieurs grammes par jour) et aussi de maniéere
reproductible toujours pour éviter les biais physicochimiques lors des études biologiques.
Dans une premiére étude, I'influence de I'ajout de citrates aux précurseurs ferreux et ferrique
sur la cristallinité et la morphologie des SPIONs synthétisées a été étudiée. L'idée était au
départ d’essayer de fonctionnaliser directement les SPIONs avec des citrates pendant la
synthése tel que cela avait déja été réalisé en batch (Nigam et al. 2011; Andreas et al. 2012).
De plus, les conditions hydrothermales étant oxydantes et propices a la formation d’une phase
d’oxyde de fer thermodynamiquement stable mais pas superparamagnétique (I’hématite
a-Fe;0s3), les citrates étaient aussi envisagés comme un antioxydant (Xue et al. 2009). Enfin,

I'effet chelatant des molécules de citrates permettait, en batch, de réduire la taille des
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Figure A.I-12 : Analyses morphologique, de taille et de fonctionnalisations des SPIONs obtenues en conditions
hydrothermales. Influence du ratio citrates : Fe sur la morphologie, la taille et la présence d’hématite lors de synthéses
hydrothermales (150°C, 25 MPA ; 60 mL.min'l) :a)0:1;b)1:20,c)1:5etd)1:1;e) DRX des différents SPIONs obtenus
avec différents ratios citrates : Fe et f) potentiel Zeta en fonction du pH des SPIONs nues et synthétisées avec ration
citrates / Fe = 1/ 1 (Maurizi et al. 2011)

Suivant ces précédentes études sur des synthéses « classiques » de SPIONs, différents
ratio molaire Fe/citrates ont été mélangés dans les précurseurs. Les ratios 0/1; 1/20; 1/5 et
1/1 ont été choisis. La co-précipitation s’est déroulée en milieu basique (NaOH 1M). Les
parameétres de synthése étaient de 150°C, 25 MPa et 3*20 mL.min! (temps de réaction de

4 secondes). Les Figure A.l-12 a-d présentent les images TEM des différentes SPIONs obtenues
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et la Figure A.I-12-e leurs diffractogrammes des rayons X. Les morphologies observées
montrent des SPIONs magnétite de I'ordre de 9 nm en absence de citrate mais avec une
proportion massique d’hématite de I'ordre de 12% d’environ 65 nm. La proportion massique
d’hématite est obtenue a partir des calculs de Dr. Thomas Belin (Belin 2002) sur la proportions
des pics de diffractions caractéristiques (220) de la magnétite et (104) de I’'hématite. Avec un
ratio de citrates de 5%, les SPIONs sont plus petits (7 nm) avec toujours une présence
d’hématite de I'ordre de 10% et plus petite (30 nm). A partir de 20% de citrates, il n’y a plus
d’hématite mais les cristallites observées sont bien plus grosses qu’initialement (21 nm). Enfin,
avec un ratio de 100%, les SPIONs obtenues sont trés fines (6 nm) et sont méme chargées
négativement a pH 7 comme le montre les potentiels zéta (Figure A.I-12-f) en fonction du pH
des SPIONs nues (PIE a pH 7) et des SPIONs-citrates au ratio de 100% (PIE a pH < 3). Les citrates
ont donc permis de réduire |I'oxydation des SPIONs en hématite et méme de réduire leur taille
et de les stabiliser a pH physiologique tout cela a une production en continu de I'ordre de
5g.h™.
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Figure A.I-13 : SPIONs synthétisées et fonctionnalisées avec de la L-DOPA (SPIONs-LDOPA) en une étape dans le dispositif
hydrothermal en continu (150°C, 25 MPA ; 80 mL.min1). a) DRX de la poudre obtenue ; b) spectre Raman démontrant la
présence de magnétite; c) image TEM des SPIONs obtenues ; d) diamétre moyen obtenu par comptage des NPs et e)
PEGylation et fonctionnalisations de SPIONs-LDOPA pour imagerie bimodale PET/MRI (Thomas et al. 2019).

Sur la base de cette étude préliminaire, d’autres molécules stabilisantes et
antioxydantes ont été testées par le Dr. Guillaume Thomas (Thomas 2015): DHCA (3,4-
dihydroxyhydrocinnamic acid) et L-DOPA (3,4-dihydroxy-L-phenylalanine). La partie suivante
présentera les synthéses de SPIONs avec la L-DOPA. Le protocole était similaire aux
SPIONs-citrates avec un ratio molaire Fe''/Fe" = 2 et un ratio molaire L-DOPA/Fe = 100%. Les
parameétres de synthése hydrothermale ont été de 150°C, 25 MPa et 80 mL.min?. La
diffraction des rayons X a mis en évidence la présence de la phase magnétite d’environ 15 nm

sans hématite résiduelle (Figure A.I-13-a). La spectroscopie Raman a confirmé la présence de
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magnétite et I'absence d’hématite ou de maghémite. (Figure A.I-13-b). La L-DOPA a empéché
I’oxydation des SPIONs tout en leur apportant une taille de cristallites et une morphologie
(Figure A.I-13-c) plus grande que les tailles observées lors des synthéses classiques (de I'ordre
de 15 nm par rapport a 6-10 nm généralement). En DLS (Figure A.l-13-d), les SPIONs-L-DOPA
ont une taille hydrodynamique d’environ 40 nm compatible avec les applications biologiques
visées. Ces NPs synthétisées en une étape, en continu et de maniere reproductible ont ensuite
été fonctionnalisées avec un PEG et un macrocycle Manota (développé par I'Institut de Chimie
Moléculaire de I’Université de Bourgogne : ICMUB) permettant le radiomarquage des SPIONs
avec du %Cu pour leur utilisation en imagerie médicale notamment avec le systéme bimodale
PET/IRM du Centre George Francois Leclerc (CGFL) de Dijon. Ces résultats seront présentés en
partie A.Il.1.2.

A.l.3.2. Par voie eau supercritique (25 MPa, 400°C)

A I'aide du dispositif hydrothermal en continu, des SPIONs ont été synthétisées en

domaine eau supercritique (T =400°C et P = 25 MPa). L’eau supercritique permet de précipiter
des sels inorganiques sans présence de solution basique (Aimable 2007; Demoisson 2015).
Ainsi, les conditions eau supercritiques ont eu lieu avec différents ratios molaires Fe'/Fe' et
Fe/citrates. En se basant sur les études en voie hydrothermales, les citrates ont été utilisés
pour réduire I'oxydation des SPIONs. Le débit total a été réduit a 30 mL.min? (temps de
réaction de 8 secondes) pour éviter le colmatage rapide des filtres du dispositif. Trois
conditions ont été étudiées : a) ratio classique Fe'/Fe" = 1/2; b) ratio avec Fe' seulement :
Fe''/Fe'' = 3/0 et c) ratio avec Fe' seulement et Fe/citrates = 1/1. Les NPs ainsi obtenues ont
été purifiées par centrifugations successives dans |'eau avant lyophilisation pour
caractérisations.

La Figure A.I-14 et la Figure A.I-15-a résument les caractéristiques morphologiques et
cristallographiques obtenues avec les trois conditions étudiées. En premier lieu, avec le ratio
Fe''/Fe'" classique, les NPs obtenues sont exclusivement de phase hématite , de taille 70 nm
(par DRX ou TEM) et monodisperses (Figure A.I-14-a et Figure A.l-15-a). L'obtention de cette
phase non désirée est due aux conditions eau supercritique qui sont thermodynamiquement
favorables a sa formation notamment dans le cadre de NPs de taille supérieure a 20 nm
(Jolivet et al. 2004). L’oxydation sans doute trés rapide des Fe' présents en solution en Fe'' a
aussi probablement aidé a la cristallisation des NPs sous forme a-Fe;0s. En réduisant la
quantité de Fe" a zéro (Figure A.I-14-b et Figure A.I-15-a), les NPs obtenues sont un mélange
massique de 59% de phase superparamagnétique (maghémite y-Fe>03 ou magnétite Fez0a)
et de 41% d’hématite. Bien que les tailles soient polydisperses et malgré la présence encore
importante d’hématite, utiliser uniquement du Fe' a permis d’obtenir plus de 50% en masse
de phase superparamagnétique. Les mesures de tailles par TEM montrent deux populations,
une centrée sur 60 nm et une autre sur 175 nm. Il n’est cependant pas possible de vraiment

tirer des conclusions sur cette observation, des tres petite NPs étant également observées en
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TEM (Figure A.l-14-b) mais non quantifiées pour cause d’agglomération importante des
échantillons. Il semblerait en regardant les pics de diffraction en Figure A.lI-15-a que la
structure des grosses NPs soient plutot hématite et que celle des plus petites non mesurées

en TEM soient magnétite (ou maghémite).
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Figure A.I-14 : Analyses morphologique et de taille des NPs obtenues en conditions eau supercritique. Clichés TEM et
comptage de tailles des NPs obtenues avec le dispositif hydrothermal en continu en conditions eau supercritique (400°C ;
25 MPa ; 30 mL.min’t) a différentes conditions : a) Fe''/Fe'" = 1/2 et citrates/Fe = 0/1 ; b) Fe'/Fe'"! = 3/0 et citrates/Fe = 0/1 et
¢) Fe''l/Fe" = 3/0 et citrates/Fe = 1/1 (Maurizi et al. 2014a)

En ajoutant 100% molaire de citrates aux ions Fe' avant la synthése en eau
supercritique, la phase hématite a disparu (Figure A.I-14-c et Figure A.I-15-a; proportion
massique < 0.5%) laissant place a de la magnétite et de la maghémite. Les tailles par TEM
montrent une tres grande polydispersité des résultats de quelques dizaines de nanomeétres a
plus de 600 nm pour certaines cristallites. Le diffractogramme de cet échantillon fait
apparaitre un dédoublement des pics de la phase spinelle (Figure A.I-15-b) traduisant la
présence de grosses NPs de magnétite (a = 8.397 A) et de plus petites de maghémite
(a=8.350A). En ajustant les deux populations des diffractogrammes, il a été possible
d’obtenir une taille de cristallites de maghémite de I'ordre de 32 nm et de magnétite d’environ
106 nm. Les SPIONs obtenues grace a I'effet antioxydant des citrates n’ont pas été stabilisées
et aucun citrate n’a été retrouvé a la surface de ces NPs aprés purification.

Avec cette étude paramétrique de l'influence de 'oxydation du Fer avec ou sans
citrates en conditions eau supercritique, il a été possible de proposer un mécanisme de
synthése pendant les 8 secondes de réaction. Avec un ratio classique Fe'/Fe'' = 1/2, les
conditions eau supercritique oxyde presque instantanément les Fe'' en Fe'' entrainant la

formation d’hématite, phase oxydée composée exclusivement de Fe'' et qui va croitre lors de

la réaction.

30/140



Syntheses et caractérisations de nanoparticules pour applications biomédicales

= (hkl): maghemite or magnetite

a (ICOD 082-1533) b
) G 4 (hkI): hematite )
10000 (1CDD 089-0598) Fe,0,:2=8.397+0.0014
Citrates /3 Fe:0 Fell=1/1 1400
(220) 511y |40 1200
BO00 - (400) —_
222 427 -
= n & “2 3 1000
E T & 800
> 6000 N E
2 . E &00
@ c
£ 4000 . ., a e e, ~ oo
{104) -
2000 (1100 Citrates /1 Fe":2 FeM =0/ \_‘__
(18] (300 0 : i
o12) (113) (E'?r” } @4 55 55.5 56 56.5 57
| I | | 2 Theta (%)
o e — R S T UL SRL S L

17 22 27 32 37 43 47 52 57 52
2 Theta (%)

Figure A.I-15 : Caractérisations cristallographiques des NPs obtenus en conditions eau supercritique. a) DRX des NPs
obtenues avec le dispositif hydrothermal en continu en conditions eau supercritique (400°C ; 25 MPa ; 30 mL.min1) a
différentes conditions et b) zoom sur le pic de diffraction montrant la présence de deux phases d’oxyde de fer (Maurizi et al.
2014a)
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En ce qui concerne I'utilisation de Fe' uniquement avec ou sans citrates, le mécanisme
d’obtention des NPs doit se baser sur une oxydation de certains Fe' en Fe'' entrainant un ratio
sous-staechiométrique Fe''/Fe'" (Tronc et al. 1992; Jolivet et al. 1992) et la formation d’une
phase spinelle oxydée (y-Fe;03) de petite taille et d’'une phase spinelle non oxydée de plus
grande taille (Fes0a). Sans les citrates, ces dernieres NPs sont en compétition avec les
conditions oxydantes de I'eau supercritique et se transforment en leur phase
thermodynamiquement stable : I’'hématite (a-Fe20s3). Cela expliquant I'observation TEM
(Figure A.l-14-b et Figure A.lI-15-a) montrant de petites NPs de spinelle, probablement des
maghémite qui sont déja a leur niveau d’oxydation le plus stable, et des grosses d’hématite.
Les citrates évitent I'oxydation des magnétites favorisant ainsi leur croissance par

dissolution/recristallisation. Les mécanismes réactionnels proposés sont les suivants :

sans citrates
—— > yFe;03 + aFe, 04

——YFe,03 + Fe30,

citrates

L'étude paramétrique de formation de NPs d’oxyde de fer en domaine eau

SC H,0
3 Fell=25(3 — e)Fe!l + gFell

supercritique n’a pas permis d’obtenir des SPIONs stables et compatibles pour les applications
biomédicales notamment a cause des tailles de cristallites importantes et d’'une trés grande
polydispersité. En revanche, elle a permis de comprendre le mécanisme de formation de la
phase spinelle superparamagnétique dans ces conditions méme si de nombreuses inconnues
demeurent comme la croissance extrémement rapide de ces NPs en eau supercritique (plus

d’un demi micron en seulement 8 secondes).
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A.l.4. Conclusion sur les synthéses des nanoparticules

Cette premiére partie a tenté de résumer les compétences initiales acquises en
physicochimie et plus précisément en syntheses, fonctionnalisations et caractérisations de
nanoparticules pour applications biomédicales. Durant mes différentes expériences, des NPs
ont été synthétisées et fonctionnalisées avec des polymeéres ou des coquilles biocompatibles.
Des caractérisations fines sont toujours nécessaires pour connaitre précisément la chimie de
surface des nanohybrides. Ce contréle de la surface avec de nombreux outils de d’analyses
permet de mieux anticiper et comprendre les interactions biologiques des NPs développées
notamment dans les fluides biologiques complexes.

De plus, avec ma formation d’ingénieur en génie des procédés, je me concentre
toujours sur le développement de protocoles de synthese de NPs robustes, reproductibles,
répétables et simplifiés avec pour but de diminuer les erreurs possibles d’observations lors
des études biologiques. Ainsi, les études d’interactions biologiques sont toujours initiées en
premier lieu sur des NPs contrdlées et produites en quantité suffisantes pour éviter tout biais
induit par les déviations physicochimiques de matériaux moins contrélés ou en moindre
quantité. Il a été possible, par exemple, d’utiliser les PVA-SPIONs comme NPs de base pour
ensuite leur greffer de maniéere covalente des polymeéres ou les encapsuler dans ces coquilles
de silice. Par ailleurs, une partie de ma recherche s’est aussi intéressée au scale-up de la
synthése de NPs soit par optimisation en batch (pour les silices par exemple) mais également
a l'aide du dispositif de synthése hydrothermale présent au laboratoire ICB. Il a possible
d’obtenir plusieurs grammes par jours de SPIONs fonctionnalisées avec des molécules
organiques stabilisantes, quantité primordiale pour des études in vivo notamment. Ces
synthéses optimisées ont mémes fait I'objet d’un transfert de technologie entre I'EPFL et le
centre Nanotec de Thailande et le Jozef Stefan Institue de Slovénie.

Dans cette méme optique de contréle et de transférabilité rapide des NPs, la majorité
de ma recherche s’intéresse aux applications possibles de NPs bien maitrisées répondant aux
critéres de reproductibilité, répétabilité et scale-up : les SPIONs. Dans la suite de ce manuscrit,
des analyses in vivo et in vitro avec et sur ces SPIONs seront présentées.

Les projets, encadrements et publications principaux sont résumées ci-dessous.
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Projets associés

Projet Régional ANER : Nanoprot (2019-2022)
Projet Européen FP7 Nanodiara (2010-2014)

Collaborations principales associées

CHU et CGFL, Dijon
Institut de Chimie Moléculaire de I’Université de Bourgogne (ICMUB), Dijon

National Nanotechnology Center, Thailande

Encadrements principaux associés

Célia Marets (09/19- en cours) ; These de doctorat : Synthése et fonctionnalisation de
nanoparticules (NPs) pour I’étude des interactions NPs-protéines

Dr Annette Luce (10/16-03/20); Thése de doctorat: Biotests innovants pour
I’évaluation de la toxicité de nanoparticules

Dr. Usawadee Sakulkhu (09/09-05/13); Thése de doctorat : Preparation of coated
nanoparticles and investigation of their behavior in biological environment

Dr. Weerakanya Maneeprakorn (2012); Docteure visiteur Nanotec Thailande (3 mois):
Nouvelle thématique sur les oxydes de fer biocompatibles en Thailande

Dr. Noemi Aguilé Aguayo (01/08-11/12) ; visite de 3 mois en 2011 : Production and
characterisation of carbon-encapsulated iron nanoparticles by arc-discharge plasma
Alexis Claveau (09/13-01/14) ; Projet de Master 2 : Investigation and optimization of
the covalent grafting of polymers on SPIONs by crosslinking of silica precursors
Vanessa Dao Mai (03/12-07/12); Stage de Master 2: Fluorescent Magnetic
Nanoparticles for Biomedical Applications

Nicolas Leclaire (03/12-06/12) ; Projet de Master 2 : Synthesis and Characterization of
Silica-coated Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles For Biomedical Applications
Jérémy Paris (2009 & 2010) ; Stages de Master 1 et 2 : Elaboration de nanoparticules

d’oxydes de fer pour applications biomédicales: synthése et fonctionnalisation

Publications principales

Efficient quantification by X-ray photoelectron spectroscopy and thermogravimetric
analyses of the one-pot grafting of two molecules on the surface of iron oxide
nanoparticles, L. Maurizi*, F. Sallem, J. Boudon, O. Heintz, H. Bisht, F. Bouyer and
N. Millot*, J. Nanosci. Nanotech., 19 (8), 4920-4929, 2019
(DOI: 10.1166/jnn.2019.16796)

Innovative Magnetic Nanoparticles for PET/MRI Bimodal Imaging, G. Thomas,
J. Boudon, L. Maurizi, M. Moreau, P. Walker, I. Severin, A. Oudot, F. Demoisson,
F. Denat, S. Poty, C. Goze, F. Brunotte and N. Millot, ACS Omega, 4 (2), 2637-2648,
2019 (DOI: 10.1021/acsomega.8b03283)
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H. Hofmann, J. Mater. Sci., 52 (16), 9249-9261, 2017
(DOI: 10.1007/s10853-017-1098-2)

Polymer adsorption on iron oxide nanoparticles for one-step amino-functionalized
silica encapsulation, L. Maurizi*, A. Claveau and H. Hofmann, J. Nanomater., 2015
(2015), ID 732719, 2015 (DOI:10.1155/2015/732719)

Influence of surface charge and polymer coating on internalization and biodistribution
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P. Walker, D. Vandroux and N. Millot, J. Biomed. Nanotech., 11, (1), 126-136, 2015
(DOI: 10.1166/jbn.2015.1996)
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N. Millot, RSC advances, 4 (86), 45673-45678, 2014 (DOI: 10.1039/C4RA08562K)
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Des nanoparticules d’oxyde de fer ont été synthétisées lors de divers projets pour les
utiliser comme agents de contrats en Imagerie par Résonance Magnétique (IRM). En effet, les
SPIONs possédent des propriétés superparamagnétiques leur conférant un effet sur le temps
de relaxation transversale (T2) des protons permettant, potentiellement, de diminuer le
temps d’exposition du patient en IRM (Babes et al. 1999; Basly et al. 2013). Les SPIONs
génerent un contraste dit « négatif » assombrissant I’environnement proches de ces NPs dont
la relaxivité r2 sert a estimer leur pouvoir contrastant. Dans le cadre des différentes études
présentées dans ce rapport, les SPIONs ont été étudiées en imagerie du petit animal (modele
murin). Les SPIONs ont été utilisées comme agents de contraste en IRM:

e Soit en injection directe dans I’'animal pour mesurer la biodistribution des NPs
e Soit pour suivre |'évolution d’une pathologie par marquage cellulaire passif
e Soit par marquage de cellules injectées dans I'animal pour détecter le devenir de ces

cellules in vivo.
A.l1l.1. SPIONs comme agents de contraste directs en IRM

Dans cette partie des SPIONs fonctionnalisées synthétisées soit par co-précipitation
classique soit par voie hydrothermale continu ont été directement injectées dans des modeles
murins. Dans le premier cas, I'influence de la charge de surface sur la biodistribution des
SPIONs a été étudiée notamment par IRM. Enfin, des SPIONs fonctionnalisées comme agents

de contraste bimodaux PET/IRM ont été évaluées.

A.lIl.1.1. Influence de la charge de surface sur la biodistribution des SPIONs

Des SPIONSs de tailles de cristallites de 9 nm ont été fonctionnalisées avec du PEG2000
silanisé et un mélange de PEG;000-Si et de DMSA comme présenté en partie A.l.2.1. Les tailles
hydrodynamiques de ces deux SPIONs (PEG2k-SPIONs et DMSA + PEG2k-SPIONs) étaient de
I'ordre de 38 et 36 nm respectivement avec un potentiel zéta a pH 7 de -3 et -30 mV.
L'influence de la charge et de la chimie de surface a donc été étudiée. Ces NPs ont été
comparées a une suspension d’agent de contraste commerciale a base de SPIONs
fonctionnalisées aux Dextran : le Resovist (Dcristaliite = 8 NM ; Ohydrodynamique = 22 Nm et potentiel
zéta =-22 mV) et une solution de sérum physiologique (NaCl pH7 0,15 M) a été utilisée comme
contrble. Les mesures de relaxivités r2 ont été réalisées sur les trois différents types de
SPIONSs. Puis, 100 pL de chaque suspension a 1.68 mgre.mL? (soit 168 pgre / souris) ont été
injectées dans un minimum de n = 3 souris (souris albinos femelle de 3 mois) qui ont été
imagées en IRM clinique (3 T) a 1, 3 et 24 heures.

Les relaxivités r2 des SPIONs nues, fonctionnalisées et du Resovist sont toutes dans la
méme gamme de valeur (entre 260 et 290 mMM™Yr.s!) montrant que les différentes
modifications de surface n’influencent pas les propriétés magnétiques des oxydes de fer.

Les images IRM des souris 3 heures apres injections sont présentées Figure A.ll-1-a.

Les foies, cerclés de rouge, montrent un assombrissement du contraste par rapport au
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contrbéle des SPIONs Resovist et PEGak + DMSA plus prononcé qu’avec les SPIONs PEGxk
uniquement. La Figure A.llI-1-b quantifie le contraste des foies et cceur a différents temps et
avec différentes NPs. Plus la valeur de contraste est faible, plus la présence de SPIONs est
importante. Ainsi, pour les Resovist et DMSA + PEG,k-SPIONs, le contraste du foie est bas dés
1 heure apres injection et reste constant durant les 24 heures d’observation. En revanche,
avec les PEG2-SPIONs il apparait que le contraste du foie est supérieur pendant les 3
premieres heures aprés injection démontrant une captation hépatique retardée. Pour les
contrastes cardiaques, aucune différence significative n’a été observée prouvant I'absence de

SPIONs dans cet organe.
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Figure A.llI-1 : Analyses IRM de la biodistribution des SPIONs fonctionnalisées. a) images MRI de souris injectées avec des
PEG«-SPIONs et PEG-SPIONS + DMSA comparées a un contréle et du Resovist (le foie est cerclé de rouge) et b) mesures des
contrastes hépatiques et cardiaques a différents temps pour ces mémes souris (n = minimum 3) significativités a : *p < 0.05,

**p <0.01 (Maurizi et al. 2015b)

En Figure A.lI-2, des analyses au bleu de Prusse sur des coupes histologiques ont été
effectuées. Le bleu de Prusse permet de révéler le fer dissout en se colorant en bleu (Zboril et
al. 2004; Khodavirdilo 2012). Ainsi, il est possible d’observer et, dans certains cas, de quantifier
la présence de SPIONSs. Il est a noter que cette technique ne peut pas donner une information
sur l'internalisation réelle des oxydes de fer mais sur leur co-localisation, les observations se
faisant sur NPs dissoutes et par microscopie optique. Avec cette méthode, il a tout de méme
été possible de confirmer que des SPIONs étaient localisées dans le foie des souris injectées
et que la concentration de NPs semblait effectivement plus importante 3 heures apres
injection pour les Resovist et les DMSA + PEG2k-SPIONs que pour les PEG2«-SPIONs. Dans les
tissus cardiaques, aucune SPION n’a été trouvée.

En conclusion sur cette étude et en premier lieu, il a été démontré que les SPIONs
synthétisées apportaient bien un contraste T2 sur certains organes cibles, notamment le foie.
Cette captation hépatique est la voie classique d’élimination des NPs notamment d’oxyde de
fer (Briley-Saebo et al. 2004). Les SPIONs fonctionnalisées avec des PEG2g00 et de potentiel

zéta neutre ont montré une captation hépatique retardée par rapport aux SPIONs chargées
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négativement prouvant la plus grande furtivité des NPs avec des chimie de surface
comportant ce polymére mais quand celui-ci est neutre (Lee et al. 2015; Ramniceanu et al.
2016). Cette étude préliminaire a aussi permis d’apporter une premiere estimation sur
I'influence cruciale de la surface des NPs sur leurs comportements biologiques notamment
in vivo. La charge mais aussi la chimie ou la longueur des polyméres semblent jouer un réle et
ce sont sur ces bases que mes études sur les interactions a I'interface des NPs et des fluides
biologiques ont débutés (Partie A.lll).

Control Resovist® PEG,-SPION DMSA + PEG,,-SPION

Liver 24 hours Liver 3 hours

Heart 24 hours

Figure A.lI-2 : Biodistribution des SPIONs fonctionnalisées Colorations par bleu de Prusse de tissus de foie (3h et 24h) et de
ceceur (24h) apreés injections de PEG-SPIONs et PEG-SPIONs + DMSA comparées a un contréle et au Resovist (Maurizi et al.
2015b)
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A.11.1.2. SPIONSs fonctionnalisées pour imagerie bimodale PET/IRM

Dans le cadre d’un équipement d’excellence (Equipex Imappi pour integrated magnetic

resonance and positron emission tomography in preclinical imaging), un appareil d’'imagerie
préclinique du petit animal a été développé en collaboration avec la société MR Solutions et
le Centre Georges-Francois Leclerc (CGFL) de Dijon. Cet outil couple en une seule étape la
tomographie par émission de positrons (PET) et I'imagerie par résonance magnétique (IRM).
Ainsi, les avantages de ces deux techniques sont associés tels que la sensibilité et I'imagerie

moléculaire de la PET et la bonne résolution spatiale et temporelle de I'IRM.
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Figure A.lI-3 : Imagerie IRM et PET avec les SPIONs-LDOPA-PEG-MANOTA-5Cu (SPIONs-54Cu) bimodaux et analyses de
leur biodistribution et biocirculation. (a) images MRI pondérées en T2* et (b) images PET du cortex rénal a différents temps
d’injection dans la souris avant, 1h et 24h aprés injection au SPIONs-%4Cu. c) Evaluation de la biocirculation des SPIONs %4Cu
pendant 2h apres injection (n = 3) et d) Evaluation de la biodistribution des SPIONs-%4Cu 48h apres injection en i.v.
(intraveineuse) dans la souris. Les valeurs sont représentées en pourcentages de la dose injectée (n = 4). (Thomas et al.
2019)

Les SPIONs synthétisées avec de la L-DOPA a I'aide du dispositif hydrothermal en
continu (partie A.l.3.1) puis fonctionnalisées avec des PEG et un macrocycle contenant un
radioélément (%4Cu) ont été utilisées dans cette étude. Elles seront nommées SPIONs-%4Cu

dans la suite de cette partie. La relaxivité r2 des SPIONs-%4Cu est de 360 + 10 mMFe ! s valeur,
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qui, dans les conditions de mesures (magnétismes différents de la partie précédente des PEG-
SPIONSs) est prés de 2,5 fois plus élevée que la r2 du Resovist (148 mMFe™ s7!) due notamment
a la grande taille de cristallites des SPIONs-LDOPA.

Des souris (souris CD-1 femelle de 20-25 g) ont été injectées avec des SPIONs-%Cu a
une concentration comprise entre 5 et 8 MBq puis ont été imagées dans I'appareil PET/IRM
1 heure et 24 heures apreés injection. La Figure A.llI-3-a montre I'assombrissement du signal au
niveau du cortex rénal méme 24 heures apres injection. Un signal PET est détecté dans cette
méme région (Figure A.Il-3-b) prouvant la co-localisation des ®*CU et des SPIONs et donc
I'efficacité de ces NPs comme agents de contraste bimodaux.

L'imagerie ayant prouvé la co-localisation des SPIONs et des ®*Cu, des quantifications
de la radioactivité dans les organes et le sang ont été effectuées pour estimer la
biodistribution et la biocirculation de ces NPs. 20 pL de SPIONs-%“Cu ont été injectées
(2,5-3 MBq) et les échantillons de sang ont été prélevés a 5 min, 10 min, 30 min, 1h et 2h et
la radioactivité a été quantifié et donnée en pourcentage de la dose injectée. 48 heures apres
injection, les souris ont été sacrifiés et les radioactivités de différents organes ont également
été analysées. En Figure A.lI-3-c, la biocirculation des SPIONs-4Cu chute rapidement de 8 a
2% de la dose injectée en moins de 2 heures suivant l'injection. Ces NPs se retrouvent
majoritairement dans le foie, la rate, les poumons et les reins (En Figure A.ll-3-d) avec toujours
prés de 50% de la dose administrée retrouvée 48 heures apres injection.

Cette étude a démontré le potentiel des SPIONs-*4Cu comme agent de contraste

bimodaux dont plus de 50% sont toujours présent dans I'organisme 48 heures apreés injection.
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A.ll.2. Marquage passif de macrophages pour détection d’arthrite

Des PVA-SPIONs ont également été utilisées pour détecter les zones d’inflammations
induites par I'arthrite du genou et pour également tester |'efficacité d’un traitement a cette
pathologie. L'idée de ces études était de voir si les NPs restaient dans la zone d’inflammation
permettant ainsi de la mettre en évidence par IRM. En effet, une fois dans le flux sanguin, les
macrophages du systeme réticuloendothélial (RES) devaient phagocyter les SPIONs (Rogers
and Basu 2005). De plus, ces cellules immunitaires sont connues pour aller vers les zones
d’inflammation (Beckmann et al. 2003; Brochet et al. 2006). Ainsi, injectées en i.v.
(intraveineux) ou en i.a. (intra-articulaire), les SPIONs sont internalisées par des macrophages
puis devraient se retrouver sur les zones d’inflammations pour pouvoir y étre détectées en
IRM.

A.ll.2.1. Détection de I’arthrite et réponse inflammatoire

Lors d’une étude réalisée lors du projet européen Nanodiara, des PVA-SPIONs ont été
testées pour détecter, en IRM, l'arthrite du genou chez la souris (souris C57Bl/6) de
12 semaines avec ou sans arthrite). Pour cela, ces NPs ont été injectées soit en i.v. soit
directement dans le genou (i.a.).

La possibilité de détecter par IRM les PVA-SPIONs dans les zones d’inflammation a été
testée. Les réponses inflammatoires a court et long terme (14 jours) des PVA-SPIONs et du
PVA seul ont également été étudiées. Des souris controles et avec de l'arthrite ont été
injectées en i.v. et en i.a. avec des PVA-SPIONs:

e Eni.v., deux doses de 200 pL ont été testées : une faible (3,3 mge./kg) et une forte

(33 mgre/kg)

e Eni.a. deux doses de 6 L ont été testées : une faible (6 pgre/genou) et une forte 24

Hgre/genou).

En Figure A.1l-4 (A-B) des images IRM montrent I'absence de changement de contraste
sur des genoux sans arthrite injectés avec des PVA-SPIONs par rapport a un genou controle
avec arthrite (A et B). Dans la Figure A.lI-4 (C-D), un contraste T2 est observé (fleches bleues)
sur des genoux avec arthrite injectés en i.v. et en i.a. a fortes doses prouvant la présence et
I'accumulation des PVA-SPIONs dans la zone enflammée du genou par rapport a un genou sain
(en B). Les PVA-SPIONs injectées directement dans I'articulation se retrouvent internalisées
par les cellules de la synoviale (présence révélée par bleu de Prusse en Figure A.ll-4-E).

Avec la méthode d’injection eni.a., les NPs restent dans I’articulation au moins 14 jours
gue ce soit dans un genou sain ou arthritique. Ainsi, la question de la toxicité a long terme des
PVA-SPIONs s’est posée et a été étudiée. Les faibles et fortes doses un jour aprés injection en
i.a. ont été étudiées (6 et 24 pgre/genou) quand seulement les fortes doses 14 jours apres
injection ont été observées. Une faible et forte dose de PVA seul au concentration suivant le

protocole des PVA-SPIONs présenté en partie A.l.2.2 a également été injectée en i.a.
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(respectivement 54 et 216 pgpva/genou) et tous les résultats ont été comparés au PBS. Des
coupes histologiques des genoux des souris ont été réalisées 1 jour et 14 jours apreés injections
en i.a. et I'inflammation a été notée de 0 a 3 avec:

e 0=pasdinflammation

e 1=quelques cellules inflammatoires dans la cavité de I’articulation et dans la synoviale

e 2 =|acavité et la synoviale sont partiellement remplies par des cellules inflammatoires

e 3 =lacavité et la synoviale sont complétement remplies de cellules inflammatoires.

Figure A.ll-4 : Images IRM-et histologie au bleu de Prusse pour visualiser les PVA-SPIONs dans I’articulation du genou
arthritique. A) genou avec arthrite sans PVA-SPIONs ; B) genou sans arthrite avec injection en i.v. de PVA-SPIONs C) et D)
genou avec arthrite injectés en i.v. et i.a., respectivement, avec des PVA-SPIONs. Les fleches bleues montrent la perte de
signal dans le tissue synovial et donc la présence de PVA-SPIONs dans la zone d’inflammation et E) marquage au bleu de
Prusse d’un genou arthritique injecté en i.a. indiquant I'internalisation des PVA-SPIONSs par les cellules de la synoviale
(Grossissement 100x) (Vermeij et al. 2015).

En Figure A.ll-5-a, les PVA-SPIONs a forte dose induisent une réponse inflammatoire
modérée 1 jour apres injection par rapport au contréle quand la faible dose qui n’induit, elle,
aucune réponse. La forte dose de PVA semble induire également une faible réponse
inflammatoire mais non statistiquement significative. Les Figure A.lI-5-b et Figure A.llI-5-c
montrent la présence et I'absence de cellules inflammatoires dans les genoux injectés
respectivement avec des PVA-SPIONs a forte dose et du PBS.

14 jours apreés injection (Figure A.lI-5-d), aucune différence d’inflammation n’est
observée entre des souris arthritiques injectées avec des fortes doses de PVA-SPIONs ou de
PVA seul comparativement a une injection de PBS. Les coupes histologiques (Figure A.ll-5-e-f)
confirment la présence de quelques cellules inflammatoires aprés injection de PVA-SPIONs ou
dans le controle mais sans différence significative entre les deux conditions.

Les PVA-SPIONSs ont pu étre détectées dans le genou une fois injectées soit en i.v. soit
directement dans |’articulation grace notamment a leur internalisation par les cellules du RES.
14 jours apres injection, les NPs sont toujours présentes dans la synoviale. Des études de
coupes histologiques ont quantifié une inflammation précoce induite par une forte dose de

PVA-SPIONs qui n’est plus observée 14 jours apreés injection.
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Figure A.lI-5 : Analyses histologiques d’articulation du genou apres injection de PVA-SPIONs et de PVA seul. a)
taux d’inflammation aprés injection en i.a. de souris avec un contréle (PBS) et des concentrations fortes et faibles
de PVA-SPIONs et PVA sur des souris. Inflammations sur coupes histologiques sur b) et c) des souris injectées avec
une forte concentration de PVA-SPIONSs et du PBS ; d) Taux d’inflammation apres injection en i.a. de souris avec un
contréle (PBS) et des concentrations fortes de PVA-SPIONs et PVA. Comparaison de I'inflammation sur coupes
histologiques de souris injectées avec e) une forte dose de PVA-SPIONSs et f) du PBS. Grossissement 50x. F = fémur,

P = patella, S = synoviale (n = 4 par groupe pour a-c et n=8 de d-f). * p<0.05, ** p<0.01 (Vermeij et al. 2015)
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A.l1.2.2. Suivi du traitement de I’arthrite avec des PVA-SPIONs

Lors d’'une étude avec I’'hopital de Genéve (HuGe), I'effet de la Dexamethasone (Dexa)

a été étudiée par IRM en utilisant également le marquage passif des macrophages comme
vecteurs pour diriger les SPIONs vers la zone d’inflammation. Des rats (femelles Lewis de 6 a
8 semaines et 150 et 175g) avec arthrite induite ont été utilisés. Une partie des rats a été
traitée par Dexa 2 et 5 jours apres induction d’arthrite. Des rats contréles ont regu une
solution de sérum physiologique. 5 heures aprés la derniére injection de Dexa, 7 mgee/rat de
PVA-SPIONs ont été injectés et les rats ont été imagés 6, 10 et 13 jours aprés induction
d’arthrite. L’hypothése de cette étude était relativement identique a celle précédente
(partie A.ll.2.1) : suivre I'arthrite grace a des macrophages marqués de PVA-SPIONs
phagocytées.

En Figure A.llI-6-a, des images de genou de rat arthritique traité et non traité ont été
observées. Les fleches rouges montrent I'assombrissement du signal et donc la présence de
SPIONs dans la région d’inflammation. Pour le genou traité par Dexa, le contraste T2 semble
moins prononcé que sur le genou non traité. En analysant et moyennant un grand nombre
d’intensité de contrastes (n= 13 et n = 15 respectivement pour les genoux non traités et
traités), il a été possible d’estimer I'évolution de la présence de SPIONs et donc de
macrophages dans cette zone d’inflammation (Figure A.ll-6-b). L'intensité du signal décroit
significativement plus vite en quelques jours dans les genoux traités par Dexa que dans les
genoux non traités. Ainsi, la diminution du signal traduit une baisse de I'inflammation et donc

une preuve de I'efficacité du traitement a la Dexa.
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Figure A.lI-6 : Suivi par MRI de Iefficacité du traitement par dexaméthasone dans I’arthrite du genou du rat. a) images
MRI pondérées en T1-montrant l'intensité du signal des PVA-SPIONs dans la synoviale dans i) un genou non traité et ii) traité
et b) graphiques montrant les scores d’intensité MRI (3 est une grande intensité et 0 une faible intensité) des genoux traités

et non traités. (n = 13 minimum) * P = 0.02 ou moins (Gramoun et al. 2014)

Une analyse au Bleu de Prusse a également été réalisée sur des coupes histologiques
de genoux traités et non traités 13 jours apres induction d’arthrite. La Figure A.lI-7-A-Billustre
la présence de SPIONs (révélées par bleu de Prusse : points bleus sur les figures soulignés par
les fleches rouges) dans la synoviale. Pour le genou non traité, le nombre de SPIONS semble
étre plus important que pour le genou traité par Dexa. Des analyses d’images sur 4 zones des

différents genoux (n = 5 animal par condition) ont permis d’estimer le nombre de zones et de
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point bleus de bleu de Prusse (Figure A.ll-7-C-D). Les zones et les nombres de SPIONs présents
sont bien, comme lors des observations en IRM, significativement inférieurs dans les genoux
traités par rapport a ceux non traités démontrant, a nouveau, 'efficacité de la dexaméthasone

pour diminuer I'inflammation de I’arthrite.

A B C Area of Prussian blue objects
200,000
\ 160,000
120,000 *
80,000
40,000
0
Untreated Dexa treated
\ D Number of Prussian blue objects
200,000
\ y 160,000
120,000
80,000 I
b 40,000
0
Untreated Dexa treated

Figure A.II-7 : Distribution et quantification des PVA-SPIONs dans la synoviale 13 jours apreés induction Images de la
synoviale a) non traitée et traitée 13 jours apreés induction d’arthrite. c) et d) quantification de I'aire d) et du nombre e) des
PVA-SPIONSs dosées par bleu de Prusse 13 jours apreés induction d’arthrite. Les images ont été analysées par le logiciel Tissue
Studio® (n = 5 sur 4 aires d’analyses par animal) * (C) P =0.005 et (D) P = 0.016 comparés au contréle (Gramoun et al. 2014)

Lors de ces deux études, les PVA-SPIONs, une fois injectées dans le sang ou dans
I'articulation ont bien été phagocytées par les macrophages du RES qui se sont ensuite
retrouvés vers les zones d’inflammation ou ils sont restés pendant au moins deux semaines
(temps des analyses présentées) et ont pu étre détectées par IRM. Ce marquage passif des
macrophages a également permis de prouver et quantifier I'efficacité d’un traitement de
I'arthrite par IRM. Enfin, il a été démontré que ces nanohybrides induisaient une réponse
inflammatoire précoce modérée mais qui disparaissait avec le temps (moins de 15 jours apres

injection).
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A.l1l.3. Marquage de cellules souches pour suivi de greffe

Apres avoir utilisé les SPIONs directement comme agents de contraste en IRM ou en
marquant passivement des macrophages apreés injection, le but de cette partie a été de
marquer des cellules souches avec des PVA-SPIONs pour suivre la greffe de cellules souches
sur des genoux défectueux dans le cade de traitement des pathologies arthritiques.

En premier lieu, des cellules souches mésenchymateuses (MSCs) ont été marquées
in vitro avec des PVA-SPIONs pendant 4 et 24h a une concentration de 100 pgere/mL. La
présence des PVA-SPIONs a été révélée par bleu de Prusse (données non montrées) et par
observations en TEM (Figure A.lI-8). Les images TEM ont permis de prouver l'internalisation
des PVA-SPIONs dans des vésicules de I'ordre de 350 nm mais aussi dans des clusters plus

petits d’environ 50 nm dans le cytoplasme.

e

Figure A.lI-8 : Internalisation des PVA-SPIONs dans des cellules souches mésenchymateuses (MSCs). A et B: Images MET a
différents grossissements de MSCs marquées avec des PVA-SPIONSs. Les fléeches blanches indiquent la présence des PVA-
SPIONs (Schulze et al. 2014)

L'influence des PVA-SPIONS a différentes concentrations (25, 50 et 100 pgre/mL) sur
les différenciations des MSCs en différentes cellules a été étudiée. Une différenciation
adipogénique a été induite pendant 14 jours et, a la suite de la réaction, les acides gras ont
été marqués par de I’OilRed O et quantifiés par photométrie. La Figure A.lIl-9 A — B démontre
gue 100% des MSCs se sont bien différenciées quelle que soit la concentration de PVA-SPIONs
utilisée.

La différenciation chondrogénique des MSCs a également été réalisée par essai
protéoglycanne pendant 21 jours avant d’étre détectée par marquage au bleu d’Alcian pour
révéler le taux de cellules différenciées. Les PVA-SPIONs n’ont pas influencé la différenciation

des MSCs en cellules de cartilage (Figure A.1I-9 C— D).
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Figure A.1I-9 : Influence des PVA-SPIONs sur la différenciation des MSCs. Des MSCs marquées avec du PVA-SPIONs ont été
étudiées quantitativement (A, C et E) et qualitativement (B, D et F). A,B) différenciation adipogénique par marquage Oil
red O ; C,D) chondrogenic différenciation par essai protéoglycanne et marquage au bleu Alcian et E,F) différenciation

ostéogénique par marquage au rouge Alizarin (Schulze et al. 2014)
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Enfin, les MSCs ont subi une différenciation ostéogénique pendant 13 jours et la
matrice calcifiée a été quantifiée par marquage au rouge Alizarin. Les PVA-SPIONs n’ont pas
influencé cette différenciation qui a permis de différencier 100% des MSCs (Figure A.lI-9 E - F).

L'influence de la migration des MSCs une fois marquées avec des PVA-SPIONs a été
étudiée. Des MSCS non marquées et marquées avec différentes concentrations de
PVA-SPIONSs (25, 50 et 100 pgre/mL) ont été cultivées avec un intervalle de 500 um entre deux
rangées de cellules. La migration recouvrant cet intervalle a été observée en microscopie
optique pendant 24 heures (Figure A.ll-10 A - B) et quantifiée en pourcentage d’intervalle
recouvert. La migration semble accélérer en présence de PVA-SPIONs avec un effet dose.
Cette observation pourrait étre un avantage dans le cadre de I'utilisation in vivo de cellules
souches pour la cicatrisation. Il faut tout de méme étre prudent car un changement de
migration des MSCs est un phénoméne inconnu qui pourrait également avoir des

conséquences sur les thérapies a base de MSCS marquées.
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Figure A.lI-10 : Migration de MSCs stimulées par marquage au PVA-SPIONs. A) migration de MSCs marquées aux
PVA SPIONSs ont été étudiées sur un test de cicatrisation pendant 24h (* p = 0.001; # p = 0.069). B) images représentatives du
test de cicatrisation sur donneur. Visualisation in vivo par MRI 3T de MSCs marquées avec des PVA-SPIONs C) images
coronales (I, Il) de rotule de rat injectées avec des MSCs marquées. D) images coronales de rotule de rat injectées avec des
MSCs non marquées. Les fléches blanches représentes les MSCs marquées et les lignes blanches le contour de la diaphyse
fémorale (Schulze et al. 2014)

Des rates de 150 a 175 g (6 a 8 semaines) ont été injectées en i.a. avec des MSCs
marguées et non marquées au PVA-SPIONs et les genoux ont été imagés en IRM 3T.Une perte

de signal est observée en En Figure A.llI-10 C-D dans la section basse du fémur 24 heures (zone
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en pointillés blancs avec fleches blanches) aprés injection avec des MSCs marquées par
rapport a des MSCs non marquées. Cette observation confirme la présence de MSCs détectées
en IRM grace aux PVA-SPIONs internalisées. Cette présence des MSCs avec PVA-SPIONs a
également été confirmée par marquage au bleu de Prusse de coupes histologiques (résultats
non montrés dans ce rapport).

Les PVA-SPIONs ont correctement marqué des MSCs pour permettre leur détection
dans le cadre d’une greffe pour thérapie de genou arthritique. Elles n’ont pas semblé
influencer les différenciations adipogénique, chondrogénique et ostéogénique des MSCs. |l
semblerait en revanche que les NPs améliorent la migration des MSCs ce qui pourraient étre

un atout dans le cadre de |'utilisation de cellules souches marquées en thérapie cellulaire.
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A.l11.4. Conclusions sur le diagnostic médical avec des SPIONs

Dés le début de mes expériences de recherche, les NPs développées ont été et sont
toujours utilisées en imagerie par résonance magnétique (IRM) que ce soit au CHU et au CGFL
a Dijon ou avec les hopitaux de Geneve (Suisse), de Nijmegen aux Pays Bas ou de Charité a
Berlin (Allemagne). La robustesse des protocoles de synthéses et les caractérisations fines des
SPIONs développées ont permis d’éviter les changements de physicochimie entrainant des
biais lors des analyses des résultats biologiques.

Les études présentées dans cette partie ont démontré I'intérét de nos NPs pour
différentes analyses et observations IRM :

1. En premier lieu, les SPIONs classiques et obtenues par voie hydrothermale ont
pu étre étudiées comme agents de contraste en IRM. Des SPIONs couplées a
un isotope radioactif ont démontré leur intérét en imagerie bimodale de
PET/IRM grace a l'instrument présent et développé au sein du CGFL de Dijon.
L'influence de la chimie de surface, notamment la charge et le type de
polyméres, sur la biodistribution des NPs a été mise en évidence. Ce réle fait
partie des principaux projets de recherche étudiés que je présenterai plus en
détails en partie A.IV.2.

2. Des PVA-SPIONs ont aussi permis de marquer, apres injection dans la souris,
des macrophages qui ont ensuite mis en évidence par IRM l'inflammation du
genou dans le cas de pathologies arthritiques et méme pu suivre leur
traitement par la méme méthode. Ce marquage passif est un élément
fondamental dans le suivi de réactions inflammatoires et les études présentées
ont démontré I'intérét de nos NPs dans ces analyses.

3. Enfin, des PVA-SPIONs ont aussi marqué, in vitro, des cellules
mésenchymateuses (MSCs) pour pouvoir détecter, en IRM, leur usage
thérapeutique par greffe sur des articulations arthritiques du genou. Les NPs
n’ont pas influencé la différenciation des MSCs et ont amélioré leur rapidité de
migration dans le cas d’utilisation en cicatrisation.

Ces projets sur I'imagerie médicale ont permis d’amorcer des collaborations fortes
nationales mais aussi européenne, notamment avec Genéve et Berlin, et internationale
(Université de Stanford). Des projets découlant de ces rencontres et travaux seront présentés
dans la partie A.VI.1 notamment sur de nouvelles techniques d’imagerie médicale. Dans la
suite de la présentation de mes principales activités de recherche, les études présentées se
concentreront sur I'étude des parametres influencant les interactions biologiques cellulaires
et hématologiques des SPIONs.

Les projets, encadrements et publications principaux sont résumés ci-dessous.
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Projets associés

Projet Imappi (2019-2020)
Projet Européen FP7 Nanodiara (2010-2014)

Encadrements principaux associés

Dr. Usawadee Sakulkhu (09/09-05/13); Theése de doctorat : Preparation of coated

nanoparticles and investigation of their behavior in biological environment

Collaborations principales associées

CHU et CGFL, Dijon

Hopital Charité Berlin, Allemagne

HuGe : Hopitaux de Genéve, Suisse

NVH Medicinal, Dijon

Professeur Daldrup-Link Lab, School of Medicine, Stanford, USA
Radboud University Medical Center, Nijmegen, Pays Bas

Publications principales

Innovative Magnetic Nanoparticles for PET/MRI Bimodal Imaging, G. Thomas,
J. Boudon, L. Maurizi, M. Moreau, P. Walker, I. Severin, A. Oudot, F. Demoisson,
F. Denat, S. Poty, C. Goze, F. Brunotte and N. Millot, ACS Omega, 4 (2), 2637-2648,
2019 (DOI: 10.1021/acsomega.8b03283)

The in-vivo use of Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles to detect inflammation
elicits a cytokine response but does not aggravate experimental arthritis, E. A. Vermeij,
M. B. Bennink, L. Crowe, L. Maurizi, J.-P. Vallée, H. Hofmann, P. L.E.M. van Lent,
W. B. van den Berg, M. |. Koenders and F. A.J. van de Loo, PLOS One, 10 (5), e0126687,
2015 (DOI: 10.1371/journal.pone.0126687)

Influence of surface charge and polymer coating on internalization and biodistribution
of PEG-modified iron oxide nanoparticles, L. Maurizi, A.-L. Papa, L. Dumont, F. Bouyer,
P. Walker, D. Vandroux and N. Millot, J. Biomed. Nanotech., 11, (1), 126-136, 2015
(DOI: 10.1166/jbn.2015.1996)

Amino-polyvinyl alcohol coated superparamagnetic iron oxide nanoparticles are
suitable for monitoring of mesenchymal stromal cells in vivo, F. Schulze, A. Dienelt,
S. Geissler, P. Zaslansky, J. Schoon, K. Henzler, P. Guttmann, A. Gramoun, L. A. Crowe,
L. Maurizi, J.P. Vallée, M. Hofmann, H. Hofmann, G. N. Duda and A. Ode, Small,10 (21),
4340-4351, 2014 (DOI: 10.1002/smll.201400707)

Monitoring the effects of arthritis treatment by MRI in vivo using iron oxide
nanoparticle-labeled macrophages, A. Gramoun, L. A. Crowe, L. Maurizi, W. Wirth, F.
Tobalem, K. Grosdemange, G. Coullerez, F. Eckstein, M.l Koenders,
W.B. Van den Berg, H. Hofmann and J-P. Vallée, Arthritis Res. Ther.,16 (3), R131, 2014
(DOI: 10.1186/ar4588)
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Les SPIONs fonctionnalisées obtenues ont été, d’une part, testées en imagerie
médicale et, d’autre part, leurs interactions avec les systéemes biologiques ont été analysées.
Comme c’est également le cas in vivo, I'internalisation cellulaire et la potentielle toxicité des
SPIONs sont influencées par la chimie de surface des NPs (Shang et al. 2014; Mondini et al.
2015; Demirer et al. 2015; Du et al. 2015; Augustine et al. 2020). Dans les présentations, il est
souvent plus commun de commencer par les résultats in vitro avant ceux in vivo. Dans ce
rapport, j’ai préféré résumer les tests biologiques réalisés in vitro apres les essais en imagerie
médicale. En effet, les résultats qui seront présentés dans cette partie mettent en lumiere les
facteurs physico-chimiques qui ont été optimisés en Partie A.l mais également qui
influenceront les futures projets a mener (Partie A.VI). La majorité des études d’interactions
biologiques des SPIONs présentées dans cette partie se sont concentrées sur I'impact de ces
NPs avec RES (systeme réticuloendothélial) notamment le sang et les cellules hépatiques et
immunitaires. En effet, quelle que soit la voie d’entrée des NPs dans |’organisme, celles-ci vont
majoritairement finir par se retrouver dans le systeme sanguin (Docter et al. 2015). Les
différentes études de cette partie seront divisées en deux parties présentant:

e Différents tests de réponses cellulaires de différentes lignées (hépatiques,
immunitaires et d’oligodendrocytes) aprés incubations avec des SPIONs

e [’évaluation du role du PVA sur la réponse immunitaire et I’'hémolyse
A.lll.1. Différents tests cellulaires apreés incubations avec des SPIONs

Dans une premiere étude, les PEG000-SPIONs et PEG2000-SPIONs + DMSA
(partie A.1.2.1) ont été mises en contact avec des cellules immortalisées de types macrophages
(264.7 souche de souris) et hépatocytes (HepG2 lignée humaine). Le Resovist a été utilisé
comme une suspension controle de SPIONs et le sérum physiologiqgue comme contréle
classique. En Figure A.llI-1, les co-localisations des différentes SPIONs dans les cellules HepG2
et RAW 264.7 ont été observées par révélation au bleu de Prusse. La présence de Resovist et
de PEG2000-SPIONs + DMSA est clairement mise en évidence par les nombreuses taches bleues
observées par rapport au contréle. En revanche les PEG2000-SPIONs sont peu co-localisées et
seulement avec les hépatocytes. Le PEG seul semble donc ralentir I'interaction cellulaire des
SPIONs de méme qu’il retardait la captation hépatique in vivo (partie A.ll.1.1). La méthode du
bleu de Prusse souvent utilisée pour les interactions cellulaires des SPIONs ne peut pas
réellement prouver leur internalisation. Pour la prouver, d’autres méthodes sont nécessaires
telles que la microscopie confocale qui peut analyser des coupes de I'ordre de 60 nm mais qui
nécessite des NPs fluorescentes, fonctionnalisation qui pourrait aussi modifier les
mécanismes d’internalisation. La microscopie électronique est aussi une solution permettant
d’observer une coupe « centrale » de la cellule. Dans le cas de cette étude, des images TEM
(données non montrées) ont été réalisées et ont démontré l'internalisation des différents

SPIONs avec toujours moins de NPs avec les PEGs seuls. Cette technique est plutot qualitative
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car il est compliqué d’observer des dizaines de coupes de centaines de cellules pour quantifier

les SPIONSs. Le bleu de Prusse est donc souvent utilisé pour quantifier les SPIONs.
Control Resovist® PEG,,-SPION  DMSA + PEG,,-SPION
N\ o

RAW cells

HepG2 cells

¥ - 2R

Figure A.llI-1 : Co-localisation de différents SPIONs et de cellules RAW 264.7 et HepG2. Observations par microscopie
optique des cellules marquées au bleu de Prusse pour révéler la présence de PEG 3000-SPIONs et PGE 2000-SPIONs + DMSA
comparées au Resovist et a un contréle 3 heures apres incubation. Barre d’échelle : 10 um

La cytotoxicité de ces mémes NPs a été testée a différentes concentrations (25 et
50 pgnps/cm?) et sur les mémes lignées cellulaires (Figure A.llI-2). Le test MTT (bromure de
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) a été choisi pour quantifier I'activité
mitochondriale et la comparer au contréle pour obtenir des pourcentages de viabilités. Le
Resovist et les SPIONs fonctionnalisées n’influencent pas la viabilité cellulaire que ce soit sur
les RAW ou les HePG2. Quelques différences significatives sont observées entre les conditions
mais ne peuvent pas étre considérées comme induisant de la cytotoxicité. Pour les Resovist
et les PEG2000-SPIONs + DMSA dans les cellules RAW 24h apres incubation, une « sur-viabilité »
est observée. Ceci est sans doute di a des SPIONs mal éliminées lors des étapes de lavage et
a un controle ayant été mal calibré pour ces fortes concentrations. En effet, les SPIONs
absorbent dans la zone du MTT induisant ainsi une absorbance supérieure au controle.

Il est intéressant de noter que les concentrations choisies ont été exprimées en ug de
NPs par surface de puits. Ce choix a été motivé par les cellules qui étaient adhérentes et il
nous paraissait plus approprié de comparer la dose par surface de puits plutét que par volume
de puits, une grande partie du volume des puits n’ayant pas de cellules. Cette approche n’a
plus été utilisée par la suite car les partenaires biologistes et médecine des autres études
avaient I’habitude de travailler avec des concentrations volumiques. Il est cependant
intéressant de noter que I'équipe de Peter Wick de 'EMPA St Gallen en Suisse, avec qui j’ai
travaillé sur le passage de NPs dans le placenta, (études non résumées dans ce manuscrit) a
démontré que les analyses de nanotoxicité cellulaires nécessitaient un effort d’harmonisation

(Elliott et al. 2017). Dans leur étude, différentes équipes d’une dizaine de laboratoires ont
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réalisé les mémes tests cellulaires et ont démontré que la lignée cellulaire, I'’échange de milieu
lors des tests, la manipulation des cellules et méme I'état de dispersion des NPs jouaient un
role crucial dans la reproductibilité des expériences. Il serait donc important, dans le cadre
d’études de cytotoxicité induite par les NPs de mieux planifier ces analyses et de penser a des
controéles adaptés aux NPs étudiées. Il serait intéressant de d’anticiper cette approche lors de

futurs projets mettant en jeu la nanotoxicologie.
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Figure A.llI-2 : Tests de cytotoxicté a différents temps et concentrations de SPIONs sur des cellules RAW 264.7 et HepG2.
Mesures par tests MTT de la cytotoxicité de PEG000-SPIONs et PEG000-SPION + DMSA comparées au Resovist et a un
contréle. * p <0.05; ** p< 0.01 *** p <0.001 ; **** p < 0.0001

Dans le cadre d’un autre projet, les impacts des PEG2000-SPIONs sur des
oligodendrocytes murins (cellules 158 N) ont été testés. Méme si ce modele cellulaire n’est
pas lié au RES et au sang a proprement parler, les méthodes mises en place ont permis d’étre
utilisées dans le cadre de la these du Dr. Annette Luce (Luce 2020). Différentes concentrations
de NPs ont été incubées avec les cellules 158 N (1 ; 5; 10 ; 50 et 100 pgre/mL).

En premier lieu, le stress oxydant des nanohybrides a été évalué par cytométrie de flux
de deux manieres: par mesures des formes actives de I'oxygéne (FAO) et du niveau de
glutathion réduit (GSH). En Figure A.lll-3-a, les FAO ont été quantifiées par rapport au controle
al’aide du test H2DCF-DA 2h, 4h et 6h aprés incubation avec les PEG2000-SPIONs a 100 pgre/mL.
Le taux de GSH a aussi été mesuré (Figure A.lll-3-b) et comparé a un contréle et un controle
positif (Diamide) 6 heures aprés incubation avec les NPs a 50 et 100 pgre/mL. Aucun effet des

nanohybrides sur un potentiel stress oxydatif induit sur les cellules 158 N n’a été démontré.
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Les NPs ont été quantifiées par coloration au Perls (identique au fonctionnement du
bleu de Prusse) et par dosage en ICP (Inductively Coupled PLasama spectroscopy). Les
concentrations et le nombre de cellules marquées avec des NPs ne semblent pas suivre une
tendance linéaire (Figure A.llI-3-c). En effet, alors qu’avec une trés faible concentration de
SPIONSs (1 pgre/mL), déja 40% des cellules observées étaient marquées et donc en contact avec
ces NPs, en multipliant par 100 la concentration incubée, le pourcentage de cellules marquées
a juste doublé. En ICP, il a été possible de retrouver 90% de la quantité de SPIONs mise en
contact a 1 pgre/mL mais a 10 pgre/mL seulement 50% des SPIONs ont été retrouvés et
seulement 28% pour la plus forte concentration (100 pugre/mL). Cette tendance semble étre
due a une potentielle saturation de la surface des cellules empéchant le transport des NPs a
travers la membrane et potentiellement a I'effet protecteur du PEG retardant I'internalisation

cellulaire.
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Figure A.llI-3 : Tests cellulaires sur cellules 158N mises en contact avec PEG-SPIONs a) quantification par cytométrie de flux
de cellules positives au H2DCF-DA & 100 ugre/mL PEG2000-SPIONSs; b) quantification 6h aprés incubation par cytométrie de
flux de glutathion réduit évaluée en pourcentage de la fluorescence du contréle (cellules non traitées) et 0.5mM diamide

utilisé comme contréle positif (n = 3) ; c) pourcentage de cellules positives au Perls et concentration en fer (losanges rouges)

apreés incubation 24h avec des PEG-SPIONs (n = 3) et d) concentrations de IL-6 and IL-18 dans le milieu de culture des cellules
incubées avec 100 ugre/mL de PEG-SPIONs (n=3) (Sruthi et al. 2018)

Enfin, les réponses inflammatoires des cellules ont été estimées en dosant les
interleukines 6 et 1B (Figure A.lll-3-d). Aucune sécrétion significative des IL-6 et IL-1B n’a été
observée 2, 4, 6 et 24 heures aprés incubation avec des PEG2000-SPIONs prouvant que le

PEG2000 semble prévenir la réponse inflammatoire chez les cellules 158N. Cette étude a
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montré que le PEG permet de prévenir tout effet cellulaire indésirable potentiellement induit
par les SPIONs.

Cette étude a aussi permis de mettre en place plus de tests pour évaluer les réponses
cellulaires induites par les SPIONs que de simples analyses de cytotoxicité. Le stress oxydant
et la réponse inflammatoire de méme que l'internalisation des SPIONs sont des parameétres
importants a étudier. Dans le cadre de la these d’Annette Luce (Luce 2020), ces nouveaux tests
et d’autres de génotoxicité ont été mis en place. Ces résultats n’étant pas encore publiés, ils
ne seront pas présentés dans ce rapport. En revanche, ce projet a aussi mis en évidence le fait
que, trés souvent, les tests cellulaires utilisés n’ont pas de contrdle positif adaptés aux
propriétés nanométriques testées. Ainsi, des NPs utilisables comme témoin positif ont été

évaluées notamment dans le cadre de test de cytotoxicité et de stress oxydatif.
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Figure A.llI-4 : Nanoparticules utilisées comme témoin positif. a) image TEM et caractérisations de ces NPs ; b) viabilité
cellulaire 24 heures apres incubation a différentes concentrations et avec I'eau ultra pure comme témoin négatif (T-) et le
SDS a 3% comme témoin positif (T+) et c) production d’espéces réactives a I'oxygéne (EROs) avec différentes concentrations

de NPs et I’eau ultra pure comme T- et le tert-butylhydroperoxyde (tBHP) comme T+. (n = 8) (Luce 2020)

Les nanoparticules testées ont été produites par un joint research center (JRC) a Ispra
en Italie. Leur composition est de I'oxyde de Zinc (ZnO) avec une taille de cristallite de I'ordre
et 186 nm et un diametre hydrodynamique et un potentiel zéta a pH de, respectivement
1800 nm et -7 mV (Figure A.lll-4-a). Ces NPs ont été développées dans le cadre d’un projet
européen en collaboration avec I’ANSES (agence nationale de sécurité sanitaire de
I'alimentation, de I'environnement et du travail) sur la génotoxicité des NPs (Nanogenotox).
Les ZNO JRC ont été choisies pour leur potentiel comme témoin positif en tests de génotoxicité

mais aussi potentiellement en toxicité et stress oxydatif. En Figure A.lll-4-b et c, les NPs ont
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été incubées 24 heures a différentes concentrations (de 0,4 et 50 pgnps/mL) dans les cellules
HepG2 (souche hépatique). La viabilité cellulaire influencée par les NPs de ZnO a été mesurée
avec le test au rouge neutre et la production d’espéces réactives de I'oxygene avec le réactif
H2DCF-DA. Les NPs du JRC ont démontré un effet cytotoxique et oxydatif au-dela de
12,5 pgnes/mL et 25 pgnes/mL les plagant comme des candidates intéressantes pour étre
utilisées en tant que témoin positif nanostructuré.

Dans cette partie, différents tests cellulaires ont été développés pour quantifier la
réponse cellulaire des PEG3000-SPIONs. Comme lors des études in vivo, la chimie de surface
semble influencer I'internalisation cellulaire des SPIONs. Lors de toutes les analyses effectuées
sur les SPIONs avec PEG2o00 (+ DMSA ou non) il n’a pas été possible d’observer, in vitro, un
effet négatif que ce soit toxique, oxydant ou inflammatoire avec ces NPs ne permettant donc
pas de conclure sur I'effet de ces fonctionnalisations sur les réponses cellulaires. La nécessité
de mieux mettre en place les tests cellulaires pour les NPs nous a permis de choisir des NPs
(Zn0O) pouvant étre utilisées comme contréle négatif lors des prochaines études. Apres ces
études préliminaires, les influences d’une autre fonctionnalisation (le PVA) sur la réponse des

cellules sanguines et de I’lhémolyse ont été évaluées.
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A.lll.2. Interactions hématologiques des SPIONs

Dans cette partie, l'influence des PVA-SPIONs sur les cellules immunitaires et sur
I'hémolyse a été testée. Pour toutes applications biologiques que ce soit médicale ou
toxicologique et quelle que soit leur voie d’entrée, les NPs vont finir dans le sang (Yoon et al.
2014; Docter et al. 2015) et induiront différentes interactions avec les cellules immunitaires
ou les autres molécules (dont les protéines) présentes dans ce fluide. Dans un premier temps,
I'importance du contréle de la fonctionnalisation au PVA a été évaluée. En deuxieme lieu, les
interactions hématologiques de cette méme chimie de surface ont été étudiées. Ces études
cellulaires préliminaires sont surtout présentées dans ce rapport pour mettre en avant les
futures analyses a réaliser lors de futurs projets de recherche.

A.lll.2.1. Influence du greffage du PVA et de la charge sur la toxicité des
cellules immunitaires humaines

Une des principales questions sur le choix de la fonctionnalisation par adsorption de
PVA est la potentielle réponse toxique de ce polymére. En effet, le protocole optimisé des
PVA-SPIONs (partie A.l.2.2) permet d’obtenir des NPs couvertes de PVA mais avec
potentiellement une désorption de certains polymeres dans le milieu physiologique étudié.
Aucune toxicité aiglie n’a été observée in vitro dans le cadre d’une étude sur les cellules
immunitaires humaines (Strehl et al. 2015) et également in vivo (partie A.1l.2.1). En revanche,
dans ces travaux, une réponse inflammatoire précoce s’estompant aprés quelques heures a
été mesurée.

Il a donc été envisagé que, contrairement au PEG (partie A.lll.1), le PVA induit une
réponse inflammatoire. Ainsi, du PVA a différentes concentrations (1, 10 et 100ug/mL) a été
incubé dans du sang humain pendant 24h. En Figure A.lll-5-a, la sécrétion d’interleukine
(IL-1B) a été mesurée et a démontré le potentiel inflammatoire du PVA seul. Pour essayer de
limiter cet effet du PVA seul, la fonctionnalisation des NPs a été optimisée en le greffant de
maniére covalente a leur surface. Des PVA-SPIONs obtenues en suivant le protocole de la
partie A.l.2.2 ont ensuite été mélangées avec de I’APTES ((3 aminopropyl)triethoxysilane) pour
faire une réticulation comme avec le TEOS (partie A.l.2.3) mais en diminuant la condensation
(donc sans potentielle couche de silice) et en ajoutant des groupements amine (NH2) pour
charger positivement les SPIONs a pH 7. Cette charge a été modulée par la quantité d’APTES
utilisée. Les PVA-SPIONs greffées ont été purifiées par réacteur magnétique.

Trois PVA-SPIONs d’environ 30 nm ont été développées (Figure A.llI-5-b):

e PVA-SPIONs avec adsorption classique positives (+22 mV ; PVA/Fe =9) — G1
e PVA-SPIONS greffées trés positives (++ : +31 mV; PVA/Fe = 1)
e PVA-SPIONS greffées positives (+ : +21 mV; PVA/Fe = 1) } o4
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L'influence du taux de greffage et de la charge sur la réponse inflammatoire ont été
étudiées. En analysant l'interleukine pro inflammatoire IL 17 (Figure A.lll-5-c) sur les sangs
incubés avec les différentes SPIONs au trois mémes concentrations que le PVA précédemment
(1, 10 et 100 pgnes/mL), des effets de la charge et du PVA « libre » ont été examinés. Ainsi,
avec les PVA-SPIONs « classiques » une réponse inflammatoire significative est observée deés
une concentration de 10 pgnpes/mL sans doute liée au PVA désorbé de ces NPs. Une fois le PVA
greffé, la charge de surface semble tout de méme induire une sécrétion de IL-17 aux plus
fortes concentrations. En optimisant le greffage du PVA et sa charge, les PVA-SPIONs n’ont

pas montré de sécrétion de cette interleukine dans les concentrations étudiées.
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Figure A.llI-5 : Influence du PVA sur la sécrétion de cytokines des cellules immunitaires humaines : a) Sécrétion de cytokine

IL-18 apres incubation avec différentes concentrations de PVA ; b) fonctionnalisation de SPIONs avec du PVA adsorbé (G1) et

greffé (G4) a différentes charges ; c) mesures de la cytokine IL-17 a différentes concentrations de différents PVA-SPIONSs et d)

résumé des sécrétions de cytokines induites par les différentes modifications de surface des PVA-SPIONs (100 ugnes/mL). Les
fléches rouges indiques une augmentation significative et les fleches vertes I'absence de changement APTES,

(3-aminopropyl)triethoxysilane ; LPS, lipopolysaccharide; PHA , Phaseolus vulgaris *** P < 0.001 (Strehl et al. 2016)
Dans la Figure A.lll-5-d, de nombreuses sécrétions de cytokines par le sang complet
ont été évaluées aprées incubation avec les trois différents PVA-SPIONs a 100ugnps/mL. Le

tableau résume si la sécrétion de la cytokine augmente significativement par rapport au
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controle (symbolisée par une fleche rouge) ou si elle reste constante (fleche verte). Comme
déja observé lors de précédentes études in vitro et in vivo (Strehl et al. 2015; Vermeij et al.
2015), les PVA-SPIONSs classiques (G1) provoquent la sécrétion de nombreuses cytokines. En
greffant de maniére covalente, un peu de moins de cytokines semble étre produites
notamment les IL-1B et IL-4 corroborant la possible réaction inflammatoire produite par le
PVA désorbé des PVA-SPIONSs « classiques » par rapport aux optimisées.

Une autre observation intéressante vient de la grande différence de réaction
inflammatoire entre les PVA-SPIONSs greffées trés positives (+31 mV) et un peu moins positive
(+21 mV). La diminution de 10 mV fait passer la production signification de cytokines de 8 (sur
les 27 testées) pour les PVA-SPIONs greffées (++) a seulement 2 pour les PVA-SPIONs
greffées (+). Dans le cas des NPs moins positives, seulement les chimiokines (MCP1 et M1P1b)
sont sécrétées et aucune surproduction des cytokines pro-inflammatoires n’est observée
(comme IL6 et IL17 par exemple). Ces chimiokines semblent étre avantageuses pour la
migration des cellules immunitaires vers les tissus enflammés mais des études
complémentaires devraient étre effectuées pour clarifier cette observation.

Une des hypothéses avancées pour tenter d’expliquer cette différence importante de
réaction inflammatoire entre différentes charges de surface concerne l'adsorption des
protéines sanguines a la surface des NPs. En effet, des études antérieures ont démontré que
la fonctionnalisation de surface pouvait influencer I'adsorption des protéines du fluide dans
lequel les NPs ont été incubés (Lundqvist et al. 2008). Une autre étude (Mahmoudi et al. 2015)
a également démontré que les interactions entre les protéines et la surface des NPs
dépendaient, entre autres, de la charge des NPs et que ces protéines adsorbées influencaient
également l'internalisation cellulaire ou la cytotoxicité observées. Dans une de nos études
(Sakulkhu et al. 2015), il a été démontré que des NPs moyennement chargées avaient 40%
moins de protéines que des NPs trés chargées. Ces interactions entre la surface des NPs et les
protéines semblent étre un élément crucial dans la compréhension des phénomenes
biologiques induits par les NPs. Les études menées sur ce sujet seront présentées dans la
Partie A.IV.

Pour conclure sur I'influence des interactions entre les PVA-SPIONs et le sang humain,
il a été démontré que ce polymeére n’induit pas d’apoptose ou de nécrose sur les cellules
immunitaires. En revanche, il apparait que le PVA désorbé semble générer une réaction
inflammatoire non négligeable qui s’estompe en greffant ce polymere et méme disparait en
diminuant un peu la charge positive des NPs. Etudier plus en détails le réle de la surface des
NPs sur les interactions biologiques est primordial notamment I'adsorption des protéines

plasmatiques.
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A.ll1.2.2. Influence des PVA-SPIONSs sur I’hémolyse

Dans la lignée de I'étude précédente, l'influence de différents PVA-SPIONs sur

I’hémolyse a été étudiée. Des SPIONs fonctionnalisées avec deux PVAs de poids moléculaires
différents (12 et 31 kDa) ont été utilisés avec I'ajout de PVA-COOH et PVA-NH; (partie A.1.2.2)
pour les charger, respectivement, négativement et positivement. Les PVA-SPIONs avec du PVA
de 12 kDa chargées positives, neutres ou négatives ont été nommeées 12*, 12° et 12". Pour les
PVA-SPIONs avec du PVA de 31 kDa elle ont été nommées 31+, 31%et 31".

A ¥ * *
EE RS * % % * k% *%k * %k
* koK ok * kK >k * ok ok ok
80 : : ; ; :
: : : i ns :
ns i ns -+ ‘ns
; s = ns 5 1 - T s
60 T " ns 0 ns nk = s s o T
g 2 = | ‘N 1 7 : - Nl
.4 : $ : : — : ns
- 3 ] ns : ns g s
© : W # = : " i T : =
[=2] : — : T™ T : T i : : T
o 420- M : : — : Hith:
S : T Hit: o : T #u#: T Wi
(=] : — i i — i : —
< : T : T = ik : T
~° : : B :
o H H
20+ :
0- LI I L 1 1 1 1 T 1 T

1 | [T (S [ReT] P e | TSRS IEg
AN

%
o
o SPION concentration (ug/mL)
12 12 Em3 3 3
Cc
2.0

1.54 o

-
e
vWF concentration (a.u.)
o)
-
o o
i

1.0+
8
0.5+
T T T 0.0~ B : !
<° &(“v \@V \@v ,30\ & & &
S of  &F ol $ $ ®
P & S & &
v N N v v N

Figure A.lll-6 : Influence des PVA-SPIONs sur 'agrégation plaquettaire et les protéines responsables de la coagulation
A) quantification de I'agrégation plaquettaire en présence de différentes concentrations de PVA-SPIONs de 12 et 31kDa de
charge positive (+), neutre (0) et négative (-) avec 10 min d’incubation (n = 6 & 18, de 3 a 9 donneurs. Ns : non significatif ;

#p <0.05 ; ##p < 0.01; ###p < 0.001 ; *p <0.05; **p <0.01 ; et ***p <0.001). De I’ADP a 20 uM a été utilisé comme
agoniste plaquettaire. Quantifications des niveaux de B) fibrinogéne et de C) facteur de Willebrand (vWF) dans le plasma
aprés 10 min d’incubation avec des PVA-SPIONs (B : n = 28, 14 donneurs et C : n = 16 et 8 donneurs). (Kottana et al. 2021)

Dans un premier temps, I'impact des NPs sur I'agrégation plaquettaire a été mesuré a
différentes concentrations de PVA-SPIONSs (50, 100, 250 et 500 pgnps/mL). En Figure A.lll-6-a,
un effet sur I'agrégation plaquettaire en fonction de la dose des PVA-SPIONSs, quel que soit le

PVA utilisé, est quantifié. Une légere différence entre les concentrations retardant cette
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agrégation est observée mais il a été considéré que toutes les fonctionnalisations utilisées
influengaient par effet dose les plaquettes. Ainsi, dans le reste de cette étude, seules les
PVA-SPIONs avec du PVA 12 kDa seront étudiées. L'influence des SPIONs sur la coagulation
sanguine a été observée dans le cadre de NPs nues (Zhu et al. 2008) ou méme fonctionnalisées
avec un co-polymere P4VP-g-PEG (Ali et al. 2013). Dans le cas de nos PVA-SPIONSs, la
coagulation n’a pas été affectée mais la dose de NPs a clairement retardé I'agrégation
plaquettaire. Il est donc clair que la chimie de surface semble plus influencer ’lhémolyse que
le cceur inorganique lui-méme.

Pour tenter d’expliquer ce phénomeéne, les interactions entre les protéines sanguines
responsables de la cascade réactionnelle de I'agrégation plaquettaire et de la coagulation, et
les PVA-SPIONs (12 kDa) ont été étudiées. Le Fibrinogene et le facteur de Willebrand (VWF)
ont été choisis pour quantifier si leurs interactions avec les PVA-SPIONs avaient pu influencer
leur concentration dans le sang ou leur conformation. Apres incubation dans le plasma avec
les SPIONs 12*, 12° et 12" aux mémes concentrations que lors des essais plaquettaires, les NPs
ont été retirées du fluide a I'aide d’un aimant. Les concentrations en fibrinogene et en VWF
ont été mesurées et aucune différence significative n’a été observée entre le contréle et les
plasmas ayant été incubés avec les SPIONs (Figure A.lllI-6-b et -c). Bien qu’il ait été démontré
gue ces deux protéines s’adsorbaient sur nos PVA-SPIONs (Sakulkhu et al. 2014a, 2015), la
concentration des NPs dans le plasma semblait trop faible pour influencer le taux de ces

protéines.
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Figure A.lll-7 : Influence des PVA-SPIONs sur la conformation du fibrinogéne. a) courbes de fluorescence du fibrinogéne en
présence et en absence de SPIONs, PVA-SPIONs et PVA ; b) Longueur d’onde au maximum du pic de fluorescence (n =6 a 12,
*p <0.05) et c) Histogrammes du maximum d’intensité du pic de fluorescence pour chaque condition (n =6 a 12, *p < 0.05,
**p <0.01, ***p <0.001). (Kottana et al. 2021)

L’adsorption du fibrinogéne et du vWF ne semblant pas affecter la concentration de
ces protéines dans le plasma, une autre hypothése a été que la conformation du fibrinogene
pouvait, elle, étre modifiée et ainsi diminuer son affinité a se lier aux récepteurs des

plaquettes diminuant leur efficacité d’agrégation. Cette conformation du fibrinogene a été
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mesurée par fluorescence en présence des PVA-SPIONs (12 kDa, 20ugnes/mL, 10 min
d’incubation) et reportée en Figure A.llI-7. En Figure A.lll-7-a et —b, le maximum du pic de
fluorescence est significativement différent seulement pour les SPIONs 12*. En revanche les
intensités du maximum de fluorescence du fibrinogéne (Figure A.llI-7-c) sont significativement
différentes par rapport au controle pour toutes les formulations de PVA-SPIONs (et les SPIONs
nues) alors que ce n’est pas le cas pour les PVA seuls prouvant que I'adsorption du fibrinogéne
sur ces NPs influence probablement sa conformation.

En conclusion sur cette étude, la fonctionnalisation avec du PVA de différentes charges
influence I'agrégation plaquettaire avec un effet dose. L'adsorption des protéines
responsables de cette agrégation, notamment le fibrinogéne et le vVWF, n’a pas affecté leur
concentration dans le sang. En revanche, cette interaction avec les NPs (et pas avec le PVA
seul) semble modifier la conformation du fibrinogene pouvant expliquer le délai observé dans
I'agrégation plaquettaire. Il est donc important d’étudier les phénoménes impliqués a
I'interface entre la surface des NPs et les fluides biologiques pour comprendre les interactions

biologiques in vitro et in vivo des NPs.
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A.lll.3. Conclusions sur les interactions biologiques des nanoparticules

Cette partie sur les interactions biologiques des NPs n’avait pas pour but d’'étre
exhaustive sur la compréhension biologique des phénoménes complexes de régulation
cellulaires car, en premier lieu, toutes ces notions sont assez éloignées de mes compétences.
Ensuite, peu de résultats probants ont été observés sur les NPs étudiées notamment car elles
devaient étre le plus biocompatibles possible.

Les études présentées ont tout de méme permis de tirer quelques conclusions sur les
SPIONs fonctionnalisées développées et sur les futurs projets a mener sur ces NPs :

1. Enpremier lieu, les PEG-SPIONs et les PVA-SPIONs ne présentent pas de toxicité
de mort cellulaire que ce soit par apoptose ou par nécrose. Comme lors des
études in vivo (partie A.ll.1.1), la charge de surface des PEG-SPIONs influence
I'internalisation cellulaires sur souches hépatiques ou macrophages. Ces
mémes PEG-SPIONs ne générent aucune réponse négative sur les
oligodendrocytes et leur internalisation par ces cellules semble aussi retardée
et influencée par la concentration et le polymeére a la surface de ces SPIONSs.

2. En revanche, les PVA-SPIONs, sans doute par le biais de PVA non liés
chimiguement a la surface des SPIONs, générent une réponse inflammatoire
qui disparait quand la surface des NPs et leur charge sont contrélées. Ces
PVA-SPIONs retardent aussi I'agrégation plaquettaire avec un effet lié a la dose
des NPs incubées.

3. En paralléle de la mise en place de tous ces tests cellulaires, des NPs ont été
testées pour étre un témoin positif nanométrique. Des NPs de ZnO ont monté
une toxicité et un stress oxydant a de faibles doses permettant d’envisager leur
utilisation comme contrdle positif dans les analyses cellulaires.

4. Enfin, il est apparu que les interactions entre la chimie de surface et les
molécules des fluides biologiques étudiés (notamment dans le sang)
semblaient influencer grandement les réponses biologiques apres incubation
avec les NPs. Par exemple, les PVA-SPIONs ont modifié la conformation du
fibrinogéne entrainant, sans doute, un retard d’agrégation plaquettaire.

L’étude de ces interactions NPs/protéines sera plus détaillée en Partie A.IV.

Ces études sur les interactions cellulaires des NPs ont principalement permis de mettre
en place et d’optimiser des tests cellulaires pour nos NPs. Les résultats partiels présentés dans
cette partie ont fait apparaitre une influence flagrante des interactions entre les protéines et
la surface des NPs sur les réponses cellulaires et d’hémolyse observées. Dans le cadre de futurs
projets, I'’étude du fluide sanguin et de cette couronne de protéines semble primordiale. Les

projets, encadrements et publications principaux sont résumés ci-dessous.
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Synthétiser et fonctionnaliser des NPs pour des applications biomédicales sont un peu
le coeur de mes compétences et de mes activités de recherche. Les nanohybrides produits et
caractérisés finement ont été utilisés dans de nombreuses études soit in vivo majoritairement
comme agents de contraste directs ou indirects en imagerie médicale soit pour tester in vitro
leurs impacts toxicologiques. Dans les parties précédentes, il est apparu que la chimie de
surface jouait un réle crucial a I'interface avec la biologie. En effet, une fois en contact avec
des fluides biologiques, la surface des nanoparticules adsorbe les protéines présentes et il se
forme une couronne protéique ou « protein corona » , terme défini en 2008 (Lundqvist et al.
2008). Plus que la chimie optimisée, c’est plutot cette protein corona (PC) qui semble
influencer les comportements biologiques des NPs (Mahmoudi et al. 2015). Cette derniére va
également étre influencée par I'environnement dans lequel les NPs vont étre incubées
(Hajipour et al. 2014). Ainsi, deux approches peuvent étre envisagées pour étudier la PC :

e Comprendre le role de la chimie de surface des NPs pour la formation de la PC
e Comprendre le role de la PC sur les comportements biologiques des NPs.

Dans cette partie différentes études seront détaillées. Dans un premier temps,
I'influence de différentes chimies de surface sur la formation de la PC sera présentée. En
deuxieme partie, I'influence de la protein corona in vivo sur la biocirculation des SPIONs sera
étudiée. Enfin, I'accent sera mis sur I'importance de la reproductibilité, de la répétabilité et
de la bonne mise en place des protocoles dans la mesure de la PC. De la méme maniere que
pour les parties précédentes, seuls les résultats principaux seront illustrés, les études de PC
pouvant aussi donner lieu a beaucoup de tableaux de données. Enfin, il est a noter que cette
partie a particulierement influencé mes futurs projets de recherche qui seront présentés dans

la derniere partie de ce rapport (Partie A.VI).
A.IV.1. Role de la chimie de surface sur la formation de la protein corona

Les NPs développées et présentées en partie A.l.2 possédent différentes chimies de
surface. En premiére partie, des SPIONs ont été fonctionnalisées dans une coquille de silice
sur laquelle une couche de TiO; et d’Au ont été ajoutées (Figure A.IV-1). Les NPs obtenues
avaient environ toutes les mémes diameétres hydrodynamiques (entre 100 et 150 nm) et
étaient toutes chargées négativement. Ainsi, seule la chimie (SiO2, TiO2 ou Au) a été étudié
comme parameétre influencant I'adsorption des protéines. Les NPs ont été incubées pendant
1h dans du sérum bovin (FBS) a une concentration de 2,8 mL de FBS par m? de NPs. Bien que
cette étude ait testé une dizaine de NPs différentes et quantifié toutes les protéines du sérum
présentes dans la PC, par souci de clarté, ce résumé ne se concentrera que sur les cing
protéines les plus abondantes du sérum (Zheng et al. 2006) et sur les trois différentes NPs
décrites ci-dessus. En Figure A.IV-1 sont résumées ces cing protéines ainsi que le nombre de
ces protéines trouvées sur les différentes chimies de surface. Il est intéressant de noter que

la PC n’est identique sur aucune des trois surfaces. Aucune de ces cing protéines n’est méme
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retrouvée sur la surface de silice quand I'or et I'oxyde de titane en ont, respectivement, trois
et deux types. La chimie de surface joue donc un role dans I'adsorption de protéines.
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Figure A.IV-1 : Différentes chimies de surface influeng¢ant la PC des NPs. Des SPIONs nues (naked) sont encapsulées dans
des billes de silice qui ont différents groupes chimiques (COOH, SH et OH) ou matériaux (Au et TiO;) a leurs surfaces. Leurs
diamétres hydrodynamique et potentiels Zeta a pH 7 sont indiqués ainsi que le nombre des 5 protéines les plus abondantes

dans le sérum bovin trouvées sur les différentes chimies de surface. (Sakulkhu et al. 2015)

Dans une autre étude des silica@PVA-SPIONs (partie Figure A.IV-2) ont été modifiées
pour étudier 'impact de la charge et d’un tout petit changement dans la chimie de surface sur
la formation de la PC. Ainsi, ces NPs ont été fonctionnalisées avec des petits acides
carboxyliques (citrates et DMSA) apportant donc des fonctions carboxyliques (COOH) et thiols
(SH) mais ne changeant pas le potentiel zéta des NPs. Les NPs ont été incubées dans du FBS
dans les mémes conditions que précédemment décrites. Une attention toute particuliere a
été portée sur la réplication des expériences (n = 3) et a veiller a bien mettre ne place un
contréle lors des analyses de PC. Cette importance des réplicas et du controle sera décrite en
partie A.IV.3. Le but de cette étude était, par analyses statistiques, d’identifier quels étaient
les parametres physicochimiques les plus importants dans I'adsorption des protéines a la
surface des NPs.

Les NPs développées et caractérisées sont présentées en Figure A.IV-2-a. Elles ont
toutes la méme taille hydrodynamique (environ 80-100 nm) et un potentiel zéta identique (de
I'ordre de -30 mV) mais possedent des groupements chimiques différents (COOH ; COOH et
SH ; OH). Par analyses statistiques, plus de 250 protéines différentes ont été regroupées en
différents groupes (Figure A.IV-2-b):

e Protéines n’ayant aucune affinité spécifique avec la chimie de surface des NPs
e Protéines ayant une affinité avec une des chimies de surface

e Protéines ayant plus d’affinité avec le dispositif qu’avec les NPs
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Figure A.IV-2 : Influences des groupes chimiques de surface sur la formation des PC. a) présentations et caractérisations
des différents groupes chimiques sur des NPs de silices encapsulant des SPIONs ; b) nombre de protéines trouvées a la
surface des différentes chimies de surface ((COOH, SH et/ou OH) et sur le contréle avec ou sans spécificité sur cette chimie ;
c) répartition des charges des protéines trouvées sur les NPs avec et sans spécificité par rapport aux groupes de surface
(COOH, SH et/ou OH) et d) proportion des protéines ayant plus d’affinités avec le contréle, les NPs et avec les différents
groupes chimiques (Galmarini et al. 2018)

Il apparait que prés de deux tiers des protéines trouvées a la surface des NPs ne
semblent avoir aucune affinité particuliere avec les différentes chimies de surface. Les NPs
avec des groupements COOH semblent avoir plus de différentes NPs que celles possédant des
groupements OH puis que celles ayant a la fois des groupements COOH et OH. Enfin, environ

6% des protéines ont plus d’affinité avec le dispositif de séparation qu’avec les NPs.
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En essayant de répartir ces protéines par charge et en se concentrant seulement sur
celles ayant des interactions significatives avec les NPs, quatre groupes de protéines
apparaissent (Figure A.IV-2-c) :

e Protéines chargées négativement ayant des interactions non spécifiques avec les
différentes NPs

e Protéines chargées positivement ayant des interactions non spécifiques avec les
différentes NPs

e Protéines chargées négativement ayant des interactions spécifiques avec une des
chimies de surface des NPs

e Protéines chargées positivement ayant des interactions spécifiques avec une des
chimies de surface des NPs

De maniere assez logique, la majorité des protéines chargées positivement (plus de
80% des 27,1% sur les 33,4% de protéines positives) ont plus d’affinité avec la charge de
surface quels que soient les groupes conférant les charges négatives de ces NPs. En revanche,
prés de 45% des protéines négatives trouvées a la surface des NPs (29,2% sur les 66,7% de
toutes les protéines négatives) ont une interaction spécifique avec les différents groupes
chimiques a leurs surfaces.

En étant plus précis (Figure A.IV-2-d), plus de 60% de toutes les protéines trouvées ont
plus d’affinité avec la charge des NPs quand plus de 20% ont une interaction seulement avec
les NPs possédant exclusivement des groupes COOH et ou SH. 7% des protéines ont plus
d’affinité (mais pas de maniere exclusive) avec les NPs avec des groupes OH et 6% avec les
COOH et ou SH. Pres de 6% des protéines ont également plus d’affinité avec le dispositif de
séparation démontrant I'importance de la mise en place d’un systéme d’analyses des PC
robuste (voir partie A.IV.3).

En conclusion, sur cette partie, il a été démontré que la chimie de surface influence
grandement les interactions entre les NPs et les protéines du sérum. Dans certains cas,
I'albumine (protéine la plus abondante) est méme absente de la surface de nos
Silica@PVA-SPIONs. Avec des analyses en triplicatas et avec de tout petits changements de
surface, il apparait que la charge de surface semble plus importante que la chimie de surface
méme si les groupements COOH, SH et OH semblent interagir significativement avec plus de
35% des protéines du FBS. Dans le cadre de la derniere étude présentée, I'affinité des

protéines semble étre : charge > COOH > OH > SH.
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A.IV.2. In vivo protein corona : influence sur la biocirculation

Dans d’autres études, la biocirculation dans le sang des PVA-SPIONs de différentes
charges (partie A.1.2.2) a été étudiée in vivo et la protein corona a été quantifiée sur les
différentes NPs. De la méme maniére, seuls les résultats résumés seront présentés dans cette
partie. 7 mgre de PVA-SPIONSs de charges positives, neutres et négatives ont été injectées dans
des rats (Rats Lewis femelles de 200g) et 15 minutes aprés injection, les animaux ont été
sacrifiés. Le sang a été récupéré et les concentrations de SPIONs dans différents organes ont
été mesurées. Le sang a été centrifugé pour récupérer le sérum et les différentes PCs ont été
quantifiées a la surface des NPs. En paralléle, les NPs ont été incubées dans du sérum de rat
(2,8 mL par m? de PVA-SPIONs) pour comparer la PC in vitro et in vivo (Figure A.IV-3-a).

Les PVA-SPIONs avaient toutes les mémes tailles hydrodynamiques avec des chimies
de surface relativement identiques. En revanche (Figure A.IV-3-b), leurs charges différaient et
leurs biocirculation 15 minutes apreés injection laissait apparaitre qu’il ne restait que 43% des
NPs positives dans le sang quand il restait plus de 83% de la dose injectée pour les deux autres
SPIONs. Les NPs neutres et négatives semblent donc avoir la méme biocirculation. En
revanche, le nombre de protéines trouvées in vivo a la surface de ces NPs était assez différent
avec 20 protéines pour les SPIONs neutres et 15 pour les SPIONs négatives. Les SPIONs
positives, quant a elles, ont adsorbé environ 14 protéines différentes, nombre trés proche des
SPIONs négatives et toutes ces protéines trouvées sur ces deux PVA-SPIONs étaient aussi
présentes sur les PVA-SPIONs neutres. Il a donc été compliqué de mettre en évidence une
protéine (ou un cocktail de protéines) responsables des différentes biocirculations.

En revanche, bien que du sang in vivo et du sérum ne peuvent pas étre 100%
comparables, des premieres observations ont quand méme mis en avant la trés grande
variabilité entre les mesures in vitro et in vivo. La taille des protéines représentées pour les
PVA-SPIONs chargées positivement en Figure A.IV-3-b montre une proportion bien plus
importante de petites protéines (inférieures a 30 kDa) trouvées a la surface de ces NPs par
rapport aux protéines trouvées apres incubation dans le sérum qui elles étaient plut6t
majoritairement comprises entre 30 et 50 kDa. En comparant les PCs (Figure A.IV-3-c), il
apparait une trés grande disparité entre les protéines trouvées in vitro et in vivo avec trés peu
de protéines en commun respectivement 10, 12 et 2 pour les PVA-SPIONs positives, neutres
et négatives. La encore, les différences sont trés prononcées entre les NPs chargées

négativement et neutres bien que leurs biodistributions semblaient identiques.
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Figure A.IV-3 : Comparaison de la PC in vitro et in vivo. a) PVA-SPIONs injectées dans du sérum de rat 15 min et dans un rat
pendant 15 min ; b) caractérisations des différents PVA-SPIONs et exemple des proportions de protéines trouvées in vitro et
in vivo sur des PVA-SPIONs chargées positivement et c) nombre de protéines trouvées en commun et seulement in vitro ou
in vivo sur les 3 types de PVA-SPIONSs (positives (+), neutres (0) et négatives (-)) (Sakulkhu et al. 2014b)

Cette étude réalisée a I'EPFL avec les hopitaux universitaires de Genéve (Sakulkhu et
al. 2014b) a été une premiére mondiale se concentrant sur I'analyse in vivo du role de la
protein corona sur la biocirculation des NPs. Il a été possible de montrer de maniére trés
réaliste que la protein corona est clairement différente et influencée par la chimie de surface
des NPs injectées. Le nombre de protéines différentes pourrait permettre une plus grande
biocirculation mais I’'absence de différences dans la biodistribution entre les PVA-SPIONS
neutres et positives semble contredire cette affirmation. Il est clair que cette étude n’était
gue préliminaire car ne testant qu’un court temps d’incubation sujet a de grandes variabilités
expérimentales et manquant de réplicas en faisant une étude certes pionniére mais
également incomplete qu’il a fallu et faudra améliorer. Enfin, il faut noter que les différences
trés importantes observées entre les mesures in vitro et in vivo apportent de nombreuses
interrogations quant aux études sur la toxicité cellulaire reliant les interactions protéiniques
in vitro par rapport a leurs transpositions in vivo.

Lors d’une étude plus récente, I'optimisation de la publication précédente a été
réalisée au sein du laboratoire ICB en collaboration avec le Centre Georges-Francois Leclerc.
Pour cela, les biocirculations de PVA-SPIONs positives, neutres et négatives avec deux
longueurs de chaines (12 et 31 kDa) ont déja été testées. Ces NPs avaient la méme taille
hydrodynamique et des charges différentes (Figure A.IV-4-a). Ces PVA-SPIONs ont ensuite été
injectées dans des rats (Wistar femelles 210-230 g) et 200 pL de sang ont été prélevés sur
7 temps entre 5 et 240 minutes apres injection et les concentrations de NPs ont été mesurées

(en duplicatas) par susceptibilité magnétique (Maurizi et al. 2014c). Les données ont permis
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de tracer une courbe de biocirculation pour les trois types de NPs (Figure A.IV-4-b). Les
résultats ont permis d’affiner les valeurs trouvées lors de la partie précédente. Ainsi, les
demi-vies de biocirculation des PVA-SPIONs sont respectivement de 5, 90 et 30 minutes pour
les charges positives, neutre et négatives quel que soit le poids moléculaire du PVA
démontrant que les comportements des NPs neutres et négatives étaient plus différents
qu’initialement observés.

Les protéines ont ensuite été analysées en triplicatas a différents temps post-injection
en fonction des demi-vies de biocirculation trouvées. Pour les PVA-SPIONs positives, les PCs
ont été quantifiées 5 et 15 minutes aprés injection ; pour les PVA-SPIONS neutres 5, 30 et
90 minutes apres et pour les négatives 5, 15 et 30 minutes apres injection. En premier lieu, les
résultats préliminaires des PVA-SPIONs 31 kDA sont présentés en Figure A.IV-4-c. Le nombre
de protéines trouvées 5 minutes aprés injection sur ces NPs laisse apparaitre la méme

tendance : plus les NPs circulent longtemps, plus leur PC précoce est composée de protéines

variées.
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Figure A.IV-4 : Etudes préliminaires de l'influence des charges de PVA-SPIONs 31 kDa sur la biocirculation sanguine et sur
la PC in vivo. a) caractérisations des PVA-SPIONSs utilisées ; b) biocirculation des différents PVA-SPIONs dans le sang avec

leur demi-vie (A1/2) et c) nombre de protéines trouvées a la surface des PVA-SPIONs en fonction de leur charge
Cette quantité de protéines précoces trouvées en surface des différentes PVA-SPIONs
31 kDA n’est plus la tendance générale aprés plusieurs minutes de circulation dans le sang. La
variabilité du modeéle in vivo couplée au grand nombre de données apportent une complexité
dans I'analyse des résultats. Pour I'ensemble des PVA-SPIONSs, la distribution du nombre de
protéines est tres aléatoire (Figure A.IV-5-a) et laisse penser que ce n’est clairement pas leur
nombre qui définit le comportement biologique mais plutét la composition de la PC et son

évolution dans le temps. Bien que leurs biocirculations soient scrupuleusement identiques, le
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nombre de protéines et I’évolution dans le temps des PVA-SPIONs 12 et 31 kDa ne confirment
pas facilement une adsorption de PC comparable.

En regardant un peu plus en détails, il semblerait (Figure A.IV-5-b) que I’"hémoglobine
pourrait étre une des protéines d’intérét qui pourraient accélérer I’élimination des PVA-
SPIONs par le RES. Cette protéine seule ne peut pas expliquer les grandes différences de
biocirculation mais pourrait étre une des clés de la compréhension de ce comportement
biologique. En revanche le fait que cette protéine ne soit pas présente normalement dans le

sang peut étre aussi une des raisons pour lagquelle les PVA-SPIONs positives sont moins

circulantes.
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Figure A.IV-5 : Influence des chimies de surface et de la cinétique sur la formation de protein corona sur PVA-SPIONs. a)
nombre de protéines trouvées sur les différentes PVA-SPIONs a différents temps post-injection ; b) distribution dans le temps
de I’hémoglobine sur les différentes PVA-SPIONSs et c) liste de protéines semblant influencer la rétention des NPs dans la

circulation sanguine. (Marques et al. 2023)

En se concentrant sur I'analyse statistique de tous les résultats et grace aux triplicatas
effectués, il a été possible de sortir un cocktail de 24 protéines possiblement responsables des
circulations des PVA-SPIONs (Figure A.IV-5-b). Les protéines telles que osteopontin,
lipoprotéine lipase, coagulation factor VII, matrix Gla protein, secreted phosphoprotein 24,
alpha 2H glycoprotein et apolipoprotein C-l ont été trouvées en trés haute concentrations
dans les NPs ayant une longue biocirculation quand I’'hémoglobine subunit beta a été trouvée
sur les NPs circulant moins longtemps.

Il est important de noter que I'analyse des protéines est une analyse semi-quantitative
permettant de connaitre une concentration relative d’une protéine. Notre protocole a permis
de travailler a concentrations de NPs constantes mais il serait tout de méme intéressant de
quantifier de maniére plus précise les concentrations de ces protéines clés pour mieux
comprendre leur réle dans la biocirculation. De plus, la variabilité des modeéles in vivo laisse

encore apparaitre un besoin d’un meilleur contréle des conditions expérimentales.
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A.IV.3. l'importance de la standardisation et de la reproductibilité avec la

protein corona

Durant les quelques études résumées précédemment dans cette partie, il est apparu
que les analyses fines de la protein corona dans des systéme complexes (notamment in vivo)
apportent beaucoup de biais dus a I'environnement étudié mais aussi aux mesures elles-
mémes. Ce deuxiéme inconvénient peut étre en partie corrigé avec une mise en place
rigoureuse de méthodes reproductibles et semi-automatisées. En premier lieu, un réacteur
magnétique a été développé au sein du groupe de I'EPFL avec lequel j’ai travaillé (Steitz et al.
2007) permettant de piéger les SPIONs pour séparer les molécules ou les protéines a leur
surface. Le désavantage est bien slr la nécessité d’utiliser des NPs magnétiques mais dans le
cadre de mes études, I'utilisation des SPIONs avait déja été décidée notamment pour cette
simplicité de séparation.

La Figure A.IV-6-a présente le réacteur magnétique schématisé utilisé lors de toutes
les études réalisées. Aprées incubation in vitro dans du sérum (comme en partie A.IV.1) ou in
vivo (partie A.1V.2), le fluide comportant des NPs avec une PC et des protéines libres est chargé
dans un tube FEP (fluorinated ethylene propylene) de 500 pL possédant un fil métallique
(Fe/Ni) logé au centre d’un réacteur composé de plusieurs aimants néodymes. Apres
chargement, le systeme est lavé avec du PBS avec différentes concentrations de NaCl pour
éliminer les protéines en suspension et éluer celles non fortement liées a la surface des NPs
(Figure A.IV-6-b). Les protéines fortement adsorbées a la surface des NPs sont communément
nommeées la « hard corona » (Hoang et al. 2022) a mettre en opposition a la « soft corona »
qui elle peut se désorber et semble moins influencer les comportements biologiques des NPs
(Winzen et al. 2015). Une fois lavées, les NPs sont récupérées et leurs protéines sont ensuite
analysées en LC MS/MS (Liquid Chromatography tandem Mass Spectrometry) aprés avoir été

séparées par électrophorese sur gel (SDS-PAGE).

Magnetic separator
a) 9 3 b) Loading and Elution of Elution of c) -
trapping Proteins nanoparticles g g
'S NaCl
e Remove ; .8 ‘g 2] [ ] > o
magnets c - m =
=50 00205 12M
Pump —
250 bt ™

150
Tallge

s . som

g?@"‘ 37

Elution solution

T

VVVV W

Elution fractions

25

Figure A.IV-6 : Méthode magnétique pour séparer les protein coronas (PCs) sur les NPs. a) réacteur magnétique pour éluer
les protéines faiblement adsorbées sur les NPs ; b) schéma de I’élution de ces protéines pendant le captation des NPs
magnétiques avec leurs protein coronas et c) gels de SDS-PAGE marqué a I’argent sur des PVA-SPIONs négatives a plusieurs
étapes d’élution (Sakulkhu et al. 2014a)
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En Figure A.IV-6-c, les protéines trouvées et séparées par SDS-PAGE sont présentées
apres différentes étapes d’élution. Les lavages ont été effectués avec du PBS auquel du NaCl
a été ajouté pour obtenir différentes concentrations de 0, 0,2 ; 0,5; 1 et 2M. L'observation
des protéines marquées a I’'argent démontre que sans lavage, la quantité de protéines est trop
élevée pour observer une adsorption significative sur les NPs. Les différents lavages ont
permis d’éliminer les protéines en exces (surtout la soft corona) en augmentant la
concentration de NaCl jusqu’a 2M pour retrouver uniquement la hard corona des NPs. Ainsi,
pour toutes les analyses de PC, la méthode de lavage choisie a été de 10 volumes de colonne
(5 mLa 1 mL/min)avec du PBS 1X classique et 10 volumes de colonnes (5 mL a 1 mL/min) avec
du PBS 1X et du NaCl a 2M, élution contrélée par pompe a seringue.

Cette méthode de purification de la PC peut rester a optimiser notamment car méme
si la séparation magnétique semble meilleure que la centrifugation classiquement utilisée
avec les NPs (Bonvin et al. 2017), il reste encore des incertitudes quant a la véracité de
I"utilisation de fort taux de NaCl pour sélectionner la hard corona alors que ces concentrations
n’existent pas dans le vivant. La question de la compétition entre les protéines et la potentielle
cinétique de désorption et ré-adsorption des protéines n’ont aussi pas été étudiées avec cette
méthode de lavage assez extréme. Il reste donc de nombreuses questions a traiter dans le

cadre de futurs projets sur la protein corona (partie A.VI.2).
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Figure A.IV-7 : Importance de la reproductibilité et du contréle sur les analyses de PC. a) proportion des protéines trouvées
d la surface des NPs significativement et statistiquement présentes et b) distribution des 20 protéines les plus présentes dans

le sérum (Galmarini et al. 2018)

Dans une derniere étude présentée en partie en A.IV.1, en plus du role des petits
groupements de surface sur I'adsorption des protéines, I'impact de la reproductibilité et du
contréle sur la protein corona a été analysé. En effet, I'objectif principal a été de regarder les
protéines statistiquement présentes et cela grace a des expériences et analyses réalisées
systématiqguement en triplicatas. Bien qu’un protocole expérimental soit la base de toute
démarche scientifique, l'utilisation de réplicas ne semblait pas étre la norme dans cette
discipline. Cela peut étre di au co(it assez important de chaque analyse par LC MS/MS. Dans

notre cas, en incubant des Silica@PVA-SPIONs en triplicatas dans du FBS, nous avons trouvé
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qgue seulement 38% des protéines trouvées étaient statistiquement présentes faisant passer
le nombre de protéines d’intérét de 269 a 102 (Figure A.IV-7-a).

Sur ces 38% de protéines statistiquement présentes, comme lors de la partie A.IV.1,
les résultats se sont concentrés sur les 20 protéines les plus abondantes du sérum. Avec les
études statistiques, seulement 8 de ces 20 protéines ont été trouvées comme ayant une
interaction spécifique avec une des conditions étudiées. De plus, 3 de ces 8 protéines ont été
retrouvées en plus grande quantité sur le tube FEP du réacteur que sur les NPs testées. Parmi
ces protéines, I'albumine, protéine de loin la plus abondante dans le sang n’est donc pas
retrouvée sur nos NPs. Un des principaux freins a la compréhension de la protein corona est
la quantité trés importante de protéines trouvées sur les NPs. Cette méthode a donc
démontré qu’avec un traitement statistique et un contréle adaptés, il serait possible
d’éliminer une partie des données pour simplifier les analyses des protéines.

Il est évident que toutes les NPs n’auraient pas le méme comportement mais I'absence
de contréle dans de nombreuses études sur la PC laisse penser qu’une mise en place plus
rigoureuse et standardisée des méthodes de séparation et d’analyses pourrait aider a
améliorer la compréhension de ces phénomenes. Il faut aussi noter que quand des centaines
de protéines sont trouvées, celles-ci ne sont pas toutes présentes a la surface d’'une méme NP
créant une illusion de PC moyenne a leur surface (Forest and Pourchez 2016). Tous ces
prochains défis pour I'observation des interactions entre les protéines et la surface des NPs
peuvent donc s’améliorer avec les recommandations précédentes mais dans le cadre d’études
fondamentales plutot in vitro ; les expériences in vivo apportant beaucoup plus de variabilités

inhérentes aux modeles étudiés.
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A.IV.4. Conclusion sur la protein corona

Dans cette derniere partie, les interactions entre les protéines plasmatiques du sérum
et la surface des NPs ont été étudiées. La grande complexité des résultats obtenus a été
simplifiée pour des soucis de compréhension. Ils ont surtout été présentés pour illustrer les
points importants a prendre en compte avec la PC et sur lesquels jJaimerais me concentrer
lors de mes futurs projets de recherche.

La protein corona peut étre divisée en trois disciplines consistant a :

1. Etudier de maniere fondamentale les mécanismes impliqués dans cette
adsorption surfacique

2. Quantifier le role de la chimie de surface sur I'affinité des protéines in vitro et
plus rarement in vivo.

3. Comprendre le role des protéines sur les comportements biologiques de ces
NPs.

Dans mon cas, de par mes compétences plus expérimentales et d’ingénierie, les deux
derniers aspects seulement ont été étudiés pour le moment et résumés dans les trois parties
précédentes:

1. Dans un premier temps, le role de la chimie de surface avec différents métaux
ou des petits groupements provenant de molécules stabilisantes a été étudié.
Il a été démontré que la charge semblait avoir une influence plus importante
gue les fonctions COOH, OH ou SH mais que ces groupements avaient tout de
méme une affinité forte avec prés d’un tiers des protéines trouvées.

2. Dans une deuxieme partie, la PC in vivo et son influence sur la biocirculation de
PVA-SPIONs ont été étudiées. Le role de la charge de surface mais pas de la
longueur de chaine du PVA a été démontré. Malgré la complexité des
parameétres biologiques pouvant influencer les résultats, une analyse
statistique poussée a permis de faire apparaitre 24 protéines semblant jouer
un réle crucial dans la biocirculation des NPs.

3. Enfin, I'importance cruciale de la mise en place de méthodes standardisées
pour la séparation et I'analyse de la PC a été démontrée. Préparer, quand cela
est possible, des réplicas et utiliser un controle permettrait de réduire
drastiquement le nombre de protéines trouvées et ainsi simplifier les

conclusions.
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Ce que je trouve le plus intéressant dans la discipline de la protein corona et qu’elle

apporte souvent plus de questions que de réponses. Ainsi, des nombreux paramétres

pourraient encore étre étudiés comme (entre autres) :

La standardisation des méthodes de mesures des protéines en essayant, par exemple,
d’étre de plus en plus automatisé tout en gardant a I'esprit I'aspect reproductibilité et
répétabilité des méthodes. L'aspect cinétique de I'adsorption des protéines semble
étre aussi un parameétre a étudier.

Se concentrer sur les interactions avec les protéines plasmatiques car le sang reste le
fluide le plus en contact avec les NPs (comme présenté en partie A.lll.2.2). Malgré la
complexité de ce systéme biologique, essayer de rester in vivo parait étre aussi une
approche cruciale a la compréhension et au controle du phénomene.

Controéler la protein corona en utilisant les données obtenues pour fonctionnaliser les
NPs. Ces nanohybrides devenant ainsi biomimétiques avec potentiellement des
comportements nouveaux (plus ciblant ou plus circulant par exemples) avec moins de
toxicité.

Ces points seront présentés dans la Partie A.VI dans le cadre des futurs projets de

recherche envisagés.

Les projets, encadrements et publications principaux sont résumés ci-dessous.

Projets associés

Projet ANR Nanoblorona (2022-2026)

Projet Régional ANER : Nanoprot (2019-2022)

Projet Stanford : Collaborative Research (2020-2022)
Projet Imappi (2019-2020)

Projet Européen FP7 Nanodiara (2010-2014)

Encadrements principaux associés

Dorra Ben Elkadhi (03/23 —en cours) ; Thése de doctorat : Nanoparticules dans le sang:
optimisation et contréle de la protein corona

Célia Marets (09/19- en cours) ; These de doctorat : Synthese et fonctionnalisation de
nanoparticules (NPs) pour I’étude des interactions NPs-protéines

Dr. Usawadee Sakulkhu (09/09-05/13) ; Theése de doctorat : Preparation of coated
nanoparticles and investigation of their behavior in biological environment

Sullivan Guy (02/21-06/21) ; Stage de Master 2 : Studies and control of the surface
chemistry of nanoparticles for better interaction with proteins

Dihia Refsi (02/19-07/19) ; Stage de Master 2 : Nanoparticules d’oxyde de fer pour
applications biomédicales : Influence de la chimie de surface sur leurs comportements

biologiques
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Victoire Asila (02/18-07/18) ; Stage de Master 2: Nanoparticules d’oxydes de fer pour
I'imagerie médicale et la thérapie : synthése, fonctionnalisation et étude de
biocirculation

Manon Giraud (09/14-01/15) ; Projet de Master 2: Investigation of the proteins affinity
for negatively charged Silica—coated Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles
Noelie Cayla (03/14-08/14) ; Stage de Master 2: Investigation of the protein affinity of

negatively charged Silica-coated Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles

Collaborations principales associés

CHU et CGFL de Dijon
Hopitaux HuGe Geneéve, Suisse
Professeur Daldrup-Link Lab, School of Medicine, Stanford, USA

Université de Genéve, Suisse

Publications principales

In vivo protein corona on nanoparticles: does the control of all material parameters
orient the biological behavior?, N. Singh', C. Marets', J. Boudon, N. Millot, L. Saviot and
L. Maurizi*, Nanoscale Advances, 3, 1209-1229, 2021 (DOI: 10.1039/DONA00863J)/
Inside front cover: (DOI: 10.1039/D1NA90021H)

Anti-Platelet Effect Induced by Iron Oxide Nanoparticles: Correlation with
Conformational Change in Fibrinogen, R. K. Kottana, L. Maurizi, B. Schnoor, K. Morris,
J. A. Webb, M. A. Massiah, N. Millot and A.-L. Papa, Small, 17 (1), 2004945, 2021 (DOI:
10.1002/smll.202004945) / Back cover: (DOI: 10.1002/smll.202170003)

Beyond unpredictability: the importance of reproducibility in understanding the protein
corona of nanoparticles, S. Galmarini, U. Hanusch (ex Sakulkhu), M. Giraud, N. Cayla,
D. Chiappe, N. von Moos, H. Hofmann and L. Maurizi*, Bioconjugate Chem., 29 (10),
3385-3393, 2018 (DOI: 10.1021/acs.bioconjchem.8b00554)

Significance of surface charge and shell material of Super-paramagnetic Iron Oxide
Nanoparticles (SPIONs) based core/shell nanoparticles on the composition of the
protein corona, U. Sakulkhu, M. Mahmoudi, L. Maurizi, G. Coullerez,
M. Hofmann-Amtenbrink, M. Vries, M. Motazacker, F. Rezaee and H. Hofmann,
Biomater. Sci., 3, (2), 265-278, 2015 (DOI: 10.1039/C4BM00264D) / Inside front cover
(DOI: 10.1039/C5BM90006A)

Ex situ evaluation of the composition of protein corona of intravenously injected
superparamagnetic nanoparticles in rats, U. Sakulkhu, L. Maurizi, M. Mahmoudi,
M. Motazacker, M. Vries, A. Gramoun, M.-G. Ollivier Beuzelin, J.-P. Vallée, F. Rezaee
and H. Hofmann, Nanoscale, 6, (19), 11439-11450, 2014 (DOI: 10.1039/C4NR02793K)
Protein Corona Composition of Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles with
Various Physico-Chemical Properties and Coatings, U. Sakulkhu, M. Mahmoudi,
L. Maurizi, J. Salaklang and H.Hofmann, Scientific Reports, 4, 5020, 2014
(DOI: 10.1038/srep05020)
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Ce rapport résume les activités de recherches les plus significatives menées depuis le

doctorat et se

situant toujours a l'interface entre les nanomatériaux et le monde biologique.

Elles sont regroupées en quatre parties interconnectées (résumées en Figure A.V-1) :

1.

86/140

Synthése de NPs pour applications biomédicales: le coeur de mes
compétences. Une variété de NPs, principalement métalliques, ont été
synthétisées et fonctionnalisées avec des molécules biocompatibles. La
caractérisation fine de la chimie de surface est une compétence importante
notamment pour I'étude a l'interface NPs / milieu biologique. De par ma
formation d’ingénieur en génie des procédés, des protocoles et des méthodes
de synthéses (notamment en continu) ont été développés avec comme
objectifs la reproductibilité, la répétabilité et la diminution de la variabilité
physicochimique évitant les biais lors des études biologiques.

SPIONs pour imagerie médicale. Les NPs les plus utilisées lors de mes projets
sont les oxydes de fer superparamagnétiques (SPIONs). Leurs propriétés
particuliéres les rendent utilisables dans I'imagerie par résonance magnétique
(IRM) soit par injection directe soit par marquage (passif ou actif) de
macrophages ou cellules souches. Différentes fonctionnalisations des SPIONs
ont été étudiées en IRM. Les PEGs ou les PVA n’ont pas montré de toxicité a
I’exception d’une petite inflammation précoce. En revanche, la chimie de
surface influence la biodistribution des NPs notamment la captation hépatique.
Un agent bimodal de SPIONs couplées a du ®*Cu a été développé pour étre testé
sur un imageur IRM couplé PET.

Interactions biologiques des SPIONs. Différents tests cellulaires allant de Ia
cytotoxicité au stress oxydant et a la réponse inflammatoire ont été mis en
place. La ou la fonctionnalisation des SPIONs avec du PEG ne semble pas
influencer ces réponses biologiques, le PVA semble, en revanche, entrainer la
production de cytokines, marqueurs de I'inflammation. La chimie de surface a
aussi démontré son role dans linternalisation cellulaire. Enfin, des tests
d’hémolyse ont démontré que le PVA retardait I'agrégation plaquettaire sans
doute a cause de leur interaction avec du fibrinogéne.

La Protein Corona: thématique principale de ma future recherche. Les
différences observées entre les interactions biologiques in vivo et in vitro
testées peuvent s’expliquer par I'adsorption des protéines a la surface des NPs.
La protein corona (PC) est influencée par la chimie de surface et plus
particulierement la charge. In vivo (une premiere mondiale), cette PC influence
la biocirculation des SPIONs. Enfin, il est primordial de mieux mettre en place
les protocoles d’analyses et de séparation de la PC pour étre plus reproductible

et statistiquement représentatif des phénomenes mesurés.
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% Protein Cellulaires
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Figure A.V-1 : Résumé schématique des projets de recherche menés depuis le doctorat.

Travailler dans des environnements interdisciplinaires a I'interface entre les sciences
des matériaux, la biologie et la médecine demande de I'humilité mais aussi de s’entourer de
personnes compétentes avec qui des relations de confiance peuvent étre nouées. Tous les
projets que j'ai pu mener ont toujours été une force pour I'évolution de ma compréhension
des phénomenes physicochimiques et biologiques influencant les comportements des NPs.
J’ai eu la chance et I’honneur d’avoir pu travailler avec de nombreux collegues dont certains
sont méme devenus des amis. Les principaux groupes présentés dans ce rapport sont résumés
en Figure A.V-2. Sans leurs compétences, leurs conseils et leur écoute, les projets résumés

précédemment n"auraient pas pu étre réalisés.
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Collaborations
(par ordre alphabétique

g ) Dijon .
- 0501 -
lolﬁw ML Bio-peroxIL France Tests cellulaires Allll.1

Lieu Principaux projets Parties

‘ CGEL Dijon Imagerie médicale bimodale Al2;AlLLl
R France Protein Corona in vivo AlV.2
( ‘ - Berlin Tests sur cellules immunitaires humaines All.2
C HARlTE Charité Allemagne Marquage cellules souches A.lllL2
CHin ) Dijon . Al2;AlLL
;§1 CHU Dijon France Imagerie médicale ANV 2
= Lausanne Scale-up Al Al
cPrL EPFL Suisse Protein Corona Alll; AV
l | HUG Genéve Imagerie médicale A.ll.2
‘J Stares Suisse Protein Corona in vivo A.lV.2
2 Dijon Synthese hydrothermale Al Al
@'\}'ch ICB France Scale-up Alll; AV
o7 Dijon Fonctionnalisation
b
kﬁu il ICMUB France Marquage radioactif Al2
LINSTITUT T - Dijon Tests cellulaires
agro Liinstitut Agro Dijon France Controle positif de NPs en nanotoxicologie Al
[\|[3|\_|D'|‘ECj Nanotec PatThhuarﬂa'Lt:jam Fonctionnalisation de NPs All
a member of NSTDA
Y'Y - o
AVA . Dijon Imagerie Médicale Alll
NVHMedicinal NVH Medicinal France Tests cellulaires Alll.l
;‘% Radboud University Nijmegen Imagen_e mec_ilcale A.ll.2
EN U Pays Bas Toxicologie
%E Stanford Stanford Medicine Stanford Imagerie médicale All.1
MEDICINE USA Protein Corona in vivo A.lV.2
o T oy The George Washington ,
WASHINGTON ’
b4 UNWERS,TV Washington University USA Influence des NPs 'hémolyse Alll.2
UNIVERSITE - Genéve .
< Université de Genéve ; Protein Corona A.lV
DE GENEVE Suisse

Figure A.V-2 : Collaborations établies et avec lesquelles les principales activités de recherche ont été réalisées.

Enfin, avec ma formation universitaire, mes compétences étaient majoritairement
centrées sur la chimie et les (nano)matériaux. A la suite de mes expériences en thése puis en
tant que chercheur a I'étranger et enfin depuis mon retour en France au CNRS, ces
compétences se sont enrichies avec des connaissances sur l'imagerie médicale, les
interactions biologiques des NPs et surtout sur la protein corona (Figure A.V-3). Mes
compétences en syntheses de NPs ont tout de méme beaucoup évoluées tout au long de mes
expériences de recherche mais je me suis plus tourné vers I'optimisation des protocoles de
synthése et le scale-up pour aller plus rapidement vers la biologie. Les développements des
NPs se font toujours avec les exigences biologiques et médicales c’est-a-dire avec des
matériaux biocompatibles, des suspensions reproductibles et également avec suffisamment
de quantité pour des études in vivo. J'ai aussi beaucoup orienté ces synthéses pour optimiser
la compréhension de leurs interactions avec les protéines et plus précisément celles

plasmatiques.
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Mes compétences d’encadrement et de

B Direction de recherche

gestion de projets ont également progressé

Protein Corona
Int ti biologi . Y . , .
preracions P oRane au fil des différents projets et étudiant(e)s

Imagerie médicale
Nanoparticules

gue jai eu la chance de rencontrer et

d’encadrer. Depuis mon passage a I'EPFL, la

protein corona est une discipline qui me

[=31 — (a2} w [=3} - (s8] [T P~ [=1] [an] . 1Y) . . .

S gz o 83ddaas fascine et sur laquelle j'essaie toujours de lier
[}

la plupart de mes projets de recherche

Figure A.V-3 : Evolution des activités des recherches

depuis le doctorat et pour les prochaines années.

incluant NPs et applications biomédicales. Je

souhaiterais, dans le futur et aprés cette

HDR, gagner en autonomie pour continuer d’approfondir, principalement, ce sujet en

dirigeant un groupe des différentes cultures (matériaux, biologie, pharmacie) avec comme but

ultime : la nanomédecine personnalisée (Figure A.V-3).

A.V.1. Articles principaux des activités de recherche

In vivo protein corona on nanoparticles: does the control of all material parameters
orient the biological behavior?, N. Singh', C. Marets®, J. Boudon, N. Millot, L. Saviot and
L. Maurizi*, Nanoscale Advances, 3, 1209-1229, 2021 (DOI: 10.1039/DONA00863J)/

Inside front cover: (DOI: 10.1039/D1NA90021H) hal-03132542v1

Anti-Platelet Effect Induced by Iron Oxide Nanoparticles: Correlation with
Conformational Change in Fibrinogen, R. K. Kottana, L. Maurizi, B. Schnoor, K. Morris,
J. A. Webb, M. A. Massiah, N. Millot and A.-L. Papa, Small, 17 (1), 2004945, 2021 (DOI:
10.1002/smll.202004945) / Back cover: (DOI: 10.1002/smll.202170003)

hal-03052354v1

Efficient quantification by X-ray photoelectron spectroscopy and thermogravimetric
analyses of the one-pot grafting of two molecules on the surface of iron oxide
nanoparticles, L. Maurizi*, F. Sallem, J. Boudon, O. Heintz, H. Bisht, F. Bouyer and
N. Millot*, J. Nanosci. Nanotech., 19 (8), 4920-4929, 2019

(DOI: 10.1166/jnn.2019.16796) hal-02163532v1
Innovative Magnetic Nanoparticles for PET/MRI Bimodal Imaging, G. Thomas,

J. Boudon, L. Maurizi, M. Moreau, P. Walker, |. Severin, A. Oudot, F. Demoisson,
F. Denat, S. Poty, C. Goze, F. Brunotte and N. Millot, ACS Omega, 4 (2), 2637-2648,

2019 (DOI: 10.1021/acsomega.8b03283) hal-02068644v1
Beyond unpredictability: the importance of reproducibility in understanding the protein

corona of nanoparticles, S. Galmarini, U. Hanusch (ex Sakulkhu), M. Giraud, N. Cayla,
D. Chiappe, N. von Moos, H. Hofmann and L. Maurizi*, Bioconjugate Chem., 29 (10),

3385-3393, 2018 (DOI: 10.1021/acs.bioconjchem.8b00554) hal-02163525v1
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Cellular interactions of functionalized superparamagnetic iron oxide nanoparticles on
oligodendrocytes without detrimental side effects: Cell death induction, oxidative
stress and inflammation, S. Sruthi’, L. Maurizi**, T. Nury, F. Sallem, J. Boudon,
J.M. Riedinger, N. Millot, F. Bouyer and G. Lizard*, Colloids Surfaces B, 170 (2018),

454-462, 2018 (DOI: 10.1016/ j.colsurfb.2018.06.041) hal-02163524v1
Superparamagnetic nanohybrids with cross-linked polymers providing higher in vitro

stability, W. Maneeprakorn, L. Maurizi, H. Siriket; T Wutikhun, T. Dharakul and
H. Hofmann, J. Mater. Sci., 52 (16), 9249-9261, 2017

(DOI: 10.1007/510853-017-1098-2) hal-02163533v1

Modification of superparamagnetic iron oxide nanoparticle surface enables saver
human application, C. Strehl, L. Maurizi, T. Gaber, P. Hoff, T. Broschard, A. R. Poole, H.
Hofmann and F. Buttgereit, Int. J. Nanomed., 2016 (11), 5883-5896, 2016

(DOI:10.2147/N.5110579) hal-02163419v1

Effects of PVA coated nanoparticles on human immune cells, C. Strehl, T. Gaber,
L. Maurizi, M. Hahne, R. Rauch, P. Hoff, M. Hofmann-Amtenbrink, A. R. Poole,
H. Hofmann and F. Buttgereit, Int. J. Nanomed., 2015 (10),3429-3445, 2015

(DOI: 10.2147/uN.575936) hal-02163408v1

The in-vivo use of Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles to detect inflammation
elicits a cytokine response but does not aggravate experimental arthritis, E. A. Vermeij,
M. B. Bennink, L. Crowe, L. Maurizi, J.-P. Vallée, H. Hofmann, P. L.LE.M. van Lent,
W. B. van den Berg, M. |. Koenders and F. A.J. van de Loo, PLOS One, 10 (5), 0126687,

2015 (DOI: 10.1371/journal.pone.0126687) hal-02163369v1

Significance of surface charge and shell material of Super-paramagnetic Iron Oxide
Nanoparticles (SPIONs) based core/shell nanoparticles on the composition of the
protein corona, U. Sakulkhu, M. Mahmoudi, L. Maurizi, G. Coullerez,
M. Hofmann-Amtenbrink, M. Vries, M. Motazacker, F. Rezaee and H. Hofmann,
Biomater. Sci., 3, (2), 265-278, 2015 (DOI: 10.1039/C4BM00264D) / Inside front cover

(DOI: 10.1039/c5BM90006A) hal-02163361v1

Polymer adsorption on iron oxide nanoparticles for one-step amino-functionalized
silica encapsulation, L. Maurizi*, A. Claveau and H. Hofmann, J. Nanomater., 2015
(2015), ID 732719, 2015 (DOI:10.1155/2015/732719) hal-02163428v1

Influence of surface charge and polymer coating on internalization and biodistribution

of PEG-modified iron oxide nanoparticles, L. Maurizi, A.-L. Papa, L. Dumont, F. Bouyer,
P. Walker, D. Vandroux and N. Millot, J. Biomed. Nanotech., 11, (1), 126-136, 2015

(DOI: 10.1166/jbn.2015.1996) hal-02163365v1
Amino-polyvinyl alcohol coated superparamagnetic iron oxide nanoparticles are
suitable for monitoring of mesenchymal stromal cells in vivo, F. Schulze, A. Dienelt,

S. Geissler, P. Zaslansky, J. Schoon, K. Henzler, P. Guttmann, A. Gramoun, L. A. Crowe,
L. Maurizi, J.P. Vallée, M. Hofmann, H. Hofmann, G. N. Duda and A. Ode, Small,10 (21),

4340-4351, 2014 (DOI: 10.1002/smll.201400707) hal-02163382v1

90/140


http://dx.doi.org/10.1016/j.colsurfb.2018.06.041
https://hal.science/hal-02163524v1
http://dx.doi.org/10.1007/s10853-017-1098-2
https://hal.science/hal-02163533v1
http://dx.doi.org/10.2147/IJN.S110579
https://hal.science/hal-02163419v1
http://dx.doi.org/10.2147/IJN.S75936
https://hal.science/hal-02163408v1
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0126687
https://hal.science/hal-02163369v1
http://dx.doi.org/10.1039/C4BM00264D
http://dx.doi.org/10.1039/C5BM90006A
https://hal.science/hal-02163361v1
http://dx.doi.org/10.1155/2015/732719
https://hal.science/hal-02163428v1
http://dx.doi.org/10.1166/jbn.2015.1996
https://hal.science/hal-02163365v1
http://dx.doi.org/10.1002/smll.201400707
https://hal.science/hal-02163382v1

Conclusion générale et résumé sur les activités de recherche

Monitoring the effects of arthritis treatment by MRI in vivo using iron oxide
nanoparticle-labeled macrophages, A. Gramoun, L. A. Crowe, L. Maurizi, W. Wirth, F.
Tobalem, K. Grosdemange, G. Coullerez, F. Eckstein, M.l Koenders,
W.B. Van den Berg, H. Hofmann and J-P. Vallée, Arthritis Res. Ther.,16 (3), R131, 2014

(DOI: 10.1186/ara588) hal-02163410v1

Ex situ evaluation of the composition of protein corona of intravenously injected
superparamagnetic nanoparticles in rats, U. Sakulkhu, L. Maurizi, M. Mahmoudi,
M. Motazacker, M. Vries, A. Gramoun, M.-G. Ollivier Beuzelin, J.-P. Vallée, F. Rezaee
and H. Hofmann, Nanoscale, 6, (19), 11439-11450, 2014 (DOI: 10.1039/C4NR02793K)

hal-02163344v1

Protein Corona Composition of Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles with
Various Physico-Chemical Properties and Coatings, U. Sakulkhu, M. Mahmoudi,
L. Maurizi, J. Salaklang and H.Hofmann, Scientific Reports, 4, 5020, 2014

(DOI: 10.1038/srep05020) hal-02132125v1

Fast and continuous synthesis of spinel nanostructured iron oxide in supercritical water:
influence of cations and citrates, L. Maurizi, F. Bouyer, M. Ariane, R. Chassagnon and
N. Millot, RSC advances, 4 (86), 45673-45678, 2014 (DOI: 10.1039/CARA08562K)

hal-02163438v1

Syntheses of cross-linked polymeric superparamagnetic beads with tunable properties,
RSC Advances, L. Maurizi*, U. Sakulkhu, L. A. Crowe, N. Leclaire, V. Mai Dao,
J.-P. Vallée and H. Hofmann, 4 (22), 11142-11146, 2014 (DOI: 10.1039/C3RA48004F)

hal-02163414v1

One step continuous hydrothermal synthesis of very fine stabilized superparamagnetic
nanoparticles of magnetite, L. Maurizi, F. Bouyer, J. Paris, F. Demoisson, L. Saviot and
N. Millot, Chem. Commun., 47, (42), 11706-11708, 2011, (DOI: 10.1039/C1CC154708B)

hal-00638205v1

Synthesis of Titanate Nanotubes Directly Coated with USPIO in Hydrothermal
Conditions: A New Detectable Nanocarrier, A.-L. Papa’, L. Maurizi*, D. Vandroux,
P. Walker and N. Millot, J. Phys. Chem. C, 115 (39), 19012-19017, 2011

(DOI: 10.1021/jp2056893) hal-00785179v1

Easy Route to Functionalize Iron Oxide Nanoparticles via Long-Term Stable Thiol
Groups, L. Maurizi, H. Bisht, F. Bouyer and N. Millot, Langmuir, 25, (16), 8857-8859,

2009 (DOI: 10.1021/1a901602w) hal-00447491v1
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Projets Scientifiques: Nouvelles Applications Biomédicales & Protein Corona

Dans la lignée des études menées et présentées dans les parties précédentes,
différentes problématiques sont apparues sur lesquelles je souhaiterais poursuivre mes
activités de recherche. Elles se concentreront majoritairement sur la compréhension des
phénoménes influencant la protein corona et sur son contréle pour un développement
amélioré des nanoparticules en nanomédecine. Ces projets de recherche se feront, comme
précédemment, en étroites collaborations avec des chercheurs en sciences biologiques et
médicales nationales et internationales.

Avant de détailler ces projets, grace aux équipes rencontrées lors de mes précédentes
expériences professionnelles ainsi que celles a venir, d’autres questionnements et
applications sont apparues et seront également présentées dans cette partie. Ainsi, quatre
axes de recherches seront proposés dont trois se concentreront sur I'analyse et le controle de
la protein corona justifiant la conclusion et les perspectives (Partie A.V) de I'orientation future
de mes activités de recherche :

1. Des nouvelles applications et collaborations internationales
biomédicales seront présentées. L'utilisation des compétences en
synthéses et surtout en caractérisations fines des nanoparticules
permettra d’amorcer des nouvelles thématiques en nanomédecine.

2. Suite aux premiéres études d’analyses de la protein corona, la
standardisation de son analyse est apparue comme un point crucial a
développer. Différentes approches seront proposées pour mieux
comprendre les interactions entre protéines et surfaces de NPs.

3. Des nouvelles études, plus approfondies, sur le réle de la protein corona
dans les comportements biologiques des NPs seront menées. Dans le
cadre de projets déposés et des collaborations déja amorcées, une
partie de ces projets se concentrera sur les interactions in vivo, cette
discipline étant toujours peu étudiée.

4. Enfin, [l'utilisation de la protein corona pour controler les
comportements biologiques des NPs sera étudiée. Le but, peut-étre un
peu utopiste, de cette partie serait de préparer des NPs avec une

protein corona controlée pour obtenir des nanohybrides optimisés.
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A.VI.1. Nouveaux développements nanomédicaux

Une grande partie des compétences acquises lors des différentes expériences
scientifiques reposent sur le controle des étapes de synthéses et également sur les
caractérisations fines des nanoparticules avec, toujours comme objectif final, I'application
biomédicale. Les futurs projets que j'aimerais mener me permettront de mettre a profit ces
compétences pour notamment continuer de développer des nouveaux nanomatériaux aux
propriétés prometteuses tout en expérimentant des nouvelles applications médicales. De
plus, j'aimerais également aider a résoudre des problématiques médicales tournées vers la

toxicologie des NPs apres expositions qu’elles soient accidentelles ou volontaires.

A.VI.1.1. Continuer le développement de NPs pour transfert industriel

En suivant mes objectifs et résultats présentés précédemment, il est primordial de
continuer a développer des NPs en gardant a l'esprit la potentielle transférabilité des
méthodes vers I'industrie ainsi que la biocompatibilité des méthodes choisies.

Pour cela, j'aimerais continuer de proposer
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Figure A.VI-1: Dispositif hydrothermal en continu du grande échelle des NPs (PaIiwaI et al. 2014).
laboratoire ICB mis a jour avec une voie permettant la

un controle accru des étapes de synthése

fonctionnalisation, en une étape, de diverses NPs Méme si cette apprOChe peut sembler un

peu moins attirante qu’un développement
plus fondamental des NPs, il devient crucial de toujours garder a I'esprit I'aspect scale-up et
reproductibilité pour le biomédical (Gavilan et al. 2023). Lors de mes précédentes
expériences, j'ai démontré que, connaitre ses NPs et étre capable de les produire en grande
guantité avaient permis de diminuer les biais lors des études biologiques et ainsi également
d’accélérer les différents projets réalisés.

Au sein du laboratoire ICB et suite a la thése du Dr. Guillaume Thomas (Thomas 2015),
le procédé de synthése en voie hydrothermal et en continu du laboratoire ICB a été doté d’une
nouvelle entrée permettant d’ajouter directement en continu des ligands biocompatibles
(Figure A.VI-1). Cependant, depuis cette optimisation, peu de projets se sont concentrés sur
la synthese de NPs directement fonctionnalisées en une étape pour les applications
biomédicales. Je pense que ce dispositif possede un avantage certain pour la transférabilité

de nos nanohybrides vers I'industrie pharmaceutique.
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D’autres groupes concoivent aussi leurs nanohybrides avec une approche
préindustrielle (Mohamed et al. 2022; Operti et al. 2022; Khairnar et al. 2022; Li et al. 2023)
et il faut conserver cette avance technologique en continuant le développement sur ce
procédé. Ainsi, assez prochainement, les SPIONs fonctionnalisées avec du PVA et/ou du PEG
seront toujours synthétisées en une seule étape. Le rendement attendu serait de I'ordre
d’environ 5 gspions.h™* soit au moins 40 g de SPIONs par jour. Ces NPs permettront de continuer
mes premieres études biomédicales en imagerie médicale ou sur les interactions
protéines / NPs. Pour les prochains développements de NPs, il faudra toujours les imaginer
avec des méthodes classiques de la recherche en matériaux biocompatibles mais leur
transférabilité sur le procédé scale-up devra étre rapidement réalisée.

Ce premier projet peut étre vu comme un fil rouge a suivre tout au long de ma future
carriere en nanomatériaux pour le biomédical. Ce choix de développement biocompatible,

simplifié et transférable de NPs est et sera toujours un objectif pour ma recherche.

A.VI.1.2. Nouvelles applications en imagerie et thérapie

Avec les NPs développées et a développer, j'aimerais explorer d’autres applications
biomédicales notamment en thérapie et en imagerie.

La majorité des projets menés se sont concentrés sur |'aspect diagnostic des SPIONs
(Partie A.ll) mais il serait intéressant de regarder aussi leur aspect thérapeutique notamment
en hyperthermie. Quand les oxyde de fer ont une taille de cristallite supérieure aux 7-10 nm
classiquement obtenus (de I'ordre de 15 nm), les SPIONs peuvent s’échauffer localement sous
I'effet d’un champ magnétique oscillant (Hilger and Kaiser 2012) et ainsi détruire les cellules
environnantes notamment celles malignes, ces derniéres étant plus sensibles aux
augmentations de température (Kumar and Mohammad 2011) (Figure A.VI-2-a). A nouveau,
grace au dispositif hydrothermal en continu, la taille des cristallites pourrait étre controlée
pour atteindre les valeurs désirées tout en produisant des grandes quantités de produits. Des
SPIONs de 15 a 20 nm présentées dans la partie A.l.3.1 pourraient étre utilisées dans le cadre
d’applications en hyperthermie. Cette nouvelle application pourrait étre réalisée avec le
laboratoire de « Biopharmaceutical Sciences » de I'Université de Genéve qui a déja développé
et breveté un systéme de polymeére injectable composé de SPIONs pour I'embolisation des
tumeurs (Renard et al. 2009; Le Renard et al. 2010).

Lors d’'une mission de deux mois a la School of Medicine de l'université de Stanford
(CA, USA), j'ai travaillé dans le groupe de la Professeure Daldrup-Link et ai découvert une
nouvelle méthode d’'imagerie médicale : le Magnetic Particle Imager (MPI en Figure A.VI-2-b).
Un nombre trés restreint de laboratoires possédent cet instrument qui est encore développé
au niveau préclinique. En résumant tres simplement son fonctionnement, le principe du MPI
consiste en I'utilisation d’aimants puissants créant une région sans champ magnétique (Field
Free Region ou FFR). Quand des NPs superparamagnétiques rentrent dans ce FFR, un signal

est recu et mesuré. Les NPs qui ne passent pas dans le FFR n’émettent pas de signal et le FFR
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est déplacé dans le volume a analyser. Ainsi, le MPI ne peut détecter que les SPIONs et ainsi
ne pas étre sensible a la résonance magnétique des tissus vivants comme c’est le cas en IRM.
Le MPI est donc plutét une technique pour suivre les comportements des SPIONs, en imagerie
moléculaire par exemple (Nejadnik et al. 2019; Kiru et al. 2022), et est donc tres
complémentaire a I'|RM.

Lors de ma visite dans le groupe de la professeure Daldrup-Link, des SPIONS
synthétisées par voie chimie douce et hydrothermale et fonctionnalisées avec du PVA ou de
I’APTES ont été testées sur cet instrument. En Figure A.VI-2-c les signaux des différents SPIONs
sont illustrés en comparaison au Ferumoxytol (un produit pharmaceutique a base de SPIONs
utilisé aux USA). Les SPIONs « classiques » avec APTES ou PVA ont montré un signal quatre
fois plus élevé que celui du Ferumoxytol. En revanche, les SPIONs obtenues par voie
hydrothermale ont donné un signal identique mais leurs stabilités n’étaient pas maximisées ;

démontrant également le travail restant sur I'optimisation du scale-up de ces NPs.

SPIONs-SC-PVA
SPIONs-SC
SPIONs-APTES
Ferumoxytol

Figure A.VI-2 : Nouvelles applications biomédicales des SPIONs. a) schéma de la réaction d’hyperthermie apres injection de
SPIONs dans une tumeur ; b) Magnetic Particle Imager (MPI) de Momentum présent a la School of Medicine de Stanford
(USA) et c) premiers résultats obtenus en 2022 sur le MPI avec des SPIONs synthétisées et fonctionnalisées par rapport au

Ferumoxytol. SC : par procédé hydrothermal, PVA : Alcool polyvinylique et APTES : (3-aminopropyl)triethoxysilane
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A.VI.1.3. Caractériser I’exposition accidentelle aux NPs

Une derniere approche que j’aimerais initier dans les prochaines années serait de me
concentrer également sur I'approche toxicologique des NPs. La plupart des projets menés ont
regardé |'aspect toxicologique des NPs développées mais avec un objectif d’éviter leur toxicité
dans le cadre de nanosondes d’imagerie médicale par exemple.

Des premiéres études sur la toxicité des NPs notamment sur la génotoxicité et sur la
recherche de contréles positifs nanoparticulaires ont été amorcées lors de la thése du
Dr. Annette Luce (Luce 2020). Pour aller plus loin, il serait intéressant d’explorer la toxicité
induite par I’exposition aux NPs. J’avais participé a quelques études sur la toxicité des NPs de
TiO2 (Moos et al. 2016) et sur le passage des NPs de polystyréne dans le placenta (Grafmueller
et al. 2015) qui n’ont pas été présentées dans cette habilitation a diriger les recherches.

Lors de ces différents projets, mon expertise en caractérisation des NPs a été
nécessaire notamment les conditions de stabilité colloidale, la chimie de surface et la protein
corona. En collaboration avec I'université médicale de Greifswald en Allemagne, un projet que
nous voudrions mener serait d’étudier la toxicité induite par les NPs générées par les implants
orthopédiques (Figure A.VI-3). L’enjeu de ce type de projet serait de caractériser les NPs une
fois extraites de I'organisme et d’étre capable de comparer leurs propriétés physicochimiques
dans les tissus et en dehors. Lier la protein corona et les réponses toxicologiques serait aussi
un objectif trés important a mener. L'originalité de ce projet serait d’analyser des NPs
générées a l'intérieur de I'organisme vivant en opposition aux études souvent tournées vers

les NPs ingérées accidentellement.
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Figure A.VI-3 : NPs métalliques induites par les prothéses orthopédiques : impact sur la toxicité des tissus.
Les différents nouveaux projets que je souhaiterais mener se concentreront, dans une
premiere partie, sur I'optimisation des syntheses de NPs pour applications pharmaceutiques.
J'aimerais aussi continuer d’utiliser nos NPs dans divers domaines médicaux dont j’ai présenté

deux approches possibles dans les prochaines années. Enfin, j'aimerais aussi utiliser mes
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compétences en caractérisations fines des NPs pour aider a comprendre les phénomeénes de
toxicité comme par exemple, I'exposition aux NPs générées par les prothéses orthopédiques.
Les collaborations et possibles demandes de financements pour les prochains projets

détaillées dans cette partie sont listés ci-dessous.

Futurs projets possibles
e Projet SNF (Swiss National Science Foundation) Sinergia
e Projet NIH (National Institues of Health)
e Projet Horizon Europe
Projets associés
e Projet ANR Nanoblorona (2022-2026)
e Projet Stanford : Collaborative Research (2020-2022)
Collaborations principales associés
e Biopharmaceutical Sciences, Université de Genéve, Suisse
e Professeur Daldrup-Link Lab, School of Medicine, Stanford, USA
e Universitatsmedizin Greifswald K6R, Allemagne

e Particles-Biology Interactions Lab, EMPA St Gallen, Suisse
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A.VI1.2. Standardisation de la mesure de la protein corona

o En 2021, nous avons publié une revue

résumant les derniéres avancées sur les

études de la protein corona (PC) plus

spécifiqguement in vivo (Singh et al. 2021).
Dans la partie «discussion» de cette

publication plusieurs défis pour améliorer les

analyses de la PC ont été présentés. Un des

problémes majeurs de I'étude de la protein

Size exclusion corona est I'absence de standardisation des
Centrifugation Magnetism Chromatography méthodes d’analyses (Figure A.IV-4). Il existe
Figure A.VI-4 : Un des freins a I'analyse de la “protein corona  de nombreuses approches pour séparer et
(Pc):/;Z:ZZZZZie(’;;tszrijtof;;zntpas guantifier les PCs a la surface des NPS
(Bohmert et al. 2020) et ces méthodes
semblent méme influencer les résultats obtenus (Bonvin et al. 2017). De plus, comme
présenté lors de la partie A.IV.3, les modeles étudiés et la reproductibilité / la répétabilité sont
deux facteurs également trés importants pour comprendre les interactions protéines / NPs.
Ainsi trois projets d’approches différentes et complémentaires seront menés dans les

prochaines années.

A.VI1.2.1. Etude fondamentale des interactions protéines / NPs

La plupart des études menées sur la protein

0 corona se sont concentrées sur une

St
electrical double layer

Je, -

conformation of polymers .
P polymer/protein corona

approche qui pourrait étre qualifiée
« d’empirique ». Comme présenté en Partie

A.lV, des NPs de chimies de surface variées

ont été incubées dans différents fluides

biologiques et les protéines ayant une

interaction forte ont été quantifiées et

specific polymer-NP interactions

sélectionnées. Ces études demandent

Figure A.VI-5 : Approche théorique pour la . . L.
souvent un important traitement statistique

compréhension des interactions protéines / NPs.

des données et, malgré les efforts menés

pour mettre en place des protocoles reproductibles et répétables, il me semble que nos
études manquent d’analyses plus fondamentales.

Ainsi, il serait intéressant, en paralléle d’analyses biologiques de la PC, de se concentrer

également sur les paramétres permettant a une protéine en particulier de s’adsorber a la

surface des NPs. Par exemple, I'idée serait d’étudier plus en détails les phénomeénes de double

couche électronique et de conformation des polymeres a la surface des NPs avec des
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expériences modeéles couplées a des analyses numériques (Figure A.VI-5). Commencer par des
polymeéres permettrait d’avoir moins de variabilité avec ces molécules qu’avec des protéines.
Les PVAs semblent étre de bons candidats car ils sont plutot linéaires et peuvent posséder
différentes tailles et des fonctions chimiques proches de celles présentes dans les acides
aminés de protéines (COOH, NH,, SH...). A la suite de ces expériences préliminaires, travailler
sur des peptides serait aussi envisagé pour se rapprocher des comportements « réels » des
protéines. La caractérisation fine des surfaces des NPs avec des outils présents a I'Université
de Bourgogne ou de Haute Alsace permettrait d’apporter plus d’information sur I'affinité et
I’évolution de la conformation des protéines une fois en contact avec les NPs. En couplant la
simulation numérique et la caractérisation des surfaces des NPs, ce projet pourrait permettre
de mieux appréhender les interactions entre la surface des NPs et les protéines. Il faudra pour
cela trouver des partenaires en simulation numérique et bien appréhender le transfert entre
les sciences fondamentales et expérimentales ce qui permettrait également de sortir un peu
de ma « zone de confort ».

Pour finir sur I'aspect fondamental des études de la PC, il serait aussi crucial de mieux
appréhender les analyses statistiques des protéines trouvées a la surface des NPs. Bien que
les analyses en LC MS/MS soient assez onéreuses il est tout de méme primordial de réaliser
des réplicas d’expériences et pas seulement d’analyses. Comme démontré en partie A.IV.3,
des triplicatas expérimentaux couplés une analyse statistique rigoureuse ont permis de tirer
de meilleures conclusions sur les protéines trouvées a la surface de nos NPs. La encore, il
faudra se tourner vers des groupes spécialisés dans le traitement d’'un grand nombre de

données.

A.V1.2.2. Influence des modeéles biologiques sur la protein corona

Apreés avoir tenté de diminuer les biais physicochimiques des NPs pour étudier leur PC
(partie A.l.2.2), une autre approche serait également d’essayer de limiter certaines
modifications dues aux matériels biologiques étudiés.

Par exemple, il a été démontré que les PCs trouvées sur des mémes NPs étaient
différentes en fonction de I'animal étudié (Mdller et al. 2018). Il ne sera bien s(r pas possible
de s’affranchir des modeles animaux mais, si les collaborations futures le permettent,
travailler in vitro uniquement sur des fluides humains serait un atout indéniable pour la
transférabilité des résultats de PC. En collaboration avec le CHU de Dijon, nous avons démarré,
début 2023, un essai clinique permettant d’utiliser du sang de patient pour nos études
d’interactions sanguines des NPs (NCT05690542). Avec ces échantillons, les prochaines
analyses se feront sur ’humain. Les liens entre les PCs et les comportements sanguins des NPs
seront réalisés et présentés en partie A.VI.3.

En ce qui concerne les biais biologiques pouvant influencer les analyses entre les
protéines et la surface des NPs, nous allons commencer par nous concentrer sur

I'anticoagulant utilisé lors du prélevement et sur I'état de santé du patient. Lors du
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prélevement des plasmas, le sang est collecté dans un anticoagulant qui peut avoir une
influence sur les comportements des NPs et sur leurs interactions avec les protéines
plasmatiques. Par exemple, le citrate est souvent utilisé dans les études d’hémolyse (ce qui
nous intéressera lors de nos projets sang / NPs) car il permet de bloquer la coagulation de
maniére réversible (Bath and Butterworth 1996). Cependant, du c6té sciences des matériaux,
le citrate permet de fonctionnaliser la surface des NPs (comme présenté en partie A.l.3.1).
Ainsi, il pourrait étre possible que les NPs voient leur chimie de surface évoluer au contact du
plasma citraté. Trés peu d’études se sont concentrées sur ce parameétre médical bien qu’il
paraisse crucial sur la PC (Schoettler et al. 2016). Une étude vient de démarrer en
collaboration avec I’Université de Geneve et le CHU de Dijon pour tester I'influence de quatre
anticoagulants sur les interactions entre les protéines plasmatiques et la surface de trois types
de PVA-SPIONSs (chargées positivement, neutre et négativement). Nous allons travailler sur un
seul donneur (pour éviter des variabilités biologiques) et espérons observer des différences
significatives pour ensuite mieux mettre en place nos futures études sur la PC plasmatique
humaine. Cette étude a été a l'initiative de Célia Marets que je remercie pour cette excellente
idée.

Une autre approche serait d’étudier I'impact des pathologies sur la formation de la PC.
De telles études ont déja été réalisées pour analyser de maniére aléatoire I'impact de I'état
de santé sur les interactions protéines / surface des NPs (Hajipour et al. 2015). |l serait plus
intéressant, dans notre cas, de se concentrer sur les phénomeénes influencant I’'hémolyse si
nous voulons comprendre le réle des NPs sur ces pathologies.

Dans ces deux exemples, il reste crucial de discuter et d’échanger avec des partenaires
médecins spécialistes des fluides biologiques et du sang plus particulierement pour

comprendre les exigences et les limitations techniques de leur discipline.

A.V1.2.3. Mesure de la protein corona en flux pour se rapprocher du in vivo

Avec mes compétences en ingénierie

® = ne:

O aed cellsin chimique, je pense enfin, qu’au-deld des

variations entre les différentes techniques

de séparations des PCs, une limitation dans

leurs analyses reste I'absence

d’automatisation des procédés. Une étude

Microfluidic device
Dynamic behaviors and in situ

characterizations of NPs in biofluids étaient différentes en statique et en

de 2016 a démontré que les mesures de PCs

Figure A.VI-6 : Dispositif microfluidique instrumenté pour ~ dynamique (Palchetti et al. 2016). En flux, les

analyser en flux les comportements biologiques des NPs interactions entre les protéines et les NPs
et leurs PCs . ,

seraient plus proches d’un comportement

dans un fluide biologique in vivo.
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Ainsi, en collaboration avec l'institut FEMTO-ST de Besancon, nous allons développer
un dispositif microfluidique instrumenté permettant de mesurer, en flux, les comportements
biologiques des NPs (Figure A.VI-6). Ce dispositif commencera par travailler sur des fluides
simples pour mesurer I’évolution, en flux, de certains paramétres physicochimiques des NPs
comme la stabilité colloidale, la dissolution, le potentiel zéta. Rapidement, nous nous
concentrerons sur les fluides biologiques pour étudier, en plus des caractéristiques
précédentes, I'adsorption des protéines plasmatiques et les réactions sanguines (hémolyse et
réaction avec le systeme immunitaire voir partie A.VIL.3). Avec ce dispositif, nous espérons
nous rapprocher du comportement réel des NPs une fois injectées dans le sang pour mieux
comprendre leurs comportements biologiques.

Les différents projets présentés sur la standardisation des analyses des NPs se
concentreront sur trois objectifs :

1. Mieux comprendre les interactions fondamentales entre les protéines et les
NPs et se concentrer sur les analyses statistiques des données obtenues

2. Mieux anticiper les biais d’observations sur les analyses de PC dues aux
parametres biomédicaux étudiés

3. Mieux développer des méthodes proches de I'in vivo pour quantifier et séparer
les protéines plasmatiques adsorbées a la surface des NPs

Les collaborations et possibles demandes de financements pour les prochains projets

détaillées dans cette partie sont listées ci-dessous.

Futurs projets possibles
e Projet EUR Région Bourgogne Franche-Comté (peut-étre accepté en Juillet 2023)
e Projet SNF (Swiss National Science Foundation) Sinergia
e Projet ANR (CE19: Technologies pour la santé)
Projets associés
e Projet ANR Nanoblorona (2022-2026)
Collaborations principales associés
e Advanced Colloidal Materials Engineering, EMPA Diibendorf, Suisse
e Université de Haute Alsace, Mulhouse, France
e Institut de Chimie Moléculaire de I’'Université de Bourgogne, Dijon, France
e Biopharmaceutical Sciences, Université de Genéve, Suisse
e Service d’hématologie, CHU de Dijon, France
e FEMTO-ST, Besancgon, France
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A.V1.3. Role de la protein corona sur les comportements biologiques des NPs

En plus de mieux étudier fondamentalement la formation de la protein corona, il serait
aussi intéressant de connaitre son impact sur les comportements biologiques des NPs. Durant
de futurs projets qui seront détaillés dans cette partie, I'idée serait de se concentrer sur le réle
des propriétés des NPs sur les réactions avec le sang en distinguant des projets in vitro sur le
sang humain et in vivo sur des modéles animaux (murins par exemple). Le postulat de ces
projets est que le sang reste la voie d’entrée principale de I'exposition aux NPs qu’elle soit
accidentelle ou apres injection (Docter et al. 2015) et qu’une fois en contact avec ce fluide
biologique les protéines plasmatiques vont influencer les devenirs des NPs. Les projets qui
seront réalisés ces prochaines années seront directement les suites des études présentées en
parties A.lll.2et A.IV.2 respectivement pour les approches in vitro et in vivo. L'influence des
parametres physicochimiques des NPs sur les différentes PCs sera quantifiée et leur réle sur

leurs réponses hématologiques et leur biodistribution sera étudié.

A.V1.3.1. Role de la protein corona sur les interactions des NPs avec le sang

En continuation d’une étude réalisée en
2021 (Kottana et al. 2021), I'influence de la
chimie de surface sur la PC et sur I’'hémolyse

Impact of PC on

NPs Blood response

. sera analysée (Figure A.VI-7). Comme
Y expliqué dans les projets de |Ia
partie A.VI.2.2, les

concentreront sur le sang humain pour

expériences  se

Sizes
0@

accélérer le transfert technologique vers le

patient. Les parametres des NPs étudiés

Surface
Chemistry

seront les caractéristiques classiques

Coagulation

Figure A.VI-7 : Etude des paramétres physicochimiques

influengant la formation de la PC dans le sang humain :

observées dans la littérature (Treuel et al.
2015) : la taille, la charge et la chimie de

surface. Différentes NPs seront ensuite

impacts de la taille, de la charge et de la chimie de . , .
o incubées dans du sang complet humain
surface des NPs sur leur PCs et sur I'agrégation

provenant du service d’hématologie du
CHU de Dijon (essai clinique NCT05690542).

Les impacts des propriétés des NPs sur

plaquettaire, I'interaction avec le RES et la coagulation.

RES : Systéme réticuloendothélial

I'agrégation plaquettaire, I'internalisation par le RES et sur la coagulation seront quantifiés
tout en analysant la protein corona. Pour aller plus loin que ce qui a été observé lors de nos
précédentes études (partie A.IV.1), en plus des mesures en LC MS/MS, la masse moyenne de
protéines par NPs sera quantifiée de méme que l'influence de la surface sur la conformation
des protéines. Pour ce dernier parametre, nous avions démontré que le changement de

conformation du fibrinogene pouvait étre une des raisons pour laquelle nos PVA-SPIONs
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semblaient retarder I'agrégation plaquettaire (Kottana et al. 2021). Le but final de ce projet
in vitro serait donc de trouver un lien entre les protéines plasmatiques adsorbées a la surface
des NPs et les comportements de ces mémes NPs dans le sang. Ce projet permettrait aussi de
lier nos activités physicochimiques a des partenaires du monde meédical pour mieux
appréhender les problématiques d’hémolyse pour un développement plus biocompatibles de
nos NPs. Cela pourrait aussi permettre de démarrer une nouvelle thématique potentiellement
plus toxicologique sur les NPs (de I’environnement ou manufacturées). Ainsi, ce projet
pourrait aussi trouver un lien avec les projets sur I'exposition accidentelle aux NPs

(partie A.VI.1.3) ainsi que la mesure en dynamique de la PC (partie A.VI.2.3).

A.VI1.3.2. Influence de la protein corona sur la biodistribution des NPs

Dans la méme optique, linfluence des

NPs injected In vivo PC influences on propriétés des NPs sur la PC plasmatique

in vivo blodlstrlbutlon
C in vivo ainsi que le role de ces protéines sur
@ \\7\ la biodistribution seront étudiés. Ce projet
/ /

s’inscrit dans la continuité de notre étude
pionniere de 2014 (Sakulkhu et al. 2014b)
ainsi que celle de 2023 (Marques et al. 2023)

,quiontapprofondile role crucial de certaines

, . T protéines dans la biocirculation des NPs
Figure A.VI-8 : Etude des paramétres physicochimiques

influengant la formation de la PC in vivo : réle de la (pa rtie A.|V.2). Des NPs biocompatibles bien
protein corona in vivo sur la biodistribution et la clairance maitrisées seront injectées dans le modéle
des NPs.

animal (probablement murin : Figure A.VI-8 )
et les NPs seront récupérées a différents temps pour quantifier leurs concentrations dans le
sérum (biocirculation) ainsi que leurs PCs. Leurs internalisations dans les cellules du RES seront
également mesurées. De plus, pour améliorer la compréhension des biodistributions de ces
NPs, les animaux seront imagés et sacrifiés pour suivre I’élimination des NPs. Pour travailler
avec nos collaborations au CGFL de Dijon, les NPs étudiées seront sans doute des SPIONs pour
suivi en IRM.
En 2021, encore trés peu de publications se concentraient sur I'étude in vivo de la PC (Singh
et al. 2021). Cela peut étre expliqué par la complexité du traitement des données en LC MS/MS
notamment avec les grandes variabilités observables sur les modeles in vivo. En se
concentrant sur une mise en place rigoureuse des méthodes de séparations et d’analyses tout
en veillant a bien établir des controles et des réplicas (partie A.VI.2), le projet proposé pourrait
permettre d’obtenir des informations cruciales pour comprendre le devenir in vivo des NPs

développées pour applications biomédicales ou méme accidentellement ingérées.
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Les projets proposés dans cette partie auront pour but de continuer d’avancer sur la
compréhension du role de la PC sur les comportements biologiques des NPs. Le fluide étudié
sera le sang soit humain pour des études cliniques in vitro, soit animal pour des études in vivo.
Les analyses protéiniques se feront avec I'objectif de standardisation et de reproductibilité
des méthodes. Nous espérons également que le dispositif microfluidique développé en
partie A.VI.2.3 pourra étre utilisé dans cette quéte d’amélioration de I'étude des interactions
entre les protéines et la surface des NPs.

Les collaborations et possibles demandes de financements pour les prochains projets

détaillées dans cette partie sont listés ci-dessous.

Futurs projets possibles
e Projet EUR Région Bourgogne Franche-Comté (peut-étre accepté en Juillet 2023)
e Projet ANSES (questions a la recherche sur les fibres et nanomatériaux)
e Projet de la Ligue contre le cancer
Projets associés
e Projet ANR Nanoblorona (2022-2026)
Collaborations principales associés
e FEMTO-ST, Besancon, France
e Université de Haute Alsace, Mulhouse, France
e INSERM, Dijon, France
e Anne-Laure Papa Lab, George Washington University, USA
e Biopharmaceutical Sciences, Université de Genéve, Suisse
e Service d’hématologie, CHU de Dijon, France

e Centre Georges-Francois Leclerc, Dijon, France
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A.V1.4. Le futur de la nanomédecine: le controle de la protein corona ?

Dans cette partie, deux projets seront présentés également répartis en applications
in vitro et in vivo. Tout en consacrant une grande partie des futurs études scientifiques
menées ces prochaines années a la compréhension des phénomeénes physicochimiques et
biologiques de la protein corona, une autre approche se concentrera sur son controle dans le
but d’optimiser le développement de NPs. Depuis plusieurs années, certaines publications
soulignent I'importance d’exploiter cette PC pour améliorer les NPs pour applications
biomédicales (Figure A.VI-9). En exploitant les résultats de projets d’études de I'influence de
la PC sur les comportements biologiques (partie A.VI.3), des protéines d’intéréts pourraient
étre utilisées pour fonctionnaliser la surface de NPs. Les nouveaux nanohybrides obtenus
pourraient étre qualifiés de biomimétiques et auraient des comportements biologiques
optimisés. Les deux projets présentés dans cette partie détailleront deux approches

envisagées pour tester cette hypothese.

a) 2007 b)
e ? ‘>/-> ? P,_)
g,(v” - ‘g,(ﬁ’ i >

Corona type 1 Nontoxic

Undersranding
the proteip, Corona

Y4

>
NP2 Corona type 2 Toxic

Figure A.VI-9 : Contrdler la protein corona pour améliorer la nanomédecine. a) Ke et al. ont discuté I'importance de ne plus
seulement étudier la protein corona mais de la contréler pour exploiter ses propriétés biologiques (Ke et al. 2017) et b)
Hamad-Schifferli proposait aussi de mieux contréler la PC pour diminuer, par exemple, la toxicité des NPs (Hamad-Schifferli
2015)

A.V1.4.1. Optimiser la protein corona pour études in vitro

Dans cette partie, la PC des NPs sera
NPs

without PC modifiée avant incubation avec des cellules
~/ Role of PC on et les réponses cellulaires seront mesurées.
cellular behaviors .

I . % Uptake? En premiere approche, des cellules seront

# Pathways? . . A
+ # Toxicity? cultivées dans des milieux cellulaires sans

Cells
incubated NPs sérum. Des NPs seront ensuite soit pré-
with NPs with PC

— incubées dans du sérum ou soit non

Figure A.VI-10 : Evolution des interactions cellulaires des L. , . .
pré-incubées et seront ensuite mises en

NPs en contrélant leur PCs.

contact avec les cellules (Figure A.VI-10). Les

comportements cellulaires tels que I'internalisation (quantification et voies d’entrée) ainsi que
les réactions toxicologiques (mort cellulaire, inflammation...) seront mesurés. Les modeles

cellulaires étudiés se concentreront, en premier lieu, sur les cellules immunitaires pour rester
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dans les analyses de sang. A la suite de ces expériences, les NPs seront incubées dans des
protéines spécifiques d’intéréts (Ritz et al. 2015) ayant démontré une influence sur les NPs
lors des études d’analyse de la PC (partie A.VIL.3.1). Enfin, ces mémes protéines seront greffées
de maniére covalente a la surface des NPs. L’activité de ces protéines greffées sera également
analysée et les nouvelles interactions cellulaires, attendues comme optimisées, seront
étudiées. Ces mémes NPs seront aussi évaluées lors d’études sur I’hémolyse. Les premieres
idées de ce projet viennent des discussions amorcées par Célia Marets et de Dr. Thomas Nury

sous la supervision du Dr. Gérard Lizard que je souhaite remercier dans ce rapport.

A.V1.4.2. Optimiser la PC pour améliorer in vivo les NPs

Dans ce dernier projet, I'approche proposée
se'ecti°"°;;?m'i’z::‘gi2:2;;1’:&;’;1?:;"””“5W“h dans la partie précédente (partie A.VI1.4.1)
sera répétée pour optimiser la biocirculation
et le ciblage des NPs (Figure A.VI-11). Comme
expliqué lors des précédents (partieA.IV.2) et
futurs (partie A.VI.3.2) projets, I'approche

in vivo sur la protein corona reste un défi

o

important que je souhaiterais relever. Fort

Figure A.VI-11 : Optimisation de la PC de NPs pour de l'avance prise durant ces derniéres

améliorer leurs comportements in vivo : nanohybrides années (Sa kulkhu et al. 2014b; Marques et al.

biomimétiques avec clairance retardée et/ou ciblage . . . . ,
2023), je souhaiterais utiliser les données

amélioré

protéiniques accumulées pour sélectionner

certaines protéines afin, dans un premier temps, d’améliorer la biocirculation des NPs. Ces
nanohybrides biomimétiques auront des protéines greffées de maniere covalente a leur
surface et leur biodistribution chez I’'animal sera mesurée en imagerie médicale et dosage
chimique sur les organes. Les résultats attendus seront d’obtenir des NPs plus circulantes.
Enfin, pour cibler des pathologies spécifiques, des protéines d’intérét seront également

utilisées pour modifier la surface de nouvelles NPs optimisées.

Les projets proposés dans cette derniére partie seront, peut-étre, les plus ambitieux
car ils nécessiteront de bien sélectionner des protéines ayant démontré un effet positif sur les
comportements in vitro ou in vivo afin de développer de nouvelles NPs biomimétiques avec
ces protéines a leur surface. Ces projets regrouperont des expertises de nombreux domaines
rencontrées lors des différents projets (passés et futurs) telles que la modification de surface
des NPs, I'étude et I'exploitation de la PC, I'analyse des protéines (conformation, activité,
greffage...), la biologie cellulaire, I'hématologie et I'imagerie médicale. Par rapport a d’autres
projets, les risques peuvent sembler plus élevés mais les résultats attendus permettraient de
passer un cap dans le développement de nanomédicaments pour une nanomédecine

personnalisée.
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Les collaborations et possibles demandes de financements pour les prochains projets

détaillées dans cette partie sont listés ci-dessous.

Futurs projets possibles

Projet EUR Région Bourgogne Franche-Comté (peut-étre accepté en Juillet 2023)
Projet ANSES (questions a la recherche sur les fibres et nanomatériaux)

Projet de la Ligue contre le cancer

Projet SNF (Swiss National Science Foundation) Sinergia

Projet NIH (National Institues of Health)

Projet Horizon Europe

Projets associés

Projet ANR Nanoblorona (2022-2026)

Collaborations principales associés

FEMTO-ST, Besangon, France

Biopharmaceutical Sciences, Université de Genéve, Suisse
Professeur Daldrup-Link Lab, School of Medicine, Stanford, USA
Université de Haute Alsace, Mulhouse, France

Advanced Colloidal Materials Engineering, EMPA Diibendorf, Suisse
INSERM, Dijon, France

Anne-Laure Papa Lab, George Washington University, USA

Service d’hématologie, CHU de Dijon, France

Centre Georges-Francois Leclerc, Dijon, France
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A.VL.5. Conclusion sur les futurs projets de recherche

Dans cette derniére partie de ce rapport, les principaux projets de recherche ont été
présentés. Comme expligué en partie conclusion (Partie A.V), sans oublier I"approche
nanoparticules et applications biomédicales, la majorité de mes aspirations scientifiques se
dirigeront vers I'’étude approfondie, le contrdle et |'utilisation de la protein corona pour la
nanomédecine (Figure A.VI-12). Jambitionne d’utiliser cette discipline assez récente pour
trouver des solutions innovantes pour la médecine en couplant les propriétés intéressantes
des nanoparticules avec les protéines qui prouvent leur utilité dans de nombreuses
régulations biologiques.

Avec ces futurs projets, jJamorcerai une nouvelle thématique interdisciplinaire sur la
nanomédecine qui, j'espere, génerera de nouvelles collaborations nationales et surtout
internationales pour enrichir ma culture scientifique et me confronter a de nouveau enjeux.
Je souhaite également, sortir de ma zone de confort en améliorant encore mon
interdisciplinarité en poursuivant des projets plus fondamentaux avec des approches de
simulation numérique tout en me tournant vers la nanotoxicologie. Enfin, j'aimerais plus
orienter une partie de ma recherche vers l'industrie pour, peut-étre paradoxalement, gagner
un peu plus d’indépendance financiére pour pouvoir mener des études, parfois, peut-étre un

peu trop fondamentales pour la médecine.

Figure A.VI-12 : Résumé des différents projets interconnectés a mener a partir de 2023
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D. Chiappe, N. von Moos, H. Hofmann and L. Maurizi*, Bioconjugate Chem., 29 (10),
3385-3393, 2018 (DOI: 10.1021/acs.bioconjchem.8b00554)

Cellular interactions of functionalized superparamagnetic iron oxide nanoparticles on
oligodendrocytes without detrimental side effects: Cell death induction, oxidative
stress and inflammation, S. Sruthi’, L. Maurizi**, T. Nury, F. Sallem, J. Boudon,
J.M. Riedinger, N. Millot, F. Bouyer and G. Lizard*, Colloids Surfaces B, 170 (2018),
454-462, 2018 (DOI: 10.1016/ j.colsurfb.2018.06.041)

In vitro interaction and biocompatibility of titanate nanotubes with microglial cells,
S. Sruthi, A. Loiseau, J. Boudon, F. Sallem, L. Maurizi, P.V. Mohanan, G. Lizard and
N. Millot, Toxicology and Applied Pharmacology, 353 (2018), 74-86, 2018
(DOI: 10.1016/j.taap.2018.06.013)

Nanoscience based strategies to engineer antimicrobial surfaces, S. Rigo, C. Cai,
G. Gunkel-Grabole, L. Maurizi, X. Zhang, J. Xu and C. Palivan, Advanced Science, 5 (5),
1700892, 2018 (DOI: 10.1002/advs.201700892)

Characterization of liposome-containing SPIONs conjugated with anti-CD20 developed
as a novel theranostic agent for central nervous system lymphoma, S. Saesoo, S.
Sathornsumetee, P. Anekwiang, C. Treetidnipa, P.Thuwajit, S. Bunthot,
W. Maneeprakorn, L. Maurizi, H. Hofmann, R. U. Rungsardthong and N. Saengkrit,
Colloids Surface B, 161 (2018), 497-507, 2018 (DOI: 10.1016/j.colsurfb.2017.11.003)

Superparamagnetic nanohybrids with cross-linked polymers providing higher in vitro
stability, W. Maneeprakorn, L. Maurizi, H. Siriket; T Wutikhun, T. Dharakul and
H. Hofmann, J. Mater. Sci., 52 (16), 9249-9261, 2017
(DOI: 10.1007/510853-017-1098-2)

Effectiveness of hand washing on the removal of iron oxide nanoparticles from human
skin ex vivo, N. A. Lewinski, A. Berthet, L. Maurizi, A. Eisenbeis and N. B. Hopf, J. Occup.
Environ. Hyg., 14 (8), D115-D119, 2017 (DOI: 10.1080/15459624.2017.1296238)

Pro-oxidant effects of nano-TiO> on Chlamydomonas reinhardtii during short-term
exposure, N. von Moos, V. B. Koman, C. Santschi, O. J.F. Martin, L. Maurizi,
A. Jayaprakash, P. Bowen and V. I. Slaveykova, RSC advances, 6 (116), 115271-115283,
2016 (DOI: 10.1039/C6RA16639C)

. Modification of superparamagnetic iron oxide nanoparticle surface enables saver

human application, C. Strehl, L. Maurizi, T. Gaber, P. Hoff, T. Broschard, A. R. Poole,
H. Hofmann and F. Buttgereit, Int. J. Nanomed., 2016 (11), 5883-5896, 2016
(DOI:10.2147/1JN.S110579)
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Effect of PVA-coated nanoparticles on human T helper cell activity, C. Strehl,
S. Schellmann, L. Maurizi, M. Hofmann-Amtenbrink, H. Hofmann, F. Buttgereit and
T. Gaber, Toxicology Letters, 246 (2016), 52-58, 2016
(DOI:10.1016/j.toxlet.2016.01.003)

Transfer studies of polystyrene nanoparticles in the ex vivo human placenta perfusion
model: key sources of artifacts, S. Grafmueller, P. Manser, L. Diener, L. Maurizi,
P.-A. Diener, H. Hofmann, W. Jochum, H. F Krug, T. Buerki-Thurnherr, U. von Mandach
and P. Wick, Sci. Technol. Adv. Mat., 16 (4), 044602, 2015
(DOI:10.1088/1468-6996/16/4/044602)

Polymer adsorption on iron oxide nanoparticles for one-step amino-functionalized
silica encapsulation, L. Maurizi*, A. Claveau and H. Hofmann, J. Nanomater., 2015
(2015), ID 732719, 2015 (DOI:10.1155/2015/732719)

Bidirectional transfer study of Polystyrene nanoparticles across the placental barrier in
an ex vivo human placental perfusion model, S. Grafmueller, P. Manser, L. Diener, P.-
A. Diener, X. Maeder-Althaus, L. Maurizi, W. Jochum, H. F. Krug, T. Buerki-Thurnherr,
U. von Mandach and P. Wick, Environ. Health Persp., 123 (12), 1280-1286, 2015
(DOI:10.1289/ehp.1409271)

The in-vivo use of Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles to detect inflammation
elicits a cytokine response but does not aggravate experimental arthritis, E. A. Vermeij,
M. B. Bennink, L. Crowe, L. Maurizi, J.-P. Vallée, H. Hofmann, P. L.LE.M. van Lent,
W. B. van den Berg, M. |. Koenders and F. A.J. van de Loo, PLOS One, 10 (5), 0126687,
2015 (DOI: 10.1371/journal.pone.0126687)

Effects of PVA coated nanoparticles on human immune cells, C. Strehl, T. Gaber,
L. Maurizi, M. Hahne, R. Rauch, P. Hoff, M. Hofmann-Amtenbrink, A. R. Poole,
H. Hofmann and F. Buttgereit, Int. J. Nanomed., 2015 (10),3429-3445, 2015
(DOI: 10.2147/1JN.S75936)

Significance of surface charge and shell material of Super-paramagnetic Iron Oxide
Nanoparticles (SPIONs) based core/shell nanoparticles on the composition of the
protein corona, U. Sakulkhu, M. Mahmoudi, L. Maurizi, G. Coullerez,
M. Hofmann-Amtenbrink, M. Vries, M. Motazacker, F. Rezaee and H. Hofmann,
Biomater. Sci., 3, (2), 265-278, 2015 (DOI: 10.1039/C4BM00264D) / Inside front cover
(DOI: 10.1039/C5BM90006A)

Influence of surface charge and polymer coating on internalization and biodistribution
of PEG-modified iron oxide nanoparticles, L. Maurizi, A.-L. Papa, L. Dumont, F. Bouyer,
P. Walker, D. Vandroux and N. Millot, J. Biomed. Nanotech., 11, (1), 126-136, 2015
(DOI: 10.1166/jbn.2015.1996)

Fast and continuous synthesis of spinel nanostructured iron oxide in supercritical water:
influence of cations and citrates, L. Maurizi, F. Bouyer, M. Ariane, R. Chassagnon and
N. Millot, RSC advances, 4 (86), 45673-45678, 2014 (DOI: 10.1039/CARA08562K)

Visible light optical coherence correlation spectroscopy, S. Broillet, D. Szlag,
A. Bouwens, L. Maurizi, H. Hofmann, T. Lasser and M. Leutenegger, Optics Express,
22(18), 21944-21957, 2014 (DOI: 10.1364/0E.22.021944)
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Curriculum Vitae

Ex situ evaluation of the composition of protein corona of intravenously injected
superparamagnetic nanoparticles in rats, U. Sakulkhu, L. Maurizi, M. Mahmoudi,
M. Motazacker, M. Vries, A. Gramoun, M.-G. Ollivier Beuzelin, J.-P. Vallée, F. Rezaee
and H. Hofmann, Nanoscale, 6, (19), 11439-11450, 2014 (DOI: 10.1039/CANR02793K)

Amino-polyvinyl alcohol coated superparamagnetic iron oxide nanoparticles are
suitable for monitoring of mesenchymal stromal cells in vivo, F. Schulze, A. Dienelt,
S. Geissler, P. Zaslansky, J. Schoon, K. Henzler, P. Guttmann, A. Gramoun, L. A. Crowe,
L. Maurizi, J.P. Vallée, M. Hofmann, H. Hofmann, GN. Duda and A. Ode, Small,10 (21),
4340-4351, 2014 (DOI: 10.1002/smll.201400707)

Aqueous stabilisation of suspensions of carbon-encapsulated superparamagnetic
nanoparticles for biomedical applications, N. Aguild-Aguayo’, L. Maurizi*, S. Galmarini,
M.G. Ollivier Beuzelin, G. Coullerez, E. Bertran and H. Hofmann, Dalton T., 43 (36),
13764-13775, 2014 (DOI: 10.1039/c4dt00085d)

Monitoring the effects of arthritis treatment by MRI in vivo using iron oxide
nanoparticle-labeled macrophages, A. Gramoun, L. A. Crowe, L. Maurizi, W. Wirth, F.
Tobalem, K. Grosdemange, G. Coullerez, F. Eckstein, M.l Koenders,
W.B. Van den Berg, H. Hofmann and J-P. Vallée, Arthritis Res. Ther.,16 (3), R131, 2014
(DOI: 10.1186/ar4588)

Protein Corona Composition of Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles with
Various Physico-Chemical Properties and Coatings, U. Sakulkhu, M. Mahmoudi,
L. Maurizi, J. Salaklang and H. Hofmann, Scientific Reports, 4, 5020, 2014
(DOI: 10.1038/srep05020)

Syntheses of cross-linked polymeric superparamagnetic beads with tunable properties,
RSC Advances, L. Maurizi*, U. Sakulkhu, L. A. Crowe, N. Leclaire, V. Mai Dao,
J.-P. Vallée and H. Hofmann, 4 (22), 11142-11146, 2014 (DOI: 10.1039/C3RA48004F)

A fast and reproducible method to quantify magnetic nanoparticles biodistribution,
L. Maurizi*, U. Sakulkhu, A. Gramoun, J.-P. Vallée and H. Hofmann, Analyst,139 (5),
1184-1191, 2014 (DOI: 10.1039/C3AN02153)J)

One step continuous hydrothermal synthesis of very fine stabilized superparamagnetic
nanoparticles of magnetite, L. Maurizi, F. Bouyer, J. Paris, F. Demoisson, L. Saviot and
N. Millot, Chem. Commun., 47, (42), 11706-11708, 2011, (DOI: 10.1039/C1CC154708B)

Synthesis of Titanate Nanotubes Directly Coated with USPIO in Hydrothermal
Conditions: A New Detectable Nanocarrier, A.-L. Papa’, L. Maurizi’, D. Vandroux,
P. Walker and N. Millot, J. Phys. Chem. C, 115 (39), 19012-19017, 2011
(DOI: 10.1021/jp2056893)

Easy Route to Functionalize Iron Oxide Nanoparticles via Long-Term Stable Thiol
Groups, L. Maurizi, H. Bisht, F. Bouyer and N. Millot, Langmuir, 25, (16), 8857-8859,
2009 (DOI: 10.1021/1a901602w)
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Publications dans des actes de congrés a comité de lecture

Nanoparticles as MRI Contrast Agent for Early Diagnosis of RA: Effects of Amino-PVA-
Coated SPIONS on CD4+ T Cell Activity, C. Strehl, L. Maurizi, S. Hermann, T. Haupl, H.
Hofmann, F.Buttgereit and T. Gaber, Ann. Rheum. Dis., 75, 901-901, 2016
(DOI: 10.1136/annrheumdis-2016-eular.2244)

Silica-coated superparamagnetic nanoparticles as contrast agent for magnetic
resonance imaging: Synthesis and physiological characterizations, W. Maneeprakorn,
T. Dharakul and L. Maurizi, IEEE, |EEE-Nanotechnology, 1285-1287, 2015
(DOI: 10.1109/NANO.2015.7388867)

Impact Of Amino-PVA Coated Nanoparticles On Viability And Cytokine Secretion Of
Human Immune Cells Obtained From Healthy Donors And Patients With Rheumatoid
Arthritis, C. Strehl, T. Gaber, M. Jakstadt, M. Hahne, P. Hoff, L. Maurizi, H. Hofmann,
G.-R. Burmester and F. Buttgereit, Ann.Rheum. Dis., 73, 219-219, 2014
(DOI: 10.1136/annrheumdis-2014-eular.1379)

Comparison of 3T and 14T MRI in a rat antigen-induced arthritis model, L. A. Crowe, N.
Kunz, I. Friedli, A. Gramoun, K. Grosdemange, L. Maurizi, G. Coullerez, M.-G. Beuzelin,
R. Gruetter, H. Hofmann and J.-P. Vallée, Proc. I.S.M.R.M., 22, 3838, 2014 (Link)

Chapitres de livres

a.

New Trends in Macromolecular and Supramolecular Chemistry for Biological
Applications editors Marc J.M. Abadie, Mariana Pinteala and Alexandru Rotaru Chapter
8: Development of Novel Versatile Theranostic Platforms Based on Titanate
Nanotubes: Towards Safe Nanocarriers for Biomedical Applications, J. Boudon,
F. Sallem, A. Loiseau, L. Maurizi, A.-L. Papa and N. Millot, Springer, 151-178, 2021
(ISBN: 978-3-030-57456-7)

Computational Techniques for Analytical Chemistry and Bioanalysis editors P. B. Wilson
and M. Grootveld, Chapter 8: Solid State Chemistry: Computational Chemical Analysis
for Materials Science, E. L. da Silva, S. Galmarini, L. Maurizi, M. J. C. dos Santos, T. Yang,
D. Cooke and M. Molinari, RSC, 287-335, 2020 (ISBN: 978-1-78801-461-8)

Unraveling the Safety Profile of Nanoscale Particles and Materials - From Biomedical
to Environmental Applications editors A. Ferreira de Castro Gomes and
M. Passos Sarria,  Chapter 2: Toxicological ~ Risk  Assessment of Emerging
Nanomaterials: Cytotoxicity, Cellular Uptake, Effects on Biogenesis and Cell Organelle
Activity, Acute Toxicity and Biodistribution of Oxide Nanoparticles, L. Maurizi,
A.-L. Papa, J. Boudon, S. Sudhakaran, B. Pruvot, D. Vandroux, J. Chluba, G. Lizard and
N. Millot, InTech, 17-36, 2018 (ISBN: 978-953-51-3940-9)

Nanoparticles: Drug Inhalation Therapy — Events at Air-Blood Tissue Barrier editors A.
Tsuda, P. Gehr, Section VI: Special issues Chapter 16: Physicochemical, Colloidal, and
Transport Properties, H. Hofmann, L. Maurizi, M.-G. Beuzelin, U. Sakulkhu and
V. Bernau, CRC press, 251-266, 2015 (ISBN: 9781439892794)
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Communications scientifiques

Travaux présentés lors de congrés (54)

29 présentations orales (dont 7 présentations invitées)
25 présentations par poster

Encadrements scientifiques

4 co-encadrements théses, 14 encadrements de Master 2 et environ 15 de stages et projets

d’étudiants de niveau L2 a M1 (non détaillés). Les encadrements les plus significatifs sont

détaillés ci-dessous. Des encadrements de these et de docteure moins longs mais significatifs

sont aussi répertoriés plus bas dans le document. Tous ces encadrements ont donné lieu a

16 publications différentes.

Doctorantes encadrées

Dorra Ben-Elkadhi (03/23 — en cours), Université de Bourgogne, encadrée a 66% avec
Dr. Arnaud Ponche (Université de Haute Alsace).

Sujet : Nanoparticules dans le sang: optimisation et contréle de la protein corona
Résumé: La nanomédecine est une discipline dont I'intérét public n’a cessé de croitre
ces vingt derniéres années. La possibilité d’utiliser et de modifier les propriétés
physico-chimiques des nanoparticules (NPs) pour cibler et soigner n‘importe quelle
zone du corps devient de plus en plus encourageante.

Cependant, il existe toujours des freins au futur développement de nanosondes tel
que le contréle de leur comportement biologique. En effet, une fois en contact avec
des fluides biologiques et spécifiquement avec le sang qui est la voie d’entrée
principale des NPs dans I'organisme, celles-ci vont se recouvrir aléatoirement de
protéines. Cette couronne protéique va affecter la clairance, la potentielle toxicité et
le ciblage de ces NPs.

Ce projet vise d’abord a étudier les paramétres physicochimiques influengant in vivo
la biodistribution et la réponse sanguine de NPs modeéles utilisées en imagerie
médicale pour relier les résultats biologiques observés a la formation in vivo de la
couronne protéique. Des nanohybrides bio-fonctionnalisées possédant moins
d’interactions et donc de toxicité pourront étre développés pour I'imagerie médicale
ou la thérapie avec un devenir biologique optimisé.

Célia Marets (10/19- en cours), Université de Bourgogne Franche-Comté, encadrée a
60% avec Dr. L. Saviot (DR CNRS).

Sujet : Synthése et fonctionnalisation de nanoparticules (NPs) pour I'étude des
interactions NPs-protéines

Résumé : L'objectif de ce projet est de développer des nanoparticules par des
méthodes reproductibles et d’étudier I'impact de leurs fonctionnalisations de surface
sur I'adsorption de molécules organiques de types polymériques ou protéiques.
L'influence de ces molécules sera ensuite corrélée aux comportements des
nanoparticules en suspension et sur les environnements biologiques. Des
nanoparticules d’or, d’oxyde de fer et de silice ont été produites et caractérisées et
leurs surfaces ont été fonctionnalisées soit directement lors de la synthése soit post-
synthese avec des molécules organiques de type polyméres et acides carboxyliques.
Les interactions entre ces nanoparticules et les protéines du plasma ont été étudiées
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(couronne protéique) montrant la complexité de la mesure de la couronne protéique
in vivo.
Valorisation : 1 publication
v' In vivo protein corona on nanoparticles: does the control of all material
parameters orient the biological behavior?, N. Singh', C. Marets®, J. Boudon,
N. Millot, L. Saviot and L. Maurizi, Nanoscale Advances, 3, 1209-1229, 2021
(DOI: 10.1039/DONA00863J)/ Inside front cover: (DOI: 10.1039/D1NA90021H)

Dr. Annette Luce (10/16-03/20), Université de Bourgogne, encadrée du 11/16 au
03/20 a 25% (non officiellement reconnu par I'école doctorale) avec Pr. N Millot,
Pr. M.-C. Chagnon et Dr. I. Séverin (non reconnue également).

Sujet : Biotests innovants pour I’évaluation de la toxicité de nanoparticules

Résumé : L'objectif de cette thése est de mettre en place et d'éprouver des biotests
originaux, robustes et adaptés aux nanoparticules pour évaluer leur cytotoxicité,
génotoxicité, leur potentiel cancérogene ainsi que le stress oxydant qu'elles pourraient
engendrer. Ces tests représentent un atout car peu ou non développés dans le monde.
Tous les résultats de ces études seront discutés et expliqués grace a la caractérisation
fine des nanoparticules étudiées (taille, forme, état d'agglomération, charge de
surface, structure, chimie de surface etc.). Ainsi, huit nanoparticules ont été
caractérisées et évaluées : des nanoparticules d'oxyde de fer, un lot de nanoparticules
nues et trois lots avec recouvrement de PVA (3 longueurs de chaines différentes) et
également deux lots de nanoparticules de dioxyde de silicium et deux lots de
nanoparticules d'oxyde de zinc. Ces développements ont été réalisés dans le but
d'adapter des biotests aux nanoparticules ainsi que de mettre au point l'utilisation de
certaines d'entre elles comme témoin positif dans les expérimentations. Les
nanoparticules d’oxyde de fer non recouvertes de PVA ont montré une induction du
stress oxydant ainsi qu’un potentiel promoteur de tumeur alors que celles recouvertes
de PVA n’ont pas montré de potentiel toxique. Parmi les nanoparticules témoin positif,
le lot NM-200 s’est montré particulierement efficace dans I'induction d’un potentiel
promoteur.

Dr. Usawadee Sakulkhu (Hanusch) (09/09-05/13), Ecole Polytechnique Fédérale de
Lausanne, encadrée du 02/11 au 05/13 a 50% avec Pr. H. Hofmann.

Sujet : Preparation of coated nanoparticles and investigation of their behavior in
biological environment.

Résumé: In a biological fluid, proteins associate with nanoparticles (NPs), and the
amount and presentation of the proteins on the surface of the particles leads to an
in vivo response. Proteins compete for the NP “surface’” leading to a protein ““‘corona”
that largely defines the biological identity of the particle. This is important for assessing
nanoparticle toxicity (i.e. translocation into cells and interference with viability and
cellular function), for advancing nanoparticles for imaging, drug delivery, and
therapeutic applications (i.e. targeting specific cells, organs, or tumors), and for
designing multifunctional nanoparticles (i.e., are there dimensional limits to designing
nanoparticles that can target and kill diseased cells?). Thus, knowledge of protein
adsorption on NPs is important for understanding the nature of the particle surface
seen by the functional machinery of cells.
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The goals of this thesis are to develop approaches to study NP-protein interaction
based on superparamagnetic iron oxide nanoparticle (SPION) core as well as different
surface materials (polymer, inorganic, metallic). The superparamagnetic property of
SPION core benefits an easy magnetically separation. In addition, these particles will
be used for protein corona and biodistribution studies. Determining protein
composition on NPs would facilitate understanding of NP fate in vitro and in vivo.

A series of NPs with different surface properties were applied into serum with the
same serum: nanoparticle surface ratio. Surface property was found to play a very
significant role in determining the protein coronas on the different particles of
identical materials. For in vitro fetal bovine serum protein adsorption, most of serum
proteins generally prefer to bind on the positively charged PVA and inorganic coated
SPION more than to the negatively charged nanoparticles. The high number of proteins
bound on the negatively charged TiO, coated SPION and negatively charged gold-
coated SPION resulted from a surface material specificity of these 2 materials. In vivo
protein adsorption evidences have tended to contradict established theories on
in vitro subject. In vivo serum proteins preferred to bind on the neutral and negatively
charged PVA coated nanoparticles more than on the positively charged PVA coated
nanoparticles. The absence of protein sharing between the positively to neutral and to
negatively charged nanoparticles, as well as the presence of more than 20 proteins
sharing between the neutral and negatively charged nanoparticles resulted in the
difference of biodistribution. At 15 min post-injection, most of the particles were
detected in serum at 39 £ 9%, 74 + 3% and 76 t 3% for the positively, neutral and
negatively charged PVA coated SPION, respectively. The nanoparticles also observed
in the liver with the percentage of 3515, 50 and 71, respectively. A hepatic uptake
of the positively charged nanoparticles increased during 7 days post-injection, in the
meantime, SPION degradation was observed.

This thesis achieved the successful synthesis of core/shell nanoparticle with different
surface chemistry and surface charge, and the development of tools for protein
adsorption studies. NP surface properties strongly impact on protein adsorption both
in vitro and in vivo. It is shown that the protein compositions of the protein corona
influence significantly the biodistribution and toxicity of NPs. The observed differences
of in vitro and in vivo results regarding to the protein adsorption raise questions of
validity/reliability to the transfer of conclusions from in vitro to in vivo evidence.
Valorisations : 7 publications

v Beyond unpredictability: the importance of reproducibility in understanding the
protein corona of nanoparticles, S. Galmarini, U. Hanusch (ex Sakulkhu),
M. Giraud, N. Cayla, D. Chiappe, N. von Moos, H. Hofmann and L. Maurizi,
Bioconjugate Chem.,, 29 (10), 3385-3393, 2018
(DOI: 10.1021/acs.bioconjchem.8b00554)

v’ Significance of surface charge and shell material of Super-paramagnetic Iron
Oxide Nanoparticles (SPIONs) based core/shell nanoparticles on the
composition of the protein corona, U. Sakulkhu, M. Mahmoudi, L. Maurizi,
G. Coullerez, M. Hofmann-Amtenbrink, M. Vries, M. Motazacker, F. Rezaee and
H. Hofmann, Biomater. Sci., 3, (2), 265-278, 2015 (DOI: 10.1039/C4BM00264D)
/ Inside front cover (DOI: 10.1039/C5BM90006A)
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v’ Exsitu evaluation of the composition of protein corona of intravenously injected
superparamagnetic nanoparticles in rats, U. Sakulkhu, L. Maurizi,
M. Mahmoudi, M. Motazacker, M. Vries, A. Gramoun, M.-G. Ollivier Beuzelin,
J.-P. Vallée, F. Rezaee and H. Hofmann, Nanoscale, 6, (19), 11439-11450, 2014
(DOI: 10.1039/C4NR02793K)

v Protein Corona Composition of Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles
with Various Physico-Chemical Properties and Coatings, U. Sakulkhu,
M. Mahmoudi, L. Maurizi, J. Salaklang and H. Hofmann, Scientific Reports, 4,
5020, 2014 (DOI: 10.1038/srep05020)

v Syntheses of cross-linked polymeric superparamagnetic beads with tunable
properties, RSC Advances, L. Maurizi, U. Sakulkhu, L. A. Crowe, N. Leclaire,
V. Mai_ Dao, J.-P.Vallée and H. Hofmann, 4 (22), 11142-11146, 2014
(DOI: 10.1039/C3RA48004F)

v A fast and reproducible method to quantify magnetic nanoparticles
biodistribution, L.Maurizi, U. Sakulkhu, A. Gramoun, J.-P. Vallée and
H. Hofmann, Analyst,139 (5), 1184-1191, 2014 (DOI: 10.1039/C3AN02153))

v' Nanoparticles: Drug Inhalation Therapy — Events at Air-Blood Tissue Barrier
editors A. Tsuda, P. Gehr, Section VI: Special issues Chapter 16: Physicochemical,
Colloidal, and Transport Properties, H. Hofmann, L. Maurizi, M.-G. Beuzelin,
U. Sakulkhu and V. Bernau, CRC press, 251-266, 2015 (ISBN: 9781439892794)

« Théses » de Master 2 encadrées

Leya Liu (02/23- en cours), Ingénieure ESIREM et Master 2 Université de Bourgogne
encadrée a 50% avec Dr. O. Piétrement
Sujet : Stabilisation et fonctionnalisation de nanoparticules de sépiolite

Aicha Hamidi (03/22-06/22), Master 2 Université de Strasbourg encadrée a 50% avec
Célia Marets.

Sujet : Development of Nanoparticles & understanding and control of their blood
interactions

Sullivan Guy (02/21-06/21), Master 2 Université de Bourgogne Franche-Comté
encadré a 50% avec Célia Marets.

Sujet : Studies and control of the surface chemistry of nanoparticles for better
interaction with proteins

Dihia Refsi (02/19-06/19), Master 2 Université de Caen encadrée a 100%
Sujet : NPs d’oxyde de fer pour applications biomédicales : Influence de la chimie de
surface sur leurs comportements biologiques

Amar Alok (02/19-06/19), Master 2 Université de Borgogne Franche-Comté encadré a
33% avec Pr. N. Milot et Dr. L. Saviot
Sujet : Synthesis of gold and silver nanoparticles for studies of stability

Victoire Asila (02/18-06/18), Master 2 UPMC Paris encadrée a 100%
Sujet : Nanoparticules d’oxydes de fer pour I'imagerie médicale et la thérapie :
synthése, fonctionnalisation et étude de biocirculation
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Manon Giraud (09/14-01/15), Master 2 EPFL encadrée a 100%

Sujet : Investigation of the proteins affinity for negatively charged Silica—coated

Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles

Valorisation : 1 publication

v’ Beyond unpredictability: the importance of reproducibility in understanding the

protein corona of nanoparticles, S. Galmarini, U. Hanusch (ex Sakulkhu),
M. Giraud, N. Cayla, D. Chiappe, N. von Moos, H. Hofmann and L. Maurizi,
Bioconjugate Chem., 29 (10), 3385-3393, 2018
(DOI: 10.1021/acs.bioconjchem.8b00554)

Noelie Cayla (02/14-06/14), Master 2 EPFL emcadrée a 100%

Sujet : Investigation of the protein affinity of negatively charged Silica-coated

Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles

Valorisation : 1 publication

v’ Beyond unpredictability: the importance of reproducibility in understanding the

protein corona of nanoparticles, S. Galmarini, U. Hanusch (ex Sakulkhu),
M. Giraud, N. Cayla, D. Chiappe, N. von Moos, H. Hofmann and L. Maurizi,
Bioconjugate Chem,, 29 (10), 3385-3393, 2018
(DOI: 10.1021/acs.bioconjchem.8b00554)

Mehdi Ahmadi (02/14-06/14), Master 2 EPFL encadré a 100%
Sujet : Co-encapsulation of superparamagnetic iron oxide and gold nanoparticles by
silica coating via microemulsion method

Alexis Claveau (09/13-01/10), Master 2 EPFL a 100%
Sujet : Investigation and optimization of the covalent grafting of polymers on SPIONs
by crosslinking of silica precursors.
Valorisation : 1 publication
v' Polymer adsorption on iron oxide nanoparticles for one-step amino-
functionalized silica encapsulation, L. Maurizi, A. Claveau and H. Hofmann,
J. Nanomater., 2015 (2015), ID 732719, 2015 (DOI:10.1155/2015/732719)

Katarina llic (02/12-07/12), Master Université de Waterloo encadrée a 50% avec Pr. H.
Hofmann
Sujet : Understanding the Transport Processes of Nanoparticles in Fluidic Media

Vanessa Mai Dao (02/12-06/12), Master 2 EPFL encadrée a 100%
Sujet : Fluorescent Magnetic Nanoparticles for Biomedical Applications
Valorisation : 1 publication
v Syntheses of cross-linked polymeric superparamagnetic beads with tunable
properties, RSC Advances, L. Maurizi, U. Sakulkhu, L. A. Crowe, N. Leclaire,
V.Mai_ Dao, J.-P.Vallée and H. Hofmann, 4 (22), 11142-11146, 2014
(DOI: 10.1039/C3RA48004F)
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Nicolas Leclaire (02/12-06/12), Master 2 EPFL encadré a 100%

Sujet: Synthesis and characterization of silica-coated superparamagnetic iron oxide

nanoparticles for biomedical applications

Valorisation : 1 publication

v’ Syntheses of cross-linked polymeric superparamagnetic beads with tunable

properties, RSC Advances, L. Maurizi, U. Sakulkhu, L. A. Crowe, N. Leclaire,
V. Mai_ Dao, J.-P.Vallée and H. Hofmann, 4 (22), 11142-11146, 2014
(DOI: 10.1039/C3RA48004F)

Jérémy Paris (02/10-06/10), Master 2 Université de Bourgogne encadré a 50% avec

Pr. N. Millot

Sujet : Elaboration de nanoparticules d’oxydes de fer pour applications biomédicales :

synthése et fonctionnalisation

Valorisation : 1 publication

v’ One step continuous hydrothermal synthesis of very fine stabilized

superparamagnetic nanoparticles of magnetite, L. Maurizi, F. Bouyer, J. Paris,
F. Demoisson, L. Saviot and N. Millot, Chem. Commun., 47, (42), 11706-11708,
2011, (DOI: 10.1039/C1CC154708B)

Encadrements significatifs plus courts

Dr. Weerakanya Maneeprakorn (06/11-09/11), Docteure de Nanotech Thailande
encadrée a 50% avec Pr. H. Hofmann

Sujet : Transfert de technologie pour une nouvelle thématique sur les oxydes de fer
biocompatibles en Thailande

Valorisations : 3 publications

v’ Characterization of liposome-containing SPIONs conjugated with anti-CD20
developed as a novel theranostic agent for central nervous system lymphoma,
S. Saesoo, S. Sathornsumetee, P. Anekwiang, C. Treetidnipa, P. Thuwajit,
S. Bunthot, W. Maneeprakorn, L. Maurizi, H. Hofmann, R. U. Rungsardthong
and N. Saengkrit, Colloids Surface B, 161 (2018), 497-507, 2018
(DOI: 10.1016/j.colsurfb.2017.11.003)

v’ Superparamagnetic nanohybrids with cross-linked polymers providing higher in
vitro stability, W. Maneeprakorn, L. Maurizi, H. Siriket; T Wutikhun, T. Dharakul
and H.Hofmann, J.Mater. Sci.,, 52 (16), 9249-9261, 2017
(DOI: 10.1007/s10853-017-1098-2)

v’ Silica-coated superparamagnetic nanoparticles as contrast agent for magnetic
resonance imaging: Synthesis and physiological characterizations,
W. Maneeprakorn, T. Dharakul and L. Maurizi, IEEE, IEEE-Nanotechnology,
1285-1287, 2015 (DOI: 10.1109/NAN0O.2015.7388867)
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Cintia Marques (10/19-11/19), Doctorante de I’Université de Genéve encadrée
pendant 1 mois a 100%

Sujet : Syntheses of stabilized iron oxide nanoparticles to study their interactions with
proteins

Valorisation : 1 publication

v’ Characterization Challenges of Self-Assembled Polymer-SPIONs Nanoparticles:
Benefits of Orthogonal Methods, C. Marques, L. Maurizi, G. Borchard and
0. Jordan, Int. J. Mol. Sci.,23 (24), 16124, 2022 (DOI: 10.3390/ijms232416124)

Nadia von Moos (2011-2015), Doctorante de I'Université de Geneve encadrée
pendant quelques études de sa thése notamment sur les caractérisations de NPs
Sujet : Acute oxidative stress responses in the microalga Chlamydomonas reinhardetii
exposed to metal oxide nanoparticles

Valorisations : 2 publications

v’ Beyond unpredictability: the importance of reproducibility in understanding the
protein corona of nanoparticles, S. Galmarini, U. Hanusch (ex Sakulkhu),
M. Giraud, N. Cayla, D. Chiappe, N. von Moos, H. Hofmann and L. Maurizi,
Bioconjugate Chem., 29 (10), 3385-3393, 2018
(DOI: 10.1021/acs.bioconjchem.8b00554)

v’ Pro-oxidant effects of nano-TiO2 on Chlamydomonas reinhardtii during short-
term exposure, N. von Moos, V. B. Koman, C. Santschi, O. J.F. Martin, L. Maurizi,
A. Jayaprakash, P. Bowen and V. |. Slaveykova, RSC advances, 6 (116),
115271-115283, 2016 (DOI: 10.1039/C6RA16639C)

Noemi Aguilé Aguayo (01/08-11/12), Doctorante de I’Université de Barcelona
encadrée a 100% pendant sa visite de 3 mois a I'EPFL pour stabilisation colloidale de
NPs de Fe@C.

Sujet : Production and characterisation of carbon-encapsulated iron nanoparticles by
arc-discharge plasma

Valorisation : 1 publication

v' Aqueous  stabilisation of  suspensions of  carbon-encapsulated
superparamagnetic nanoparticles for biomedical applications,
N. Aguild-Aguayo’, L. Maurizi', S.Galmarini, M.G. Ollivier Beuzelin,
G. Coullerez, E. Bertran and H. Hofmann, Dalton T., 43 (36), 13764-13775, 2014
(DOI: 10.1039/c4dt00085d)
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Principales expériences dans I'animation de recherche

Dans cette partie seront présentés seulement les projets de recherche internationaux,
nationaux et industrielles les plus significatifs que j'ai portés et dirigés.

Recherche internationale

Université de Greifswald, Allemagne (2023-en cours)

Collaboration sur les caractérisations de NPs produites a partir d'implants orthopédiques.

Taches principales en tant que responsable du projet :
= Caractérisations fines de la cristallographie, la morphologie et la chimie de surface.
= Mise en place d’analyses de la couronne protéiques in vitro and in situ

Université de Genéve (2019-en cours)

Collaboration avec I’'Université de Geneéve : compréhension interface
protéines/nanoparticules

Taches principales en tant que responsable du projet :
= Contrat de collaboration entre UBFC et Université de Genéve signé en septembre 2020
= Echanges d’étudiants entre les 2 universités entre 2019 et 2021 — 1 publication

Stanford collaborative Research (en cours: 2021-2023)

Lauréat 2020 de la bourse de I'université de Stanford (15 kS) pour collaborer avec Stanford
Medicine sur le marquage de cellules avec des nanoparticules. La bourse a été décalée en
2021-2022 a cause de la situation sanitaire.

Taches principales en tant que responsable du projet :
= Mission a Stanford en 2022 pour collaborer avec Stanford Medicine = 1 publication
= Accueil d’une étudiante de Bachelor de Stanford a I'été 2022

Nanotec Thailande (2011-2014)

Collaborations entre la Suisse et la Thailande pour développer des nanoparticules a
applications biomédicales.

Taches principales en tant que responsable du projet :
= Accueil et encadrement d’une scientifique de Nanotec (3 mois)
= 2 missions pour transfert de technologie dans 4 équipes de Nanotec — 3 publications

Projet européen Nanodiara (2011-2014)

Leader du Work Package 1 (Particle coating and functionalisation and novel equipment for
coating and separation) du projet européen FP7 Nanodiara. Ce WP1 était central aux 6 autres
WP regroupant 14 groupes européens.
Taches principales en tant que responsable du projet :
Responsable d’'une équipe de 3 a 7 personnes (doctorants, Master, techniciens)
Co-encadrements d’une doctorante et de 4 stages de Master 2 — 8 publications
Transferts de technologies entre laboratoire et Merck (partenaire du projet)
Collaborations internationales pour recherche de solutions transverses:

° Hopital Charité Berlin (D) — 6 publications

4438

° Hopitaux de Genéve (CH) — 7 publications
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Recherche nationale
Projet ANR Nanoblorona (2022-2025)

Projet ANR JC/JC 2021 Nanoblorona (Jeune Chercheur/Jeune Chercheure : 254 k€) sur la
compréhension et le controle des interactions in vivo entre protéines et nanoparticules.

Taches principales en tant que responsable du projet (a venir) :
= Recrutement d’une doctorante et de 3 stages de Master 2 (1 en cours)
= Collaborations pour le projet :
e Régionales (CHU, INSERM, Etablissement frangais du sang)
e Internationales (Uni Geneéve et Stanford) avec potentielles mission du doctorant

Projet région Bourgogne Franche-Comté Nanoprot (2019-2022)

Projet ANER Nanoprot (accompagnement d’une nouvelle équipe de recherche : 40 k€) couplé
a un projet Imappi (Equipement d’excellence (EQUIPEX) — IMAPPI : Integrated magnetic
resonance and positron emission tomography in preclinical imaging de 2019 a 2020 : 15 k€)
et au recrutement d’une doctorante (Célia Marets : 91 k€) en 2019 sur une bourse MER. Ce
projet s’inscrit dans la compréhension du réle de la chimie de surface des nanoparticules sur
I’adsorption de protéines et sur la toxicité des nanoparticules.

Taches principales en tant que responsable du projet :
= Recrutement et co-encadrement d’une doctorante et de 2 stages de M2 — 1 publication
= Collaborations pour le projet :
e Régionales (CHU, INSERM)
e Suisses (Uni Geneve) avec mission de la doctorante en 2022.

Recherche industrielle
Société Ovivo a Basel, Suisse (2018-2022)

Démarrage d’une collaboration avec la société Ovivo en Suisse pour le développement de
nanoparticules dans le traitement de I'eau.

Taches principales en tant que responsable académique du projet :
= Démarchage et réunion avec l'industriel

= Développement et analyses de nanoparticules
= Contrat de confidentialité signé

Projet SNF industriel (2013-2014)

Projet industriels entre I'EPFL et une sociétés suisse (500 kCHF) pour aide a la compréhension
et a I'analyse de matériaux spécifiques.

Taches principales en tant que responsable académique du projet :
= Responsable du technicien dédié a ce projet
= Adaptation méthodes de laboratoire pour applications industrielles
= Organisation de réunion, mission sur installations Développement de nanoparticules
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Enseignements

Enseignements

Depuis 09/17 5¢me année d’école d’ingénieur (ESIREM)
Université Bourgogne Travaux personnels encadrés (36 h par an)
Environ 50h / an 4°me année d’école d’ingénieur et/ou 2™ année de Master

Suivi de stages (6 a 18 h par an)

18 et/ou 2°™e année de Master

Membre des jurys de soutenances de stages

02/11/02/15 Bachelor a PhD

EPFL Synthéses et caractérisations de nanomatériaux
(15h TP paran /15 h TD par an)

11/07 /12/10 2008 — 2010 : 3°™€ année Ecole Ingénieurs (AgroSup Dijon)

Université Bourgogne Techniques industrielles (96 h TP)

1 an de vacations puis 2007 — 2008 : 2¢Me année DUT (IUT Mes. Phys. le Creusot)

2 ans de Monitorat Caractérisations physicochimiques (48 h TP /16 h TD)

Responsabilités collectives et diffusion de la culture scientifique

Responsabilités collectives

Depuis 2022 Directeur adjoint du département Nanosciences du laboratoire ICB:

Co-rédaction de la partie projet de recherche du dossier HCERES 2022

Depuis 2020  Editeur chez MDPI (Multidisciplinary Digital Publishing Institute)

2019 Examinateur de la thése de Dr. C. Gestraud

2019 Evaluation de projets scientifiques pour I’ANSES

Depuis 2017  Membre du conseil de laboratoire du laboratoire ICB

Depuis 2011 Rapporteurs d’articles scientifiques : Scientific reports, RSC (Nanoscale,
Nanoscale Horizons), Science of the Total Environment, Applied Surface

Science etc.

Diffusion de la culture scientifique

Depuis 2019  Co-organisateur de I'’évéenement une classe un chercheur
Visite de colléges et lycées et accueils d’éléves au laboratoire pour échanger
sur les métiers de la recherche

2018 Organisation d’une Action Nationale de Formation CNRS : ANF Nanomed
Quels verrous restent-ils a lever pour la nanomédecine de demain ?
64 participants du 25 au 28 juin 2018.

Depuis 2017  Participation aux journée portes ouvertes de I'Université de Bourgogne
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