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INTRODUCTION

La pandémie de Covid-19 que nous traversons a mis en lumiere la nécessité
d’obtenir une vaccination polyvalente, produisible a large échelle et rapidement
modifiable. Différentes approches ont été tentées mais les vaccins a ARN vectorisés
par des liposomes restent a ce jour la meilleure tentative pour endiguer la propagation
du coronavirus. Dans ce contexte, les nanoparticules nécessaires a I'efficacité de ces
vaccins passant jusqu’alors inapergues ont été propulsées sur le devant de la scéne
internationale.

Réalisant actuellement une thése de Sciences dans ce domaine, je me suis
donc questionné sur la représentativité et I'utilité des nanoparticules dans les
disciplines médicales. Ces premieres pages introduisent succinctement les intéréts de
la vectorisation par nanopatrticules et les objectifs de cette these.

. Historique

Bien qu’une définition précise des nanotechnologies n’ait été formulée qu’au
cours des dernieres décennies, l'usage des nanoparticules remonte a plusieurs
siecles. Historiquement, I'or colloidal mélangé dans les pigments appliqué sur les
poteries pendant la dynastie Ming en Chine furent les premiers emplois de cette
technologie encore méconnue (1). Plus récemment, les travaux de Michael FARADAY
publiés en 1857 sont les premiers décrivant les propriétés de ces matériaux (2).

Suite au discours du prix Nobel de physique Richard FEYNMAN, I'élan de
recherche sur cette thématigue commenca, donnant lieu a la premiere définition par
Norio TANIGUCHI en 1974 « La nanotechnologie consiste en la séparation, la
consolidation et la déformation de matériel par un atome ou une molécule ». Cette
description sera a l'origine du principe Top-Down qui préne la réduction de taille des
structures existantes pour atteindre celle souhaitée.

Les années 80 furent assez riches en innovations avec la création du
microscope a effet tunnel (3) par Gerd BINNIG et Heinrich ROHRER dés le début de
la décennie puis le développement du microscope a force atomique. Ces avancées
permirent la visualisation des premiéres images de la matiere a I'échelle atomique et
le déplacement atome par atome ouvrant ainsi le champ d’étude a [I'échelle
nanométrique. Grace a cette nouvelle technologie, Eric DREXLER théorise la
possibilité d’'une approche Bottom-Up s’opposant a celle précédemment citée ou la
nanoparticule serait synthétisée par agglomération d’atomes unitaires afin d’atteindre
I'échelle moléculaire (4).
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Figure 1. Approches descendante et ascendante permettant la synthese de nanopatrticules.

S’en suivit la découverte des nanostructures de carbone tel que le Fullerene
(5) qui valut le prix Nobel de chimie aux D™ KROTO, CURL et SMALLEY puis des
nanotubes.

Pionnier dans le domaine, I'informatique fut le fer de lance du déploiement des
nanotechnologies dans les autres secteurs industriels. Et pour cause, cette
technologie a permis de faire perdurer la « loi de MOORE » plusieurs années malgré
sa fin prédite en 2010. Cette loi écrite en 1965 par Gordon E MOORE, prédisait que le
nombre de transistors gravés sur une puce de silicium doublait tous les deux ans
augmentant progressivement la puissance des systémes informatiques. Alors que le
premier processeur d’Intel® commercialisé en 1971 possédait 2 300 transistors gravés
a I'épaisseur de 10um, la derniére génération contient 4,3 milliards de transistors pour
une finesse de gravure de 5nm.

Cependant, la gravure a I'échelle nanométrique arrivant a ses limites, des
alternatives provenant des nanotechnologies furent présentées récemment : les
transistors a nanotube de carbone a effet de champs (6), preuve que les innovations
dans ce domaine sont toujours envisageables.

Depuis les années 2000, une multitude d’inventions et d’échanges dans ces
domaines eurent lieu, largement favorisés par les programmes de financement portés
par les Etats-Unis (7) et I'Union Européenne. Accroitre les performances des
transistors informatiques, limiter les déformations des matériaux de construction
impactés lors des séismes ou encore augmenter l'efficacité des batteries et des
cellules photovoltaiques sont autant de prouesses que les nano matériaux peuvent
apporter a ces secteurs.

Ces découvertes arrivérent ensuite en cosmeétologie : citons pour exemple les
nanoparticules d’oxyde de zinc et de dioxyde de titane reflétant les rayons UV ajoutées
dans les photo-protecteurs (8). Par la suite, cette technologie arriva peu a peu dans
les produits de grandes consommations (nanoparticules de silicones E551 adoptées
comme épaississants) (9). Enfin, les propriétés novatrices de la nanotechnologie
furent mises a profit dans les domaines médicaux.



I[I. Lananomédecine

Suite a la découverte de [I'Arsphénamine (SALVARSAN®) attaquant
spécifiquement Treponema Pallidum, agent responsable de la syphilis, Paul EHRLICH
imagine le concept de « balle magique ». Son idée était de repérer des principes actifs
(PA) touchant sélectivement les pathogenes ou les cellules malades des patients tout
en épargnant les cellules saines. Cette notion sera le point de départ de la
nanomeédecine des 1908 et aiguillera une grande partie des recherches sur les anti-
infectieux et les chimiothérapies du siecle dernier (10).

Parmi les avancées dérivant de cette théorie, soulignons la découverte des
pénicillines bouleversant le traitement des maladies infectieuses mais aussi lI'invention
des anti-métabolites, des analogues de 'ADN, des anti-aromatases. Plus récemment,
'avénement de la médecine de précision avec les Inhibiteurs de Tyrosine Kinase et
enfin la révolution apportée par les anticorps monoclonaux dans le traitement des
cancers.

Bien gue les premiers médicaments sous forme de nanoparticules telles que
nous le définirons dans la premiére partie ne fussent commercialisés qu’a la fin des
années 80 en grande partie di0 a des limitations techniques, la diversité des
applications et les nombreuses possibilités sont telles que maintes recherches
fondamentales sont menées dans ce secteur.

Pour illustrer ce propos, nous relevons ici succinctement les multiples
domaines touchés par la nanomédecine ; ces notions seront pour certaines
approfondies par la suite.

1. Modification de la pharmacocinétique

Recourir a une nanoparticule modifie le profii ADME (Administration,
Distribution, Métabolisation, Excrétion) du principe actif administre.

L’amélioration de I'une de ces 4 phases pharmacocinétiques en utilisant des
nanoparticules lipidiques ou des nano cristaux a pour but d’augmenter I'efficacité du
médicament. Les nanoparticules peuvent limiter la clairance ou la dégradation
biologique du principe actif ou s’accumuler au sein d’un tissu pour y enrichir la fraction
thérapeutique, ce qui revient a augmenter son efficacité pour une dose donnée. Dans
certains cas, cette forme vectorisée est développée dans le but de diminuer les
guantités administrées aux patients limitant d’autant plus l'incidence ou la gravité des
effets indésirables classiquement rencontrés lors de I'administration de forme libre.

L’exemple de 'TAMBISOME® sur le marché pharmaceutique incarne depuis
plus de 20 ans cette efficacité : en adoptant une forme liposomale pour véhiculer
'amphotéricine B, le laboratoire GILEAD a permis d’améliorer la survie des patients
atteints d’infections fongiques tout en diminuant drastiquement la survenue
d’insuffisance rénale chez les patients traités par cette molécule (11,12).



2. Nouveaux vecteurs vaccinaux

Développer notre arsenal vaccinal est un enjeu crucial comme nous avons pu
le constater durant ces deux dernieres années. Bien que la pandémie de Covid-19 soit
préoccupante, d’autres maladies touchant principalement les pays en voie de
développement telles que la tuberculose ou les fievres hémorragiques sont tout aussi
inquiétantes. On constate d’ailleurs que la plupart des vaccins en phase pré clinique
ou clinique a l'encontre de Mycobacterium Tuberculosis ne sont a ce jour pas
beaucoup plus efficaces que le BCG.

En faisant appel a des nanoparticules lipidiques, virales (virosomes) ou encore
polymériques, on observe une amélioration significative de la présentation antigénique
accroissant la protection des sujets vaccinés. Les exemples sont multiples : le
virosome INFLEXAL V® a montré une réponse prolongée contre les virus grippaux
durant les 3 premieres années de vie des enfants vaccinés (13). Quant a TEPAXAL®
protégeant contre le virus de I'hépatite A, son immunogénicité est identique a
I'HAVRIX® classiquement administré pour un co(t de fabrication moindre (14). Pour
finir, le vaccin VAXZEVRIA® d’ASTRA ZENECA a été administré dans prés de 180
pays et permet encore a ce jour de défendre de nombreuses personnes contre le
SARS-CoV2.

De plus, la flexibilité de ces plateformes permet d’imaginer d’autres modes
d’administration plus simples comme la voie mucosale (15) ou encore nécessitant des
conditions de stockage moins strictes intéressantes lors de I'approvisionnement de
certaines régions du monde.

3. Thérapie génique

Grace a leur bio compatibilité, les liposomes sont des nanoparticules de choix
dans les opérations de thérapie génique. Peu d’essais sont menés mais en déployant
de nombreux plasmides sur le site d’intérét tout en limitant la survenue de chocs
cytokiniques, l'utilisation de liposomes donne des données intéressantes présumant
des recherches a venir dans ce domaine.

En témoigne la stabilité de la fonction pulmonaire des patients atteints de
mutation du gene CFTR apres administration de ces nanoparticules contenant le géne
pGM169/GL67A (16).

4. Accroissement de la résolution en imagerie

Développés initialement comme agents de contraste, les quantums dots, nano
cristaux et nanoparticules d’oxydes de fer étaient produites dans un but diagnostique.
Leurs capacités a absorber les rayons électromagnétiques leur conféraient des
propriétés intéressantes en imagerie par résonnance magnétique (IRM) permettant
d’augmenter la résolution des images capturées (17) et de détecter plus précocement
les pathologies.



Toutefois, presque toutes les spécialités ayant recu des AMM en France pour
ces applications ont été retirées progressivement du marché au cours de ces 10
dernieres années. On les retrouve maintenant dans d’autres catégories comme la
délivrance de genes, d’ADN ou de protéines.

5. Reconstruction tissulaire

Trés présente en chirurgie orthopédique, la notion de réactivité de surface est
a considérer dans la reconstruction tissulaire car celle-ci est responsable des
propriétés biologiques des dispositifs médicaux implantables (DMI). Comme nous le
verrons dans la partie suivante, la taille des nanomatériaux leur confere des
interactions extrémement importantes avec le milieu environnant.

L’organisation des DMI a I'’échelle nanométrique pouvant méme induire des
propriétés cellulaires différentes : on releve ainsi pour un méme matériel une
prolifération de cellules souches en contact avec des nanotubes de carbone de 15 nm
et un phénoméne d’apoptose avec un diametre de 100nm (18). De méme, ces
structures influencent leur différenciation (19) mais aussi I'effet anti bactérien (20) du
matériel tres recherché lors de ce type de chirurgie.

Enfin 'adjonction de cellules souches au sein de ces bio matériaux est un axe
de recherche intéressant pour faciliter la reconstruction de certains tissus voire de
mimer les fonctions physiologiques de celui-ci.

De fagcon non exhaustive, nous avons tenté de répertorier les différentes
nanoparticules employées ainsi que leurs champs d’applications (Tableau I).

Tableau I. Types de nanoparticules et applications.

Type Taille Applications
Nanotubes de <100 nm de diametre . . _
Délivrance de génes et de peptides
carbone <1000 nm de longueur
Quantum dots <10 nm Hybridation d’ADN, immunomarquage
NPs d’Oxyde de fer <50 nm IRM
NPs de Silice <50 um Hybridation d’ADN
NPs Métalliques <100 nm Sensibilité importante en diagnostic
. Forme a libération prolongée ou controélée
Nano cristaux <1000 nm
Agents de contraste
Dendriméres <10 nm
, ) Forme a libération prolongée ou controlée
Nano émulsions <100 nm .
Ciblage d’organes
NPs polymériques <1000 nm
. Forme a libération prolongée
Liposomes <200 nm

Délivrance de genes, de peptides et de médicaments




1. Obijectifs de cette thése

Malgré I'ampleur des recherches menées a travers le monde, des sources
conséquentes de financement sur ces thématiques et des annonces régulieres
notifiées dans la presse scientifique, peu de résultats concluants et d’avancées dans
le secteur biomédical sont relatés.

Partant de ce bilan, je me suis interrogé sur la raison de 'absence de résultats.
Cette thése est le fruit de ce questionnement ; je souhaitais par ce travail analyser
'état de Il'art concernant cette thématique, répertorier le marché des nano
médicaments et évaluer les perspectives de recherches a venir.

Pour ce faire, la classification des nanoparticules et I'intérét de la vectorisation
débuteront cette thése. La seconde partie sera constituée d’une revue systématique
de la littérature portant sur les essais cliniques incluant des nanoparticules durant les
vingt derniéres années.

Les conclusions de cette recherche bibliographique nous permettront de
détailler dans la partie suivante les nanoparticules les plus fréquemment rencontrées
en recherche clinique mais aussi sur le marché pharmaceutique francais.

Pour finir, nous illustrerons notre sujet avec 'exemple de la vectorisation des
anthracyclines en comparant le profil de sécurité des formes libres de la Doxorubicine
et celles vectorisées par des liposomes pegylés.



15RE PARTIE : CLASSIFICATION, INTERETS ET
TOXICITES DES NANOPARTICULES

. Classification des nanoparticules

Devant cette effervescence d’idées, il a été nécessaire de définir
scrupuleusement les nanoparticules afin d’homogénéiser les pratiques. Malgré une
premiere définition relativement simple de la nanotechnologie : « Science qui étudie
les matériaux a I'échelle du nanométre », classifier les nanoparticules n’est pas aisé
et 'on peut tenter de les organiser selon leur taille, forme, composition ou origine puis
en intégrant leurs caractéristiqgues physico-chimiques.

Plusieurs définitions ont par conséquent été éditées selon les organismes
officiels (Tableau Il) avec plus ou moins de précision. De plus, il est important de
considérer que I'objet d’étude est a mi-chemin entre les objets du quotidien soumis
aux lois de la mécanique classique et les atomes soumis a la mécanique quantique
complexifiant fortement la compréhension des phénoménes rapportés.

Tableau II. Définitions des Nanoparticules.

Normes Définitions

ISO
(International Organisation
for Standardisation)

ASTM
(American Society of

Une particule de taille de
12 100nm en diamétre

Une particule ultrafine dont la longueur a

2 ou 3 endroits estde 1 a 100nm
Testing and Materials)

NIOSH Une particule de diametre entre
(National Institute of Occupational 1 et 100nm, ou une fibre de taille
Safety and Health) entre 1 a 100nm
SCCP

o . Au moins une dimension est
(Scientific Committee On . .
de l'ordre du nanométre

Consumer Products)

BAuA
(Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz

Toutes les dimensions ou diamétres

. . sont de I'ordre du nanometre
und Arbeitsmedizin)

Pour illustrer cette difficulté, prenons pour exemple les nanotubes de carbone
composeés de graphéme replié sur lui-méme dont le diamétre varie entre 0,4 et 100
nm. Bien que ce matériau soit 6 fois plus léger que l'acier, il est 100 fois plus résistant
que ce dernier (21). De méme, les nanoparticules d’or de plus de 20 nm de diamétre
ont une température de fusion 2 fois supérieure a celle de 5 nm (22).

Ce changement de propriétés est di en partie a 'augmentation du rapport
surface / volume total observé lors de 'amoindrissement de la taille de chaque unité
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composant I'agglomérat secondaire (Tableau Il et Figure 2). En prenant pour exemple
un cube d’1 cm de c6té ayant donc un volume d’1 cm? et une surface de 6 cmz2, on
obtient une surface 107 fois plus importante pour 10?! cubes de 1 nm de coté
représentant toujours un volume identique. Cela augmente indéniablement I'activité
de surface et donc I'impact sur les cellules rencontrées dans le cadre médical.

Tableau Ill. Comparaison des surfaces selon la taille des particules examinées.

Taille Nombre Aire Totale

1cm 1 6 cm?
1 mm 1000 60 cm?
1 um 1012 6 000 cm?
1 nm 1021 6.107 cm?
Surface area = 6 m? Surface area = 12m?
|
N

im N

Figure 2. Corrélation entre taille des particules et surface totale.

Comme expligué avec les applications orthopédiques, les interactions de
surfaces avec le milieu peuvent totalement modifier le microenvironnement. Si I'on
passe maintenant d’'un matériau agenceé en plusieurs milliers de nanotubes de carbone
a une nanoparticule seule, on augmente a nouveau cette réactivité car la taille
subcellulaire (Figure 3) de celle-ci lui octroie la possibilité d’interagir directement avec
certains organites intracellulaires (23) ou encore de pénétrer entre les jonctions
serrées intercellulaires afin d’atteindre les tissus plus profondément.

Bien que cette faculté soit mise a profit dans les recherches portant sur la 4¢me
génération de nanoparticules, ces propriétés peuvent étre aussi problématiques quand
il s’agit de gérer la toxicité de ce nano objet.

10
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Figure 3. Echelle de taille des structures biologiques et des nanoparticules. (24)

En complément des études de tailles des particules, il est important de
considérer d’autres parameétres : 'hydrophobicité et la charge électrique de surface
aussi appelée potentiel zéta, qui définissent les propriétés d’interactions des
nanoparticules avec les surfaces rencontrées. On portera une attention particuliere
lors de la conception des nanoparticules en biologie car les membranes cellulaires
sont majoritairement composées de phospholipides et de protéines
transmembranaires anioniques sur leur versant extracellulaire. Il est donc logique de
constater une adhésion plus importante des nanoparticules cationiques aux cellules
(25).

La configuration tri dimensionnelle de I'objet peut aussi agir sur ces propriétés.
Classiguement, les nanoparticules sont visibles en 3 dimensions de formes plus ou
moins aléatoires, les plaques sont observables en 2 dimensions alors que les nano
fibres n’ont qu’'une seule dimension considérée (Figure 4). De plus, I'observation sous
forme unitaire alors appelée « primaire » ou d’agglomérats « secondaires » modifient
les caractéristiques physicochimiques des nano objets.

Figure 4. Classification des nano objets selon leurs dimensions. Fibres a 1 dimension (A),
Plagues en 2 dimensions (B) et Particules en 3 dimensions (C).



Enfin, il est important de considérer dans ce classement les matériaux
composants ces nanoparticules (Figure 5) car ceux-ci influenceront grandement les
attributs de chaque nanoparticule. On retrouve donc :

- Les lipidiques (A).

- Les polymériques (B, C).

- Les particules virales.

- Les métalliques (E, F).

- Les nanocristaux.

- Les nanotubes de carbone (H).
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Figure 5. Famille de nanopatrticules.

Pour compléter ce premier classement, il est aussi possible de séparer les
nanoparticules en deux grandes familles selon leurs origines (26). En premier lieu, on
retrouve les nanoparticules naturelles fabriquées par biogénése (virus, protéines), par
géogenese (séisme, érosion) ou pyrogenese (activité volcanique, feux de forét)
donnant lieu a des nanoparticules inorganiques.

La seconde catégorie concerne les nanoparticules anthropogéniques
produites par 'lhomme. Cette production peut étre intentionnelle en cosmétique ou
agro-alimentaire, dans le génie civil ou encore dans I'industrie pharmaceutique pour
une application médicale. L’action humaine peut aussi conduire a la création
involontaire de nanoparticules résultant souvent de la combustion de divers matériaux
(organiques, métalliques, polyméres) ; la source principale de ces nanoparticules étant
la sidérurgie (27). Cette source anthropogénique involontaire constitue la base de la
pollution atmosphérique nanoparticulaire (chauffage, centrale électrique au charbon,
suie de combustion des hauts fourneaux, trafic routier).
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[I. Intéréts de la vectorisation

Bien que les techniques de criblage a haut débit dont nous disposons
permettent encore a ce jour la découverte de nouveaux candidats médicaments, cette
méthode a aussi amené son lot de problémes : durant ces derniéres années, la plupart
des principes actifs nouvellement découverts présentait de nombreux soucis de
solubilité due en grande partie a ’hydrophobicité de la molécule.

L’'usage de forme vectorisée a I'aide de nanocapsule (principe actif contenu
dans une cavité entourée d’'une membrane) ou nanosphere (principe actif dispersé
uniformément dans la matrice) permettrait d’outrepasser ces soucis de
pharmacocinétique et de sélectivité (Tableau V). De plus, ces propriétés étant souvent
étroitement liées a la pharmacodynamie des médicaments, 'amélioration de la forme
galénique conduira inexorablement a une augmentation d’efficacité du principe actif
vectorisé.

Tableau IV. Description des problématiques rencontrées lors de la formulation (28,29).

\ - Action des .
Problémes Description . Effet constaté
nanoparticules
PA PP Présence de poches Augmentation de la
hydrophobe Précipitation du PA hydrophobes solubilité des PA (28)
Mauvaise ,Dlstrl.butlor.l dgs PA ,a.l tout Diminution du volume  Réduction des doses, des
distributi Forganisme limitant I'impact de distribution fréquences
Istribution sur les tissus ciblés , requens
d’administration, de la
Dégradation Perte de | a.ct1v1te Protection du PA vis-A- Va.rlapl?lte inter
pharmacologique par . individuelle
du PA stabolisati id vis des enzymes _
métabolisation rapide Augmentation de
Clairance Eliminations hépatique et =~ Augmentation du temps l observ_ance des
rapide rénale du PA de résidence patients
S Jeff Libération 2 ) Augmentation de I'effet
Absence de ourvenue de ets ! ?r'a'.aon aun site pharmacologique
flectivits indésirables et effet spécifique (tissus, Diminution des eff
sélectivite thérapeutique moindre cellules, organites) iminution des eftets

indésirables

1. Hydrophobicité

Concernant les problemes de solubilité régie par I'équation de Noyes et
Withney : le passage sous forme de nanocristaux du médicament libre permet
d’augmenter fortement la surface totale du principe actif « S » en contact avec le milieu
biologique ce qui facilitera sa dissolution et donc sa biodisponibilité.

L’activité pharmacologique d’'un médicament étant liée a sa capacité a se fixer
a sa cible et la quantité de principe actif disponible pour effectuer cette liaison étant
corrélée a la vitesse de dissolution : il est donc normal de constater un accroissement
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de la réponse pharmacologique si la quantité de principe actif sous forme libre est plus
importante due a une dissolution facilitée (30).

= S x(C—C

V = Vitesse de dissolution

k = constante de vitesse de dissolution dépendante de la molécule
S = surface totale de la forme a dissoudre

Cs = Concentration du médicament a saturation

C = Concentration du médicament dans le milieu

2. Pharmacocinétique

La métabolisation des médicaments peut étre un obstacle majeur a I'efficacité
de celui-ci. Dans le but de rendre le principe actif plus hydrosoluble et faciliter ainsi
son élimination, celui-ci va subir au niveau plasmatique différentes actions
enzymatiques. QuU’il s’agisse de réactions de phase | comme la métabolisation par
oxydation via les cytochromes P450 ou des réactions de conjugaison de phase I, ces
modifications aboutiront a la formation de meétabolites hydrosolubles facilement
éliminables au niveau rénal.

A cause de cette dégradation, l'efficacité peut étre en deca de celle
escomptée, pouvant nécessiter le recours a des doses plus fortes ou une
administration répétée. La protection par les nanoparticules permet par conséquent de
limiter ces activités enzymatiques avant la délivrance du principe actif au site ciblé et
réduit aussi les variabilités interindividuelles résultant de I'action de ces enzymes.
Etant inaccessible, les inhibitions et inductions enzymatiques résultant de
I'administration simultanée d’autres médicaments, la sénescence des enzymes due a
'age et les conséquences génétiques (métaboliseurs lents ou rapides) n'ont que peu
d’effet sur la concentration plasmatique du médicament.

Enfin, la clairance rénale élevée de certains médicaments oblige une
administration plus rapprochée du médicament ce qui peut étre un frein a la bonne
observance des patients. A I'image de principes actifs fortement métabolisés,
I'encapsulation dans une nanoparticule peut modifier ce profil et ralentir I'élimination
du médicament par relargage contr6lé du principe actif dans le compartiment
plasmatique (31).

3. Délivrance sélective

Idéalement, pour qu’'un médicament soit efficient, sa biodisponibilité doit étre
la plus élevée possible, étre métabolisé rapidement sous forme active et atteindre sa
cible pour un effet pharmacologique optimal. Cet effet doit étre persistant dans le

14



temps afin d’éviter les prises répétées et se limiter aux tissus malades ce qui évite les
dommages collatéraux en touchant les cellules saines.

Il est actuellement impossible d’atteindre cet optimum et lI'on constate
régulierement I'apparition d’effets indésirables survenant lors de I'administration de
médicaments, preuve qu’aucun principe actif ne soit totalement sélectif de sa cible.
Cependant, cette notion de sélectivité pour un tissu voire une cellule particuliere est
souvent abordée dans la littérature, on parle alors de ciblage. Communément classés
en 4 générations, le design des nanoparticules des plus simples aux plus complexes
permettent de fonctionnaliser ces vecteurs et d’optimiser la délivrance de médicament
au site souhaité (Figure 6).

Hydrophobic |
drug |
1
- €——— Targeting ligand
1°re génération Positively ad /\' ‘@ N 4eme génération
Conventionnelles ~ charged I'p'd \\ “ [ // // / & Multifonctionnelles
N, | /
Negatively \ \\ i // /// ¢//§
charged lipid Gk \\ & é/
Hydrophilic ( 5 - —% \Funcuonahzed
drug S “~\ _-/; Imaging agent
8 = T .
= AT .
Polyethylene T f'//// & \%
Glycol (PEG) < // ff \\\ \\ PEG
2¢me génération \j/ f// // ” ]\\\\ Q—Qo Small molecule 3%me génération
Furtives / / : \\ % Chahytinds Ciblées
/ / % //\ Peptide
Protein Antibody

Figure 6. Générations de nanoparticules.

3.1. Les NPs conventionnelles

La premiére génération de nanoparticules, dites « conventionnelles » procéde
a un ciblage passif. La taille, la charge de surface et la forme sont prévues des la
conception de celle-ci et vont influer sur leurs comportements.

Néanmoins, la demi-vie de ces nanoparticules lors du passage dans le
compartiment plasmatique soit apres administration parentérale, soit par passage a
travers les muqueuses est tres courte. Formant rapidement des agrégats puis
reconnues par le systeme immunitaire apres opsonisation (32), celles-ci sont éliminées
en quelques heures.
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3.2. Les NPs furtives

Ayant pour but doutrepasser cette reconnaissance par le systeme
immunitaire, I'évolution de conception aboutit aux nanoparticules furtives dites de
seconde génération.

Dans un premier temps, les paramétres précédemment cités furent
scrupuleusement ajustés : pour exemple, une nanoparticule inférieure a 100nm permet
de traverser les jonctions communicantes de I'endothélium vasculaire des cellules
tumorales. En effet, la taille de ces jonctions variant de 100 a 800nm leur octroie cette
capacité tout en limitant leur capture par les macrophages hépatiques.

Puis, l'ajout de polyméres hydrophiles par greffage a la surface des
nanoparticules tels que l'acide folique (33) ou le polyéthylene glycol permirent de
limiter le phénoméne d’opsonisation (34) et de clairance par le systéme immunitaire
(35). En conséquence, cette furtivité allongea la demi-vie plasmatique des
médicaments vectorisés permettant méme un effet rémanent bien longtemps aprées
son administration.

De plus, ce design fut mis a profit pour atteindre des zones biologiques
habituellement inatteignables devenant accessibles suite a un remodelage
pathologique. C’est le cas lors d’une inflammation locale exacerbée conduisant a une
modification tissulaire ou lors de la survenue d’un processus tumoral modifiant par
induction de I'angiogenése le microenvironnement de cet espace. Ce phénomene
appelé « Effet de perméabilité et de rétention renforcées » (EPR) augmente la
perméabilité vasculaire des régions touchées et permet I'accumulation de
nanoparticules dans les tissus malades (Figure 7) (36).

Malgré de nombreuses recherches menées sur cet effet durant ces dernieres
années, la délivrance de principe actif grace a I'effet EPR n’est pas encore totalement
élucidée. Voila pourquoi certains articles ont recemment émis I’hypothése que les
mécanismes mis en jeu lors de cette délivrance au sein des tumeurs ne pouvaient
s’affranchir de phénoménes actifs et ce indépendamment de la perméabilité
endothéliale (37).

Cette accumulation au sein des tumeurs est aussi visible avec des
nanoparticules construites a partir de matériaux sensibles au pH. Les cellules
cancéreuses ont en effet une croissance anarchique rapide nécessitant d’importants
apports nutritifs. Pour se diviser, elles pratiquent une glycolyse inépuisable générant
un environnement plus acide que le milieu physiologique. Ainsi, en utilisant des nano
sphéres stables en pH neutre mais se dégradant au contact d’'un milieu acide, on
procéderait a une délivrance uniqguement pres de la tumeur.
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Figure 7. Effet de perméabilité et de rétentions renforcées (38).

3.3. Les NPsciblées

Toutefois, cette vectorisation passive n’est pas des plus efficaces et les
nanomédicaments ne touchent bien souvent que la périphérie de la tumeur limitant
leur efficacité. C’est pourquoi le greffage en surface de différentes molécules pouvant
reconnaitre spécifiquement un récepteur ou un antigéne a été tenté afin d’obtenir des
nanoparticules de troisieme génération « ciblée » permettant une délivrance contrélée
du principe actif.

Développées initialement pour I'oncologie en greffant des anticorps dirigés
contre des récepteurs a 'EGF, ou a la transferrine surexprimés dans de nombreuses
tumeurs (39) ; cette technologie est aussi envisagée pour cibler les tissus sains a I'aide
de fragments Fc reconnaissant les entérocytes. Ce faisant, le passage entéral des
médicaments habituellement hydrolysés dans le tube digestif sera facilité. Cette
alternative permettrait a terme d’envisager le remplacement de certaines
administrations parentérales par du per os moins contraignant pour le patient.

3.4. Les NPs multifonctionnelles

Pour finir, les nanoparticules « multifonctionnelles » sont l'utopie de cette
technologie. L’idée guidant leur développement étant de synthétiser des vecteurs
capables de cibler une cellule particuliere puis de délivrer le médicament vectorisé
dans un compartiment cellulaire précis.

On peut conférer cette faculté aux nanoparticules en leur greffant a la surface
entre autres des protéines CPPS (Cell Penetrating Proteins and Peptides). De natures
diverses, certaines sont étudiées depuis de nombreuses années telles que les TAT
peptides composés de 11 acides aminés riches en arginine correspondant a un
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domaine d’'une protéine de transduction (40). Il a ainsi été démontré que I'ajout de
cette protéine TAT a la surface de liposomes permettait une internalisation de ceux-ci
aprées contact avec la surface cellulaire (41). De facon intéressante, ces nanoparticules
s’accumulaient préférentiellement dans des cellules tumorales (42).

L’endocytose étant la principale source d’internalisation des constituants
extérieurs a la cellule et les mécanismes mis en jeu dans ce processus étant trés
varies, il est donc extrémement difficile de prévoir le comportement qu’adoptera
chaque vecteur. De plus, les mécanismes mis en jeu conduisent & des compartiments
intracellulaires différents, ce qui augmente d’autant plus la difficulté de compréhension
de ces phénomenes.

1. Toxicités biologiques des nanoparticules

L’étude des toxicités des nanoparticules débute en 2004 suite a 'émergence
des nanomatériaux (43,44). Plusieurs programmes de recherches ont alors vu le jour
aux Etats-Unis sous la tutelle de 'Environnemental Protection Agency (EPA) afin de
'évaluer et rassurer les utilisateurs quant a leur usage dans les secteurs
agroalimentaires et médicaux (45). Les propriétés des nanomatériaux (46) conférent
a chaque nanoparticule une toxicité qui lui est propre obligeant les organismes de
sécurité sanitaire a les contréler au cas par cas.

Parmi les caractéristiques énumérées ci-dessus, la taille modifie les phases
de distribution et d’élimination des nanoparticules, pouvant méme provoquer une
accumulation de celles-ci dans les cellules et devenant alors fortement toxiques par
défaut d’excrétion (23). De plus, ce phénomeéne peut étre aggravé par I'induction d’une
inflammation persistante au niveau des sites de contact et provoquer des cassures de
'ADN par production d’espéces réactives de I'oxygéne in situ. Pour exemple, les
nanoparticules de dioxyde de titane ont des effets pro-inflammatoires lors de
'administration pulmonaire chez les rats inversement corrélés a leur taille.

La charge de surface est aussi a considérer car elle influence les interactions
avec les surfaces cellulaires. Comme indiqué en partie 1, les nanoparticules
cationiques sont plus réactives vis-a-vis des phospholipides et des protéines
transmembranaires anioniques, pouvant augmenter le risque de rupture de la
membrane plasmique par liaisons électrostatiques (47).

Enfin des interférences avec les milieux biologiques rencontrés peuvent
survenir et modifier les parametres intrinséques aux nanomatériaux altérant les
caractéristiques physicochimiques de ceux-ci (48).

Tenter de lister les effets indésirables par organe est par conséquent
relativement ambitieux car dépendant de la dose d’exposition mais aussi des
propriétés de chaque nanoparticule (49). Néanmoins, certaines toxicités sont
régulierement relatées.
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Etant la voie d’exposition majeure des nanomatériaux environnementaux, les
voies respiratoires sont souvent impactées. Il a été montré que toutes particules de
diametre supérieur a 2.5um sont arrétées dans les voies aérodigestives supérieures
afin d’étre excrétées grace a la clairance muco ciliaire ; mais sont déposées au sein
des régions alvéolaires des lors que ce diametre est inférieur a cette valeur (50). Par
défaut d’excrétion, ces particules provoquent une inflammation chronique pro-
fibrosante pouvant initier un processus tumoral.

La sphére cardio-vasculaire est elle aussi tres exposée suite a l'inhalation de
particules et I'on relate que cette toxicité est fortement liée a la charge de surface des
particules : les charges cationiques telles que le polystyréne et les sels d’or sont ainsi
treés réactives avec les facteurs de coagulation. Quant aux particules dérivées de la
combustion du diesel omniprésentes en milieu urbain, il a été montré que celles-ci
provoquaient une vasodilatation importante chez les sujets touchés (51).

Suite a wune exposition chronique, l'apparition de maladies neuro
dégénératives peut aussi étre relatée. Par deux mécanismes distincts, a savoir
I'endocytose par les neurones aprées passage de la barriere hématoencéphalique mais
aussi le transport trans-synaptique a travers I'épithélium olfactif suite a l'inhalation
(passage nez-cerveau), on rapporte la production de corps radicalaires pouvant
provoquer au long cours une toxicité sur le systeme nerveux central (52).

Pour finir, 'excrétion des nanoparticules par les macrophages hépatiques
contribue a la sécrétion réguliere de cytokines pro-inflammatoires conduisant a une
altération des tissus et a 'augmentation du risque oncogéne.
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Malgré de nombreuses perspectives, il est important de souligner qu’aucune
nanoparticule plus aboutie que les 1°¢ et 2" générations n'est a ce jour
commercialisée témoignant de la difficulté d’élaborer et d’industrialiser des
nanoparticules plus complexes.

Et pour cause, plus ces vecteurs sont difficiles a concevoir, plus les problemes
peuvent survenir compromettant leur fabrication a grande échelle. Ainsi, on rapporte
des soucis de stabilité avec des risques d’agrégation rendant la lyophilisation
impossible ce qui limite grandement leur temps de conservation. Des difficultés
d’incorporation des médicaments dans la matrice de ces nanoparticules sont aussi
décrites. Des problématiques de ciblage peuvent étre constatées lors des essais
cliniques, de biocompatibilité ou de toxicités cumulatives pouvant induire des effets
indésirables dramatiques pour les patients (23).

Enfin, il est aussi important de mentionner que la diversité des nanoparticules

présentes dans le milieu de la recherche disperse le travail mené sur la sécurité de
leurs emplois rendant difficile leur contréle.
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2"PE PARTIE : REVUE SYSTEMATIQUE DES
NANOPARTICULES EMPLOYEES DANS LES ESSAIS
CLINIQUES DEPUIS 2001

. Introduction

De par des limitations technologiques et ce, malgré une incitation des la fin des
années 50 par le physicien Richard Philips FEYNMAN dans son discours « There’s
plenty of room at the bottom » (53) a innover a I'échelle nanométrique, les premiéres
avancées dans ce secteur ne virent le jour que 20 ans plus tard.

Toutefois, la promesse d’'un marché fortement lucratif aux applications multiples
a exacerbé I'engouement et les investissements dans ce domaine provoquant une
avancée au rythme exponentiel. Ainsi, la Commission Européenne a estimé le marché
des nanotechnologies tous secteurs confondus a 40 milliards de dollars en 2001 (54)
passant a pres de 3 000 milliards de dollars (dont 1 400 milliards pour les transistors
informatiques) en 2015. Le marché médical avait méme été estimé a lui seul a 1 300
milliards de dollars en 2020 (55).

D’une maniére plus vaste, on remarque que le nombre de produits accrédités
pour le marché mondial concerne de nombreuses disciplines, regroupant prés de 9
000 produits (56) répartis sur 62 pays. Néanmoins, eu égard aux régles plus ou moins
restrictives des différents pays concernés, le nombre de produits commercialisés varie
a travers le monde. Certaines banques de données telles que « stat nano » tentent de
répertorier les nombreux produits présents sur chaque marché national mais il est &
ce jour difficile d’effectuer une liste exhaustive de ceux-ci. Pour exemple, le marché
Francais contenant 28 médicaments sous forme nanoparticulaire dont 3 eurent leurs
AMM abrogées depuis 2018.

Rétrospectivement, il est observé un triplement des publications sur cette
thématique entre 'avant derniére décennie et les dix derniéres années témoignant du
désir d’explorer ce sujet. Fortement aidés par les investissements issus du « National
Nanotechnology Initiative » voté en 2000, les Etats Unis restent a ce jour le premier
pays publiant dans ce domaine, suivi par la Chine et I'Europe propulsée par
I'Allemagne (57).

Mais alors, ces avancées seraient-elles la panacée tant espérée ? Cette
alternative permettrait-elle de résoudre les problemes rencontrés lors de la formulation
de médicaments ?

Bien que ces procédés permettent de répondre a certaines problématiques, il
est tout de méme important de nuancer ce discours : les recherches fondamentales
sont certes conséquentes, en témoignent les 150 000 articles répertoriés sur
MEDLINE avec le seul terme MeSH « Nanoparticle » mais ce nombre d’articles
s’effondre a 583 dés que I'on ajoute a cette équation de recherche la restriction aux
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seuls essais cliniques randomisés ou non. Cette constatation démontre a elle seule
les difficultés rencontrées lors du passage en recherche appliquée transversale.

Partant de ce bilan, je me suis interrogé sur la dynamique de recherches
concernant les nanoparticules. Pour ce faire, j'ai effectué une revue bibliographique
portant sur les nanoparticules en essais cliniques pouvant donner lieu a 'émergence
de futurs médicaments.

Dans cette revue systématique, mon questionnement sera triple : tout d’abord,
nous étudierons les domaines de recherches proactifs dans [Iutilisation de
nanoparticules. Dans un second temps, nous analyserons les différentes classes de
nanoparticules employées et enfin, nous nous intéresserons aux résultats de ces
articles afin d’évaluer l'efficacité des nanoparticules a visée biomédicale.
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[I. Matériel et Méthodes

1. Algorithme de recherche

D’Avril a Mai 2021, une revue de la littérature scientifique a été effectuée en
suivant les recommandations de la check list PRISMA (58).

A cette fin, une requéte a été soumise aux moteurs de recherche Medline, Web
of science et la librairie Cochrane. Les termes MeSH « Nanoparticles », « Vaccine »
et « Drugs » ont été combinés dans les 3 systemes de recherche selon I'algorithme
décrit dans I'organigramme de la figure 8.

Nous avons limité notre champ d’investigation aux articles anglais datant de
moins de 20 ans traitant des essais cliniques randomisés ou non et présentant au
moins un groupe contrble contre traitement de référence ou placebo. De plus, les
évaluations pharmacocinétiques ont été exclues.

La méthodologie et la pertinence des objectifs ne furent pas des critéres
d’exclusion. Enfin, notre question principale étant d’évaluer la disparité des
nanoparticules dans les essais cliniques, nous n’avons pas souhaité ajouter d’autres
termes MeSH identifiant clairement une nanoparticule afin de ne pas biaiser notre
réponse.

2. Extraction des publications et notation des études

L’ensemble des articles extraits suite a notre requéte a été répertorié selon
différents parametres : le type d’essai, I'effectif de la cohorte, la pathologie étudiée, le
principe actif vectorisé, la nanoparticule adoptée et les conclusions de I'étude.

La qualité des études a été évaluée a l'aide de scores obtenus de 2 fagons
différentes et convertis en pourcentage de facon a critiquer ce paramétre sur
'ensemble des articles.

— Les essais randomisés furent cotés par les 25 items du CONSORT
(Consolidated Standards of Reporting Trials) (annexe 1) (59) dont la finalité
est de vérifier la qualité de la méthodologie et la validité des conclusions
obtenues.

— L’échelle NOS (Newcastle Ottawa Scale) (annexe 2) (60) fut adoptée pour
noter les essais non randomisés a l'aide de ses 9 items. Ceux-ci sont
regroupés selon 3 thématiques : la représentativité des patients, la
comparabilité avec les groupes témoins et la qualité des mesures
effectuées.

En vue d’extraire les disciplines médicales fortement innovantes dans la

nanomeédecine, une classification a été effectuée selon la pathologie étudiée. Puis une
pondération en fonction du principe actif vectorisé a été exécutée pour ne pas
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surexposer les domaines dans lesquels des repositionnements de molécules sont
Opérés.

3. Analyse statistique

L’hétérogénéité des études et des critéres principaux ne permet pas de mener
de méta-analyses. Toutefois I'analyse de la distribution paramétrique du score de
qualité a été effectuée par le test de Shapiro Wilk et la vérification des coefficients de
Skewness et de Kurtosis : cette variable est représentée par sa moyenne et son écart

type.

Les graphiques et tableaux sont issus du logiciel EXCEL (Microsoft, Etats-
Unis) et GraphPAD Prism 6 (GraphPAD Software, Etats-Unis).

1. Résultats

1. Caractéristiques des études

Au total, 309 articles ont été intégrés dans notre champ de recherche : 121
publications proviennent du moteur de recherche Medline, 122 articles de Web Of
Science et 66 publications sont issues de la Librairie Cochrane. En définitive, nous
avons sélectionné 48 études dans cette revue systématiques suite aux différentes
étapes d’exclusion présentées dans la figure 3.

Au sein de notre sélection, 36 études (75%) sont randomisées (Tableau V)
contre 12 (25%) observationnelles (Tableau VI) et une seule (2%) est rétrospective.
Les stades d’étude sont homogénes avec 14 de phases | et Il contre 20 de phase II.
Les effectifs des cohortes s’étalent de 6 a 4 636 patients concentrant majoritairement
les plus gros effectifs pour les essais de phase Il méme si étonnamment, deux études
de phase | présentent des effectifs de plus de 100 patients.

Enfin le score de qualité est de 71 £ 14% allant de 40 a 93% pour les études
randomisées et de 56 a 100% pour les études observationnelles. L'échelle NOS étant
plus permissive que les crittres CONSORT, il n’est pas étonnant d’avoir un score
inférieur dans les essais randomisés. De plus, la mise a jour de ces guidelines ayant
eu lieu en 2010, il n’est pas anormal que certains articles antérieurs a celle-ci ne
puissent satisfaire I'entiéreté des items recommandés.
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Figure 8. Organigramme des études sélectionnées.

Mots clés employés :
Medline : (Vaccine OR Drugs) AND Nanoparticles ; limites : 2001 a 2021,
anglais, francais, humains, Clinical Trial, Randomized Controlled Trial.
Cochrane Library : (Vaccine OR Drugs) AND Nanoparticles ; limites : 2001 a
2021, Trials.
Web Of Science : (Vaccine OR Drugs) AND Nanoparticles AND Clinical Trial
AND Human ; limites : Anglais, Articles.
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Tableau V. Liste des essais cliniques randomisés prospectifs.

Auteurs Schema. des Phase Effectif Pathologie Principe actif Nanoparticule Conclusion Qualite
essais (%)
‘e DA contre o
Orsini o Diminution de la
traitement de II 70 Hype.rse.n51b111te Hydroxyapatite Nanocristal e 73%
etal (61) référence gingivale sensibilité gingivale.
Waldbaum Infection iminuti &
DA contre Il 132 e SPL 7013 Temdmdne I BT E g,
etal (62) placebo génitale de vaginoses bactériennes.
Cohen Prévalence identique des
R I 54 / SPL 7013 Dendrimere oL 84%
etal. (63) placebo effets indésirables.
Ouvert contre Y
Ro - Aucune différence avec
y traitement de 11 168 Sl gas.tro Irinotécan Liposome L, i 73%
etal. (64) référence oesophagien I'Irinotécan ou le Docétaxel.

Glenn Ouvert contre - 330 Infection / Nanoparticule Augmentation de 719
etal. (65) placebo a VRS virale I'immunogénicité. °
M.Y. Chen Prévalence identique des

DA contre I 36 / SPL 7013 Dendrimere e 1centld 81%
etal. (66) placebo effets indésirables.

Asadi Diminution de la dépression

Ouvert contre II 80 Diabéte Curcumine Nanosphére S p 93%
etal. (67) placebo et de I'anxiété.
: ; Ouvert contre p—
Gianni i Aucune différence
traitement de I11 695 Cancer du sein Paclitaxel Na'n opartl'cule i 91%
etal. (68) référence d'Albumine avec le Paclitaxel.
avadi i
] Ouvert contre 11 65 Polyarthljlte Curcumine Nanomicelle Aucun effet antalgique. 79%
etal. (69) placebo rhumatoide &
McGowan DA contre Prévalence identique des
I 61 SPL 7013 Dendrimeére 88Y%
etal (70) placebo / effets indésirables. 0
Keech Infection Prévalence identique des
DL ERIIRS [/11 131 . Matrix M Nano émulsion o . 91%
etal (71) placebo a SARS-CoV2 effets indésirables.
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Ouvert contre

. Chen i Aucune différence avec
: traitement de 11 120 Brilure Argent Nanf)pal?tlcule _ , 60%
etal (72) référence metallique les particules d’argent.
Fries SA contre I 230 Infection / Nanoparticule Prévalence identique des 79,
etal (73) placebo aEbola virale effets indésirables. °
Gobbato i i
tal (74) DS:COergge 1 120 / L;fi?gizla?se/ Nanosphére Diminution du score EVA. 86%
etal
Wang ?rl;‘i]tizrrtlz(r)lrtlgg - 239 Cancer Carbone Nanoparticule Augmentation du nombre 74%
etal. (75) référence colorectal métallique de ganglions réséqués.
Jurairattanapo traDi?e(r:rcl):rtll';ede 11 64 Eruption Argent Nanoparticule Aucune différence des 72
rn et al. (76) AFA acnéiforme 8 metallique lésions acnéiformes. °
référence
Pan-In Eruption Diminution du score de
DA contre I 10 p Mangostine Nanospheére Lo, L, 40%
etal (77) placebo acnéiforme sévérité de 'acné.
Moddaresi Augmentation de
SA contre I 14 / Vitamine E Nanomicelle , & _ , 45%
etal (78) placebo 'hydratation cutanée.
Simon Troubles du Diminution des
DA contre II1 200 i . (Estradiol Nano émulsion . 54%
(79) placebo climatere symptomes vasomoteurs.
Kang D_A contre Syndrome ) ) i ) Diminution du score de
traitement de 11 40 Ciclosporine Nano émulsion ) i 81%
etal. (80) référence de Sjogren coloration de la cornée.
El-Housiny DA contre Pytiriasis Nanoparticule Diminution des
traitement de II 30 . Fluconazole ., . L. i 53%
etal (81) référence Versicolor Lipide - Solide lésions cutanées.
Gudmundsdot SA contre Hypertension . . Aucune différence avec 0
tir et al. (82) placebo & 17 intraoculaire Dorzolamide Nanosphére le Dorzolamide. 7%
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DA contre

Ulmer i ] ) i ] Diminution du nombre
) traitement de 11 12 / Polihexanide Nano émulsion & loni 45%
etal. (83) référence UFC recolonisante.
Moscicki Augmentation des cytokines
DANEDIe I 54 / SPL 7013 Dendrimeére S v 55%
etal. (84) placebo pro inflammatoires.
Chavoustie Infection iminuti &
DaNEDIE 11 501 e SPL 7013 Vemdmire 2 OV UEERARIB MBS e,
etal. (85) placebo génitale de vaginoses bactériennes.
Zhan . : Diminution de la
& AEDIG 1 225 e Patirisan Nanomicelle aHonde’ 73%
etal. (86) placebo transthyrétine transthyrétine sérique.
Van der Valk Aucune différence
DA contre II 30 Athérosclérose Prednisolone Liposome 67%
(87) placebo avec le placebo.
Salem S_A contre Syndrome des i Augmentation de la
traitement de 11 120 Ovaires Progestérone Transethosome i L. 70%
etal. (88) référence polykystiques progestérone sérique.
DA contre 3
Pelzer Augmentation du
traitement de II1 236 anccirélgiir o Irinotécan Liposome g ) 63%
etal. (89) e — p qu score Q-TWiST
Madhi Infection Nanoparticule Aucune différence
ST GO 1 4636 X / . 85%
etal. (90) placebo a VRS Virale avec le placebo.
Coelho SA contre Amyloidose a ALN-TTRO1 . Diminution de la
I 49 . Liposome . . 62%
etal (91) placebo transthyrétine ALN-TTRO2 transthyrétine sérique.
Glenn Infection Nanoparticule Augmentation de
SA contre 1 150 ) / p | pmentation ¢¢ 63%
etal (92) placebo a VRS Virale I'immunogénicité.
0’Loughlin Infection Prévalence identique
8 DA contre I 37 e SPL 7013 Dendrimére e 1eentd 58%
etal (93) placebo génitale des effets indésirables.
Sabouri S,A contre Eruption Acide i ) Diminution du nombre de
traitement de I 10 . e Nano émulsion L. L. 53%
etal. (94) référence acnéiforme Rétinoique lésions acnéiformes.
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Ohira Ouvert contre (Edéme

Non infériorité vis-a-vis du

traitement de 1 22 ) Dexaméthasone Cyclodextrine . . 64%
etal (95) référence maculaire Triamcinolone.
Abdolahi Aucune différence
DA contre I 80 Migraine Curcumine Nanospheére 62%
etal. (96) placebo avec le placebo.

DA : Double Aveugle, SA : Simple Aveugle, * : essai rétrospectif, gris = multicentrique
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Tableau VI. Liste des essais cliniques non randomisés prospectifs.

Auteurs Schema. des Phase Effectif Pathologie Prmc_l pe Nanoparticule Conclusion Qualite
essais actif (%)
Shiozaki Aucune différence avec
Ouvert clontr.e I1 19 Athérosclérose Paclitaxel Nano émulsion L 67%
etal (97) groupe temoin le groupe témoin.
Chlorure Aucune différence avec la
De Moraes OuverF contre Extraction d'aluminium . . : A
tal. (98) technique de [ 8 dentaire de Nano émulsion technique de référence 78%
etal Py
référence phthalocyanine sur I'expression de VEGF.
Ouvert contre s
Aucune différence
Venkatraman traitement de I 22 Paludisme Matrix M Nano émulsion .. L 56%
etal (99) référence d'immunogénicité.
Gagliano-Juca ‘ i
8 ] DA contre I11 95 / lelocalrnle / Nanospheére Diminution du score EVA. 78%
etal (100) placebo Prilocaine
Ouvert contre ;
Bruce - Progression de la
traitement de I1 12 Cancer du rein 2 methgxy Nanocristal 8 . 67%
etal. (101) référence estradiol maladie tumorale.
Takashima DA contre Cancer Nanoparticule Augmentation de la
traitement de I1 483 ) Paclitaxel . . . 100%
etal. (102) référence gastrique d'Albumine survie globale.
Geho Diminution de la glycémie
SA contre I 6 Diabete Insuline Liposome .g y 78%
etal. (103) placebo post prandiale.
Sobhi et S,A contre i ) ) ) Aucune différence
. traitement de 11 14 Mélasma Vitamine C Liposome 89%
Sobhi (104) référence du score MASI.
Mahmoud Ouyert contre Infec.tion ) o ) Diminution du score de gravité
traitement de I1 28 fongique Oxiconazole Lipidique solide L. X 67%
etal (105) référence cutanée des lésions cutanées.
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SA contre

Khalifa
tal. (106) traitement de I1 40 Insomnie Zalepton Nano émulsion Diminution du score PSQI 56%
etal PPy
référence
DA contre
Shamma i i iffé
tal. (107) traitement de 11 15 af;gg(t)l:nrie rétAi;i)c'll';ue Nano émulsion AuCI;’rllsoci;fcffi;eor;gee avec 78%
etal iy _
référence
DA contre Glaucome a
Kouchak Diminution de la pression
traitement de I1 20 angle ouver.t et Dorzolamide Liposome } .p 78%
etal. (108) référence Hypertension intra oculaire.
intraoculaire

DA : Double Aveugle, SA : Simple Aveugle, gris = multicentrique
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2. Champs d’applications

Les études cliniques testant les nanoparticules touchent pratiquement toutes
les spécialités médicales. Toutefois, la dermatologie, I'infectiologie, I'oncologie, la
neurologie et 'ophtalmologie concentrent plus des deux tiers des articles de notre
revue.

En appliguant une pondération par principe actif (PA) vectorisé, la
représentativité¢ de chague domaine reste inchangée excepté la gynécologie tres
présente avant cette balance qui se retrouve alors déchue et ne constitue que 6% des
études (Figure 9). Cette diminution est due aux essais débutés en 2006 du
médicament SPL7013 en cours de positionnement et qui n’a a ce jour pas encore
acheveé ses tests cliniques (62,63,66,70,84,85,93).
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Figure 9. Histogramme des domaines meédicaux concernés par la nanomédecine dans notre
revue.

3. Nanoparticules évaluées

La famille des nanopatrticules lipidiques est largement majoritaire avec pres de
62% des essais répertoriés (Figure 10), cette catégorie ne présente pas d’attrait pour
une spécialité meédicale particuliere. Non seulement, elle se retrouve dans différents
domaines mais aussi selon différents modes d’administrations : topique, per os ou
encore parentérale.
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Arrivent ensuite les catégories plus spécifiques : en premier lieu, les
nanoparticules polymériques suivies des nanoparticules virales adoptées uniquement
pour des applications vaccinales. Puis en quatriéme position, les nanoparticules
métalliques développées pour faciliter les diagnostics en imagerie médicale. Enfin, les
nanoparticules d’Albumine exploitées en oncologie pour la stabilisation du Paclitaxel
et commercialisées sous le nom de Nab-Pablictaxel (ABRAXANE®) ne se trouvent
gu’en dernier accompagnant les nano cristaux.

En dissociant la famille des nanoparticules lipidiques (Figure 5) par chacun de
ses constituants, on observe que les trois quarts sont représentés par les émulsions,
les liposomes et les dendriméres. Néanmoins, la proportion d’études employant ces
derniers est a nuancer car elle ne concerne que les essais du SPL7013 et augmente
artificiellement son utilisation de la méme facon que précédemment.

A NP Polymérique
15%
NP Virale NP Lipidique
9% 62%
NP Métallique
6%
NP d'Albumine
4%
Nanocristal
4%
B
Liposome
24%
Dendrimeére

24%”.
Nanomicelle
T0% “

Transethosome NP lipide-solide

Nanoémulsion
35%

Figure 10. Diagramme en secteur des familles de nanoparticules (A) et détail des
nanoparticules lipidiques (B) répertoriées dans notre revue.
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4. Conclusion des études

A travers nos essais sélectionnés, nous observons une majorité d’essais de
supériorité. En effet, 41 d’entre eux (85%) suivaient cette méthodologie contre 7
formulés selon le principe de non-infériorité.

Concernant la seconde catégorie, 6 essais (63,66,70,71,73,93) démontraient
'absence de différence quant a la survenue d’effets indésirables vis-a-vis du placebo.

Le dernier essai (95) avait pour but de justifier la non-infériorit¢ de la
Dexaméthasone vectorisée par des nanoparticules de cyclodextrine sur I'cedéme
maculaire constaté lors de la maladie diabétique. Opposée a [linjection de
Triamcinolone dans la région sous tenon de I'ceil, ce candidat médicament avait
'avantage d’une administration quotidienne par le patient a son domicile, évitant ainsi
une hospitalisation de jour.

A propos des essais de supériorité, 25 (52%) (61,62,65,67,74,75,77—
81,83,85,86,88,89,91,92,94,100,102,103,105,106,108) confirmaient une différence
statistiguement significative en faveur des nanoparticules.

Sur les 16 restants, 14 (29%) (64,68,69,72,76,82,87,90,96—99,104,107) ne
pouvaient conclure a une différence significative vis-a-vis du groupe contréle.

Enfin, 2 essais attestaient d’'une différence en défaveur des nanoparticules.
Deés lors, on constatait une progression de la maladie tumorale a I'emploi de 2-
methoxyestradiol sous forme de nano cristaux dans le cancer du rein de stade avancé
(101). Dans une moindre mesure, I'application du dendrimére vectorisant le SPL7013
(84) augmentait la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires au niveau vaginal des
sujets traités.

V. Discussion

1. Inclusion des articles

Malgré 'engouement pour les nanotechnologies, cette revue systématique n’a
permis de sélectionner que 48 essais cliniques contenant au moins un groupe controle.

La premiére raison de cette restriction est I'algorithme de recherche adopté.
En souhaitant ne privilégier aucune famille de nanoparticules, de nombreux articles
traitant des nanoparticules lipidiques furent exclus. Pour exemple, la substitution du
terme MeSH « Nanoparticle » par « Liposome » dans I'algorithme de Medline conduit
a un résultat brut de 571 articles contre 121 inclus dans notre revue tout en conservant
les mémes critéres de sélection qu’auparavant.

Ainsi, en nommant expressément le type de vecteur exploité dans leurs
travaux, les auteurs s’inscrivent dans des thématiques fortes. Et pour cause, dans
certains secteurs porteurs tels que I'oncologie, des repositionnements de spécialités
déja commercialisées contenant des nanoparticules sont en cours. Citons
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'ONIVYDE® (Irinotécan) (109,110), le CAELYX® / MYOCET® (Doxorubicine)
(111,112) ou encore TABRAXANE® (Nab-Paclitaxel) (113,114) dont les études sont
nombreuses afin d’étendre ’AMM a d’autres applications.

Suivant cette ligne directrice, les vaccins contenant des liposomes a I'encontre
du SARS Cov-2 sont absents de notre revue systématique, notamment les vaccins a
ARNmM sous licence Pfizer-BioNtech (BNT162b2) (115,116) et Moderna (MRNA-1273)
(117). La pandémie étant un terme extrémement fort si bien que I'on ne retrouve dans
aucun article les termes MeSH en référence aux vecteurs utilisés.

Dans une moindre mesure, de nhombreux articles ont été exclus a défaut de
groupes contréles. Ceux-ci concernent principalement les maladies tumorales. De par
la fragilité des patients et la perte de chance potentielle, des schémas contre placebo
ne sont jamais envisagés : on retrouve donc dans notre revue uniguement des articles
opposant la molécule testée au traitement de référence.

En conséquence, on retrouve de multiples essais d’escalades de doses de
maniére a vérifier 'optimum administrable (118,119) ou encore des mesures de survie
globale (120,121) ou de réponse tumorale (122) consécutive au schéma employé.

2. Représentativité des nanoparticules

Notre travail nous a permis de mettre en évidence que la majorité des essais
portent sur les nanoparticules lipidiques, secteur actuellement trés actif de recherches.
On remarque d’ailleurs dans cette revue que le liposome est la forme la plus
représentée a limage des médicaments administrés en France puisque 13
médicaments sur 28 font partie de cette catégorie bien que 3 formes liposomales
eurent leurs AMM abrogées récemment.

En revanche, peu de principes actifs sous forme de nanocristaux sont présents
dans les articles sélectionnés ce qui diverge du marché pharmaceutique moderne
puisque qu’un quart des AMM octroyées dans notre pays portent sur ce type de design
(Tableau VII). De méme, l'absence des médicaments pegylés par ajout de
polyéthyléne glycol de divers poids moléculaires sont absents de notre revue. Cette
constatation peut s’expliquer par des procédés de fabrication des nanocristaux et des
médicaments pegylés plus simples que ceux utilisés pour les liposomes. L’effort de
recherche a donc été moindre permettant un développement plus rapide de ces formes
et 'acquisition plus aisé de leurs AMM.

Toutefois, il est important de noter que les liposomes de premiere génération
tels que TAMBISOME® et le CAELYX® ont tout de méme été commercialisés des la
fin des années 90 et sont encore a ce jour énormément prescrits.

Tableau VII. Liste des nano médicaments en France.
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Date d’obtention

Nom de Marque DCI Nanoparticule de FAMM
ABELCET Amphotericine-B Nano émulsion 1997
ABRAXANE Paclitaxel Polymeére 2008
ADAGEN Pegademase Médicament pegylé Sous ATU

AMBISOME Amphotericine-B Liposome 1999
CAELYX Doxorubicine Liposome 1998
CIMZIA Certolizumab Médicament pegylé 2009
CLEVIPREX Clévidipine Nano émulsion 2012
COMINARTY ARNm Liposome 2020
COPAXONE Glatiramer acetate Polymere 2004

DAUNOXOME Daunorubicine Liposome Arréten 2018

DEPOCYTE Cytarabine Liposome Arréten 2018
DIPRIVAN Propofol Nano émulsion 1996
EMEND Aprepitant Nanocristal 2003
ETOMIDATE Etomidate Nano émulsion 2000
INVEGA Paliperidone Nano émulsion 2007
MACUGEN Pegaptanib Médicament pegylé 2006
MEGACE Megestrol acetate Nanocristal 1993

MYOCET Doxorubicine Liposome Arréten 2020
NEULASTA Filgastrim Médicament pegylé 2002
ONCASPAR Peg-L-asparaginase Médicament pegylé 2016
ONIVYDE Irinotécan Liposome 2016
PEGASYS Peginterferon alfa 2a Médicament pegylé 2002
RAPAMUNE Sirolimus Nanocristal 2001
RENAGEL Sevelamer Nanocristal 2001
RITALIN LP Methylphenidate Nanocristal 2003
SOMAVERT Pegvisomant Médicament pegylé 2002
SPIKEVAX ARNm Liposome 2020
VIDUSYNE Verteporfine Liposome 2000

Rouge : arrét de commercialisation.

36



3. Efficacité

L’épopée du SPL7013 cristallise a elle seule les difficultés rencontrées lors du
développement des nanoparticules a visée thérapeutique. Malgré 11 essais
enregistrés sur www.clinicaltrial.gov depuis 2006 et terminés fin 2017, aucun dossier
d’AMM n’a jusqu’alors été déposé auprés des organismes responsables.

En cause, des résultats peu convaincants démontrant majoritairement une
fréequence identique d’effets indésirables comparativement au placebo. Déployé au
départ pour la prévention de la transmission du VIH et d’HSV lors de rapports sexuels,
les tentatives des dernieres années avaient pour finalité de prouver son efficacité dans
le traitement des vaginoses bactériennes (85).

A ce constat peu concluant s’ajoutent les 2 essais aux conclusions délétéres
et les 14 n’ayant pu mettre en lumiére de différence significative entre le groupe
contrble et la forme vectorisée. Si bien que seulement la moitié de nos essais concluait
a une différence en faveur des nanopatrticules.

De plus, certains critéres principaux retenus dans nos articles restants nous
paraissent critiquables car totalement subjectifs apportant un important biais de
contexte. En effet, la mesure de la sensibilité gingivale (61), du ressenti de la douleur
par mesure sur I'échelle EVA sans recours a des méthodes complémentaires (74,100),
de la dépression éprouvée par le patient (67) ou de la survenue de troubles du
climatére chez les patientes ménopausées (79) limitent toute conclusion. Bien que
I'échelle EVA soit classiquement adoptée en médecine pour mesurer I'efficacité de
I'analgésie, elle est souvent couplée a d’autres outils tels que le questionnaire MPQ
(123) ou la mesure quantitative de la prise d’antalgiques (124) afin d’augmenter
I'objectivité des données rapportées.

De méme, nous pouvons pointer la conclusion plutét mensongere du score
PSQI (106). On ne constate ici aucun changement du score global d’efficacité avec
uniquement une diminution dans la sous-partie subjective complétée par le patient.

Aprés analyse de la méthodologie des articles restants, il apparait que 4
articles possédent un score aux items CONSORT inférieur a 60% (77,78,81,83,94).
Ce score relativement bas est di en partie a un souci de présentation des articles,
n’influengant pas leurs conclusions. Cependant, 'absence de rationnel et de calculs
pour déterminer [leffectif nécessaire, le manque d’explication concernant la
méthodologie de randomisation et les effectifs trés faibles peuvent altérer
considérablement les conclusions relatées.

En conséquence, nous pouvons admettre objectivement que 14 des articles
(62,65,75,80,85,86,88,89,91,92,102,103,105,108) integrés a notre  revue
systématique concluent a I'efficacité des nanoparticules étudiées.

Sans surprise il s’agit d’essais traitant de I'utilité des nanoparticules lipidiques
ou de 'TABRAXANE® administrés a visée thérapeutique.

Néanmoins, on remarque que 2 articles portent sur les nanoparticules virales.
Bien que cette catégorie ne comporte a ce jour pas de spécialité a destination des
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patients, elle présente un intérét certain pour une application vaccinale. En effet, la
diversité des virus a disposition comportant des tailles et des formes différentes octroie
une modularité considérable a cette plateforme (125). L'idée dirigeant leur
développement est le mimétisme d’une infection contractée naturellement au contact
du sujet. Cette technologie permet l'infection des cellules de I'héte afin de présenter
via les CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) les antigénes vectorisés aux
cellules immunitaires. Leurs constituants membranaires et les protéines virales leurs
conférent ainsi une configuration spatiale propre optimisant fortement
'immunogénicité de I'épitope transporté.

Pour finir, le dernier article démontre la capacité d’une nanoparticule
métalliqgue a étre captée par les ganglions sentinelles malades présents autour de la
tumeur retirée et ainsi faciliter 'exérése chirurgicale. Développées depuis des années,
ces nanoparticules d’'oxydes de fer ont été tres efficaces dans la détection de maladie
tumorale en imagerie par résonnance magnétique. Des spécialités tels que le

CLIAVIST® ou le 'TENDOREM® ont vu le jour mais furent retirées en 2011 et 2014.
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V. Conclusion

L’effervescence autour des nanoparticules et leurs multiples possibilités
théorisées des les années 60 ont conduit a un développement trés rapide dans de
nombreux secteurs. QU’il s’agisse de l'informatique, du génie civil, de I'aéronautique
ou des produits du quotidien, les nanoparticules ont fait irruption dans notre monde de
facon exponentielle ces 30 derniéres années.

Bien que cette irruption soit plus perceptible dans les domaines cités ci-
dessus, la pratique médicale a elle aussi été touchée. Ainsi, on retrouve de nombreux
médicaments sous formes nanoparticulaires administrés majoritairement a but curatif.
Toutefois, en listant ces médicaments en France, on constate que les AMM furent pour
la plupart octroyées avant 2010 et que seulement 5 médicaments ont été nouvellement
acceptés témoignant d’'un ralentissement des innovations dans le domaine biomédical.

Partant de ce constat, notre revue systématique des nanoparticules testées
en essais cliniqgues de 2001 a 2021 a mis en lumiére un changement de conception
des nouvelles nanoparticules. Etant donné que peu de nano cristaux étaient relevés
dans notre étude, il semblerait que la dynamique de recherches soit maintenant
tournée vers les formulations lipidiques.

Il est tout de méme intéressant de noter que deux constats s’opposent
concernant les nano cristaux : on retrouve peu de développement car les formes les
plus simples sont d’ores et déja commercialisées. D’autre part, les scientifiques se
heurtent a I'impasse des quantum dots : une importante toxicité de cette famille de
particules est relatée ne permettant pas d’envisager d’essais cliniques.

Malgré certaines déconvenues, I'avenir des nanoparticules lipidiques sera
sans doute a suivre dans les années a venir. Citons pour exemple l'efficacité des
vaccins contenant des liposomes encapsulant des ARNm dirigés contre la protéine
Spike du SARS Cov-2. Les performances de ce nouveau modéle n’étant plus a
prouver, il permettra sans doute un déploiement de cette stratégie a d’autres
pathologies.

Pareillement, nous avons relevé plusieurs tests de nanoparticules virales
mises a profit dans cet objectif vaccinal. En dépit de résultats peu convaincants dans
nos articles, cet axe de recherche n’est qu’aux prémices de son développement et
autorisera sans doute un accroissement de I'arsenal vaccinal dans les prochaines
années, en témoigne la commercialisation de VAXZEVRIA®. Bien que son efficacité
soit Ilégerement inférieure aux vaccins a ARNm, 'adénovirus délivrant la protéine Spike
reste a ce jour un excellent modele vaccinal.

De plus, nous avons par ce travail évalué la diversité des domaines médicaux
impliqués dans ces recherches. Il est vrai que certaines spécialités se détachent telles
que I'oncologie, I'infectiologie, la dermatologie ou la neurologie, ce qui est étroitement
lié au marché actuel des médicaments nano particulaires. Toutefois, beaucoup
d’autres domaines sont présents témoignant des diverses applications possibles.
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Pour finir, I'évaluation de l'efficacité des produits testés furent notre dernier
questionnement et nous avons relevé 29% d’articles permettant de conclure a I'intérét
de la vectorisation dans notre revue. Lors de notre étude, nous avons relevé 26
médicaments nano particulaires possédant une AMM a ce jour ; ce qui est relativement
faible comparativement au marché global pharmaceutique francais. Au vu des
nombreuses propriétés intéressantes des nanoparticules décrites en premiere partie,
nous pouvons raisonnablement affirmer que de multiples possibilités de
développement sont encore envisageables.

Partant de ce constat, nous pouvons émettre deux hypotheses. Soit les
conclusions des essais cliniques menées ne permettent pas d’admettre I'efficacité des
molécules testées. Soit les recherches cliniques conduites sont insuffisantes freinant
la commercialisation de nouveaux médicaments de cette famille. Nous pouvons
apporter une réponse partielle a notre premiére hypothese car le nombre d’essais
cliniques en faveur de la vectorisation dans notre revue est assez limité. Bien que ce
bilan ne soit que le reflet de notre étude portant sur 48 essais, cet argument est
malheureusement en défaveur de l'intérét de la vectorisation. Les essais cliniques
étant colteux, chronophages et incertains, linefficacité relatée dans les études
antérieures pourrait étre la raison du peu d’essais cliniques menés a ce jour avec des
nanoparticules.

Il me parait important de nuancer ces données : nos résultats ne concernent
qu’une part minime des études menées sur les nanoparticules. Comme expliqué
précédemment, l'utilisation de mots clés nommant spécifiquement une famille de
particules auraient permis d’augmenter l'inclusion d’articles, ce qui potentiellement
modifierait ce parametre.

En dépit d’un résultat pouvant paraitre décevant, il est a noter que ceux-ci
peuvent permettre des avancées majeures dans le traitement de certaines maladies.
Pour exemple les articles traitant de 'amyloidose a transthyrétine montrant une
diminution significative de la tranthyrétine ou encore l'augmentation de la survie

globale des patients atteints d’'un cancer du sein métastatique sous ABRAXANE®.

Suite a cette revue systématigue, nous avons pu mettre en évidence que peu
de nanoparticules se retrouvent en essais cliniques et que la plupart des articles
répertoriés s’articulent autour d’études fondamentales, pré cliniques ou de domaines
hors médicaux. Nous avons de méme remarqué l'omniprésence actuelle des
particules lipidigues dans ces études, accompagnées des nano cristaux sur le marché
pharmaceutique.

Dans la partie suivante, nous aborderons I'historique, les caractéristiques, et
les procédés de fabrication. Pour finir, les applications des liposomes et des
nanocristaux seront discutes.
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3*ME PARTIE : LES PRINCIPALES FAMILLES DE
NANOPARTICULES PRESENTES EN RECHERCHE
ET SUR LE MARCHE FRANCAIS

. Les Liposomes

1. Historigue, description et composition

Lors de ses observations des phospholipides présents dans la Iécithine d’ceuf,
le Dr Alec Douglas BANGHAM (126) découvre ces particules en 1965. Ses études
décrivent la formation spontanée d’une bicouche lipidique visible uniquement avec les
liposomes. Cette caractéristique est due a l'orientation des parties hydrophobes vers
I'intérieur des membranes devenant inaccessibles pour I'eau et des tétes polaires vers
le solvant (Figure 11). Il remarquera par la suite que ces vésicules sont capables
d’inclure dans leur compartiment aqueux divers principes actifs.

Hydrophilic

Head groups Hydrophilic Head

Hydrophobic Tail

* Hydrophilic solute

Figure 11. Représentation schématique de liposomes.

Décrites comme des particules de formes irrégulieres (sphériques, tubulaires
ou ovoides) et de tailles variables allant de 30 nm & 10 um, celles-ci différent des
micelles (monocouche de phospholipides) de bas poids moléculaire de par la
formation d’une vésicule fermée composée d’une bicouche phospholipidique entre 2
compartiments agueux.

Les différents types de liposomes sont caractérisés par la structure de leurs
membranes : une seule bicouche pour les SUV (Small Unilamellar Vesicle) et les LUV
(Large Unilamellar Vesicle) ou plusieurs bicouches consécutives soit ordonnées pour
les MLV (Multilamellar Vesicle) soit désordonnées avec les MVV (Multivesicular
Vesicle) (Figure 12).

Cette structure particuliere constitue un excellent vecteur médical (127) que le
principe actif soit hydrophile ou hydrophobe. En effet, le compartiment aqueux au
centre des vésicules ou la bicouche phospholipidique en périphérie rendent possible
la vectorisation quelles que soient les propriétés chimiques des médicaments.
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Figure 12. Observation en cryomicroscopie électronique et représentation schématique des
différents types de liposomes.

Historiguement composés de phospholipides tel que la phosphatidylcholine
provenant de I'ceuf ou du soja, des optimisations sont apparues au fur et a mesure
avec en premier lieu la substitution par des lipides semi-synthétiques utilisés dans le
domaine médical comme le 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC), le
1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DSPC), ou encore le 1,2-dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine (DOPC).

A ces phospholipides peut étre intercalé entre les chaines hydrophobes du
cholestérol afin de stabiliser la membrane lors du contact avec le compartiment
plasmatique. De plus, ce dernier optimise les facultés d’encapsulation de principes
actifs (127). Il existe toutefois des liposomes élaborés sans cholestérol donnant de
bons résultats (128).

Pour finir, beaucoup de liposomes en cours de développement ou sur les
marchés ne peuvent étre resuspendus aprés lyophilisation. L’ajout de poly(éthyléne-
glycol) ou de lipides pegylés limite I'agrégation des liposomes (129) et présente donc
un intérét certain concernant la logistique de ces médicaments.

2. Caractéristiques des liposomes

Schématisés sur la figure 13, les phospholipides employés font partie de la
famille des phosphoglycérides et contiennent une queue apolaire ainsi qu'une téte
polaire.

La queue hydrophobe est composée d'un squelette de glycérol invariable et
de deux acides gras de longueur variable allant majoritairement de 14 a 18 carbones
non nécessairement identiques en position 1 et 2 du glycérol. On retrouve en position
3 la téte hydrophile constituée d’'un phosphate estérifié par des groupements polaires
divers telles que la choline, I'éthanolamine, la sérine, le glycérol ou encore l'inositol.
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Figure 13. Schéma des phospholipides.

Lors de la synthese du liposome, il sera accordé un soin particulier au choix
du phospholipide majoritaire. Sa composition chimique, la longueur des chaines des
acides gras et le nombre d’insaturations influenceront fortement la température de
transition de phase ce qui modifiera les conditions de synthese.

De plus, ce choix faconnera les propriétés finales de la particule, notamment
le potentiel zéta de surface des liposomes, parametre non négligeable lors des
interactions cellulaires. Les alternatives proposées permettront d’envisager le ciblage
de certaines populations cellulaires ou auront un usage plus propice a certaines
applications.

2.1. Température de transition de phase (TC)

La température de transition de phase est un paramétre thermodynamique
correspondant au point thermique au-dessus duquel le gel préparé passe d'un état
ordonné a un état liquide désordonné. Celle-ci est dépendante de la taille de la chaine
d’acide gras (augmentant avec le nombre de carbones) et du degré d’insaturation
(diminuant avec le nombre de doubles liaisons entre les carbones composant cette
chaine) (128).

Ce parametre a toute son importance car il est impératif de conserver la
température de la préparation au-dessus de la TC durant toute I'étape de synthese.
De plus, la TC influence aussi la libération du PA avec une tendance a la conservation
lorsque la TC est élevée (129).

2.2. Charge de surface et groupement de téte

Différents groupements agissent sur le potentiel zéta des liposomes : neutres
dans le cas de la phosphatidylcholine ou la phosphatidyléthanolamine ou négatifs avec
la phosphatidylglycérol et phosphatidylsérine.

La phosphatidylsérine peut étre reconnue par les cellules phagocytaires (130),
faculté intéressante lorsque I'on choisit de cibler cette population cellulaire particuliere.
Il est toutefois remarqué que cet ajout peut induire de nombreux effets indésirables
tels que vasoconstriction, hypertension artérielle pulmonaire, dyspnée, leucopénie,
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thrombocytopénie (131). Ces observations toxicologiques peuvent étre généralisées
aux autres lipides anioniques.

Les lipides cationigues ne sont pas exempts de phénomenes toxiques souvent
liés a la clairance de ces liposomes par les cellules immunitaires (132). Dans ce cadre,
d’autres applications sont envisageables : les DOTMA (N-[1-(2, 3-dioleyloyx) propyl]-
N-trimethyl ammonium chloride) sont des lipides de synthése spécialisés dans la
vectorisation de genes. En fusionnant facilement avec les membranes plasmiques ou
endosomales, ces particules sont capables de déposer 'ADN ou les siRNA au niveau
cellulaire (133).

Concernant ces toxicités, le recours aux PEG entourant les liposomes permet
de limiter ces effets et de diminuer la clairance du liposome aprés une administration
IV (135). Ces propriétés ont d’ailleurs déja été mises a profit pour la vectorisation
d’anthracyclines que nous étudierons dans la derniére partie.

2.3. Degré de saturation

Le degré de saturation est aussi a considérer car la stabilité du produit final
diminue avec l'augmentation des insaturations des chaines carbonées tout en
augmentant le risque d’oxydation.

Dans le but de résoudre ces problémes de stabilité, les lipides d’origine
naturelle initialement sélectionnés dans [I'élaboration des liposomes ont tres
rapidement été substitués par des lipides de synthése présentant moins
d’insaturations.

3. Méthodes employées dans la fabrication des liposomes

La fabrication des liposomes est constituée de 4 étapes (Figure 14)
comprenant de multiples techniques possibles modifiant in fine les propriétés des
nanoparticules obtenues.
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Etape 1
Mise en solution des lipides

!

Etape 2
Hydratation / Encapsulation passive

Hydratationde Elimination de Injection de
film lipidique détergeant solvant

Etape 3
Calibrage

[ Extrusion ] [ Microfluidisation ][ Sonication ]

Etape 4
Encapsulation
Active

Gradientde pH
Gradient de
force ionique

Equilibrage
Passif

Figure 14. Techniques conventionnelles pour la fabrication des liposomes.

Selon la méthodologie choisie, les principes actifs sont encapsulés
passivement avant que le liposome soit formé ou de fagon active lorsque le liposome
est déja existant via la création de gradient de pH, de force ionigue ou de
concentration.

Les phénomenes actifs sont certes plus efficaces mais sont aussi beaucoup
plus complexes et colteux a mettre en place a I'échelle industrielle. C’est pourquoi
nous retrouvons surtout des encapsulations passives dans les process industriels en
ajoutant le médicament soit dans la phase aqueuse soit dans les lipides selon son
hydrophobicité lors de la premiere étape ou de I'hydratation du film lipidique en
seconde étape.

Plusieurs variables influencent la capacité d’encapsulation de chaque
liposome et nécessitent une mise au point des les étapes de fabrication.

Le volume d’encapsulation en lien avec la quantité de lipides présente en
solution calculé en rapportant le diametre de chaque vésicule au nombre de liposomes
par umol de lipides est un parametre a ne pas sous-estimer.
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La quantité de médicament contenue dans le liposome a la fin de I'opération
sera inférieure a celle théorique due au fait que I'eau pénétre plus rapidement dans
les vésicules en formation que le soluté (136). Enfin pour une meilleure distribution du
soluté, on utilise la méthode de gel / dégel a répétition avec une température de dégel
inférieur au TC du phospholipide majoritaire (137).

Pour la suite de cette partie nous détaillerons les différents processus
d’hydratation et de calibrage les plus rencontrés dans la conception de liposomes.

3.1. Hydratation de film lipidique

La premiére étape consiste classiquement en la solubilisation de lipides
anhydres dans un solvant organique comme le cyclohexane ou le chloroforme.
Certains lipides nécessiteront I'ajout d’éthanol ou de méthanol pour obtenir une
dissolution compléte. Cette solution subira par la suite une étape d’évaporation
permettant d’obtenir un film lipidique exploitable dans [I'étape d’hydratation
indispensable a la formation spontanée de liposomes.

En hydratant le film lipidigue avec une phase aqueuse composée d’eau
distillée ou de tampon particulier, on obtient spontanément des liposomes de
morphologie variable lorsque la température est au-dessus de la TC. Controler la
température, le temps d’hydratation, la vitesse d’agitation, le pH de la solution, la force
ionique, la concentration et la charge des lipides est indispensable pour obtenir des
MLV homogenes.

Pour exemple, une solution de lipides chargés produira naturellement des
MLV de petites tailles pouvant méme devenir des LUV aprés traitement mécanique
lors de I'étape de calibrage (126).

3.2. Elimination de détergent

La solubilisation des phospholipides s’effectue ici grace a des détergents tels
que le Triton X-100 ou le Tween 20 permettant d’obtenir une solution limpide de lipides.
La quantité introduite sera ajustée au-dessus de la concentration micellaire critique
propre aux tensio-actifs conduisant a la formation de micelles (134).

En éliminant progressivement par évaporation le détergent, les micelles
s’organisent, se chargent en phospholipides et forment des liposomes uni lamellaires.
Contrairement au procédé d’hydratation de film lipidique, les étapes de calibrage ne
sont pas obligatoires mais une dialyse ou une chromatographie d’exclusion est
nécessaire pour éliminer les résidus de tensio-actifs (135,136).

3.3. Injection de Solvants Organiques

Dans cette méthode, la phase organique contenant les phospholipides dissous
dans I'éthanol est introduite a I'aide d’une seringue dans de I'eau sous agitation (137).
Lors de cette synthese, la température doit étre maintenue au-dessus de la TC pour
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former par précipitation des fragments de bicouches lipidiques s’assemblant pour
constituer des liposomes (138) puis une évaporation est opérée pour supprimer toute
trace de solvant. De méme que précédemment, ce processus ne nécessite pas
d’étapes de sonication, d’extrusion ou de micro fluidisation.

La simplicité de ce systeme et sa polyvalence pour encapsuler de nombreuses
substances hydrophobes ou hydrophiles sont des arguments en faveur de son
utilisation. De plus, la reproductibilité des résultats obtenus, son faible colt et la
possibilité d’'un déploiement a I'échelle industrielle accentuent l'intérét de cette
technique.

3.4. Sonication

La sonication est un moyen tres simple et couramment employé en laboratoire
pour réduire la taille des MLV obtenus aprés hydratation du film lipidique. On utilise
pour cela des ultrasons de fréquences comprises entre 40 et 500 KHz induisant une
pression sur I'échantillon de liposomes. Cette force exercée de fagon cyclique toutes
les 20 secondes pendant 10 & 15 min sur les liposomes conduit a la cassure de ceux-
ci en vésicules uni lamellaires de diametre inférieur a 150 nm.

Dans cette optique, on recourt a 2 appareils : soit un bain a ultrasons dans
lequel est déposé I'échantillon a sonicer, soit une sonde a ultrasons introduite dans la
solution de MLV.

Le résultat final étant conditionné par la composition en lipides, leur
concentration, la température, le volume d’échantillon, la durée des cycles de
sonication, la fréquence des ultrasons appliquée (139) ; il n’est pas rare d’obtenir des
échantillons Iégérement différents d’'une production a l'autre.

D’autres inconvénients sont a déplorer avec un risque de dégradation a la fois
des phospholipides composant les liposomes mais aussi du PA encapsulé. De plus,
recourir aux sondes a ultrasons composées de titane nécessite une filtration de
I'échantillon a I'aide d’'une membrane de 0,45 pym afin de s’assurer de I'absence de
particules métalliqgues dans le produit commercialisé (140).

Enfin, 'hétérogénéité des populations de SUV dans la solution finale rend
difficile 'estimation de la capacité d’encapsulation (141). Cette derniere étant corrélée
au faible volume du compartiment aqueux des liposomes, elle peut donc étre variable
selon les échantillons.

3.5. Extrusion

L’extrusion est une alternative permettant la transformation de MLV en LUV ou
SUV. Pour ce faire, deux dispositifs basés sur le méme principe sont possibles.

Dans le premier cas, une suspension de liposomes traverse sous 10 a 20 bars
de pression des membranes de polycarbonate permettant [|'obtention des
nanoparticules de taille avoisinant le diametre des pores (139,142). En passant a
travers des membranes successives de porosité décroissante, les vésicules se
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rompent et se réarrangent spontanément conduisant a I'homogénéisation des
liposomes en solution. L’inconvénient majeur est la faible capacité d’encapsulation
pour les mémes raisons que précédemment.

Dans la seconde possibilité, les MLV subissent de multiples cycles d’injection
sous un gradient de pressions allant de 200 a 2000 bars dans une chambre de presse
de diametre calibré (143). Contrairement a la sonication, la presse de French ne
dégrade pas les liposomes mais provoque une forte hausse de la température de
I’échantillon lors de son extrusion ce qui peut étre limitant pour les PA thermosensibles.

3.6. Microfluidisation

Le Microfluidizer® est une technologie plus récente dans lequel les MLV
traversent un filtre de 5um de diamétre sous 700 bars de pression. Le flux
d’écoulement est ensuite guidé vers deux canaux en Y et aboutissent dans une
chambre dans laquelle la haute vitesse des particules provoque des impacts entre
liposomes (Figure 15). Ces interactions réduisent leurs tailles et forment de petites
vésicules homogénes apres de multiples passages (144).

La microfluidisation est bien plus onéreuse que les précédentes alternatives
mais les avantages sont nombreux et les inconvénients tres limités. De grands
volumes de liposomes sont synthétisés dans des conditions stériles, de fagon continue
et reproductible. La taille moyenne des liposomes peut étre ajustée selon le nombre
de cycles sélectionné. Contrairement aux autres procédeés, les solutés ne sont pas
exposes aux ultrasons, ni aux détergents ou aux produits organiques pouvant les
altérer (145). De plus les capacités d’encapsulation des PA sont parmi les meilleurs
rendements releveés.
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d’interactions

Small Unilamellar
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Figure 15. Schéma d’un Microfluidizer®.
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4. Conservation des Liposomes

Lors de la phase de post production, ces nanoparticules sont soumises a des
problématiques d’agrégation et de dégradation altérant I'intégrité des liposomes tant
d’'un point de vue physique que chimique. Pour contrecarrer ce souci, la conservation
sous forme congelée ou lyophilisée fut envisagée.

4.1. Stabilité des liposomes

D’un point de vue physique, les forces de Van Der Walls provoquent la
formation d’agrégats augmentant la taille et I'hétérogénéité des veésicules en solution.
Afin de prévenir la manifestation de ce phénomene, 'emploi de phospholipides positifs
ou négatifs augmente les charges électrostatiques répulsives entre chaque liposome
(146) réduisant I'effet des forces attractives.

Pareillement, nous pouvons mentionner 'ajout de cholestérol ou de polyméres
de polyéthyléne glycol a leur surface servant de stabilisant. En empéchant les contacts
inter particulaires par encombrement stérique, ce greffage accroit non seulement la
stabilit¢ de la suspension mais limite aussi les interactions avec les molécules
d’opsonines présentes dans le compartiment vasculaire ralentissant la clairance des
liposomes pegylés (147,148).

La seconde problématique détectable concerne l'altération chimique des
phospholipides bouleversant I'intégrité de la bicouche phospholipidique occasionnant
la libération du PA encapsulé.

La peroxydation des phospholipides (Figure 16) est une réaction catalytique
conduisant a la formation de corps radicalaires par oxydation des chaines d’acides
gras polyinsaturés. Pour réduire ces réactions, des chaines d’acides gras saturés sont
sélectionnées. Ces interactions étant activées par les rayons UV, en présence
d’oxygéne et de chaleur (149) ; les industriels conditionnent les produits sous argon et
favorisent le stockage a 4°C a 'abri de la lumiére.

Des réactions d’hydrolyse des liaisons esters peuvent survenir libérant dans
le milieu I'acide gras et un lysophospholipide. Une seconde hydrolyse est possible au
niveau de liaison ester entre le phosphate et la molécule polaire conduisant a la
synthése d’un acide glycérophosphorique (Figure 17) modifiant fortement la
configuration du liposome (150). Cette réaction étant altérée par des changements de
pH et de température, la stabilisation de la solution a un pH neutre et le stockage a
4°C limitent de la méme facon que précédemment la survenue de ces réactions (151).
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Figure 16. Réaction de peroxydation des acides gras.
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Figure 17. Réaction d’hydrolyse des phospholipides.

4.2. Lyophilisation des liposomes

Comme décrit dans le tableau VII, 6 médicaments sont actuellement sur le
marché francais sous forme liposomale. L’industrie pharmaceutique a donc dd
garantir I'intégrité de ces médicaments sur les durées de stockage énoncées de sorte
qu’il fut nécessaire d’apporter des réponses aux problématiques évoquées ci-dessus.
Pour ce faire, des procédés de lyophilisation retirant 'eau contenue dans les produits
en 3 étapes ont été évoqués (152).

La congélation est une phase de dessiccation obligatoire permettant de
transformer 'eau de I'état liquide a solide. En passant a I'état cristallin, le solvant se
sépare des liposomes pour former de la glace, le soluté se cryoconcentre alors au sein
d'une phase visqueuse jusqu’a solidification compléte. Cette partie implique une
congélation lente dépendante des volumes, a une température précise comprise entre
-80°C et -20°C selon un temps défini afin de ne pas dénaturer les produits.

A cette étape, I'eau encore présente dans I'échantillon doit étre sublimée
progressivement. Pour soustraire la glace du médicament, le lyophilisateur transforme
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I'eau solide vers un état gazeux sans transition sous forme liquide en appliquant dans
une chambre en basse pression une température négative. Lors de ce « séchage
primaire », la température de la chambre est maintenue constamment en dessous de
la température de collapse (153) pour ne pas effondrer la structure de la partie séche
devenue poreuse en soustrayant I'eau et ainsi maintenir son intégrité lors de la
réhydratation.

A la fin de la sublimation, 'humidité est de I'ordre de 10 a 20% nécessitant une
période de dessiccation secondaire aussi appelée « désorption ». L’objectif de cette
étape étant de retirer I'eau liquide adsorbée a la surface des pores garantissant la
stabilité du produit au long cours. A cet effet, la température des surfaces dans le
lyophilisateur est augmentée graduellement en vue de se rapprocher de la
température de collapse et ainsi éliminer 'humidité résiduelle (153). Bien que la
sublimation puisse prendre plusieurs jours, le séchage secondaire est quant a lui plus
rapide de I'ordre de quelques heures.

En traitant les suspensions liposomales par lyophilisation, nous outrepassons
ces problématiques de conservation. Néanmoins, cette étape supplémentaire peut
apporter d’autres problémes.

L’étape de congélation est une phase critique du processus astreignant les
industriels a d’abondantes mises au point. Mal conduite, celle-ci peut engendrer la
formation de cristaux de glace au sein de la bicouche phospholipidigue modifiant sa
structure. Dans un second temps, la déshydratation peut étre responsable de
phénoméne de fusions interparticulaires formant des agrégats et altérer ou provoquer
un relargage du PA encapsulé.

Pour préserver les caractéristiques initiales des liposomes, l'ajout de
cryoprotecteur comme des sucres (154) (tréhalose, mannitol, dextrose, saccharose)
ou de glycérol (155) en amont de la lyophilisation atténue ces complications. Lors de
I'étape de déshydratation les molécules d’eau comprises entre les tétes polaires des
phospholipides sont lentement substituées par le cryoprotecteur (Figure 18.E)
maintenant un espace entre chaque phosphate ce qui limite les forces de Van Der
Walls. Lors de la reconstitution, les liposomes conserveront leurs aspects originels
(Figure 18.F). Comparativement, la congélation sans ajout de polyosides ne bloque
pas les forces attractives (Figure 18.B) se traduisant par des défauts de conformation
lors des étapes de séchage visible lors de la réhydratation du lyophilisat (Figure 18.C
et D).

Cette alternative a d’ailleurs été envisagée lors de la recherche portant sur la
vectorisation des anthracyclines par des liposomes afin de stabiliser le médicament
lors de son stockage (156) abordé en 4¢™€ partie.
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Figure 18. Schéma de la lyophilisation avec et sans cryoprotecteur (157).

5. Domaines d’application des liposomes

Malgré des débouchés dans diverses industries non médicales telles que
I'agro-alimentaire pour optimiser la délivrance d’arbmes, d’exhausteurs de golt (144)
ou le textile pour maintenir plus longuement les couleurs des tissus (158) ; les
liposomes sont les nanoparticules les plus étudiées a ce jour dans la délivrance de
PA. Les possibilités de cette plateforme abondent et avec uniguement 6 médicaments
sur le marché Francais, nous pouvons aisément affirmer que nous ne sommes qu’aux
prémices de cette technologie.

Bien des difficultés sont & surmonter lors de ces recherches mais la propriété
la plus intéressante est sans nul doute I'ajout de ligand ou de protéines sélectionnées
a leur surface permettant des interactions avec des récepteurs préalablement choisis
ou des cellules immunitaires présentes sur le site d’intérét (159). La protection des PA
encapsulés vis-a-vis de la dégradation prolongeant ainsi sa demi-vie ou encore la
diminution d’évenements indésirables en limitant l'impact aux sites souhaités
paracheveront ce tableau. Pour finir, 'extravasation préférentielle des LUV au niveau
des réseaux vasculaires perturbés en font des armes particulierement efficaces pour
atteindre les tumeurs ou I'angiogenése est anarchique (160).

5.1. Oncologie

Tres prometteuses, les recherches en oncologie ont d’ores et déja abouti a la
commercialisation de la Doxorubine liposomale sous forme non pegylée (MYOCET®
dont TAMM a été retirée en 2020) et pegylée (CAELYX®). Ce modele particulier
d’anthracycline a été mise sur le marché afin de diminuer le risque de cardiomyopathie
induite par la délivrance du principe actif non vectorisé dans le myocarde (161).

Aux Etats-Unis, la Vincristine (OPTISOME®) a été approuvée par la FDA dans
le traitement des Lymphomes Non Hodgkiniens et de la Leucémie Aigue
Lymphoblastique. Il en est de méme pour la Cisplatine (LIPOPLATIN®) qui présente
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une efficacité supérieure dans le traitement des adénocarcinomes pulmonaires non a
petites cellules tout en ayant un meilleur profil de sécurité (162).

5.2. Infectiologie

Les antiinfectieux sont aussi concernés avec l'exploitation de ’Amphotéricine
B liposomale (AMBISOME®) a travers le monde depuis plus de 20 ans avec des
résultats qui ne sont plus a démontrer.

Sous ATU depuis de nombreuses années, la Haute Autorité de Santé a émis
un avis favorable cette année au remboursement de I’Amikacine (ARIKAYCE®) dans
le traitement des infections pulmonaires causées par Mycobacterium avium chez
'adulte. Ce médicament était initialement développé pour les patients atteints de
mucoviscidose infectés chroniquement par Pseudomonas Aeruginosa (163).

5.3.  Immunologie

Lors de maladies auto-immunes, les cytokines pro inflammatoires augmentent
la perméabilité capillaire au niveau des sites touchés rendant I'accumulation de
liposomes possible. Cet effet délétére peut étre mis a profit pour augmenter le temps
de résidence des glucocorticoides vectorisés ce qui accroit inéluctablement I'action
anti inflammatoire (164).

De plus, les liposomes anioniques adhérent plus facilement au niveau des
muqueuses enflammées, ce qui est un marqueur de choix pour les maladies
inflammatoires chroniques de I'intestin (165).

Les propriétés décrites précédemment sont tout aussi intéressantes dans le
domaine vaccinal. En ajoutant entre les phospholipides des ligands reconnaissables
par les cellules présentatrices d’antigénes (CPAg), le temps de résidence de ces
nanoparticules autour de ces cellules est augmenté et I'on dépose ainsi
spécifiqguement leur fraction antigénique au cceur méme de la cellule initiatrice de
limmunité adaptative.

Pour parfaire cet effet, une action immunomodulatrice est aussi envisageable
en sélectionnant certains lipides (166). Lors du contact avec les CPAg, les
nanoparticules sont endocytées, dégradées dans les endosomes acides, puis le
peptide cible est classiquement associé au complexe majeur d’histocompatibilité de
type Il pour étre présenté aux lymphocytes T puis induire la réponse B mémoire.
Suivant ce concept, TEPAXAL (virus de I'hépatite A inactivé par la formaline) a été
accepté par la FDA et présente 90% de séroprotection 2 semaines apres une injection
(167).

5.4. Analgésie
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Dans le traitement de la douleur par opioides, on dénombre seulement 24
essais clinigues menés depuis 2010 portant principalement sur 'administration de
Bupivacaine sous forme liposomale en post-opératoire. Malheureusement, les
résultats de cette formulation sont controversés : certaines études affirment qu'une
diminution de prise d’opioides est constatée en péri-opératoire comparativement au
groupe traité par la forme non vectorisée (168) et d’autres démontrent le contraire
(169).

5.5. Imagerie

Les liposomes peuvent aussi étre envisagés pour délivrer des PA a but
diagnostique. En imagerie, les liposomes pegylés ont de méme été testés pour
déployer des atomes métalliques dans les sites a marquer et ainsi accroitre 'intensité
et les contrastes des signaux détectés. Qu’il s’agisse de I'lRM (170) ou des analyses
par TEP menées chez Il'animal (171), ces alternatives présupposent des

développements intéressants dans les années a venir en remplacement des
nanocristaux d’oxydes de fer.

5.6. Thérapie génique

Dans notre premiére partie, nous avions évoqué la délivrance d’acides
nucléiques par les liposomes. L'intérét premier de cet emploi réside dans la
pénétration cellulaire facilitée des liposomes tout en protégeant le matériel génétique
des nucléases cytoplasmiques. De plus, les liposomes ne produisent pas de réactions
pro inflammatoires, sont faciles a produire et encapsulent une grosse quantité d’acides
nucléiques. Toutefois, I'association avec un acide nucléique peut induire une réponse
via les TLR et recourir aux lipides cationiques réputés pour avoir la meilleure
association est plus toxique.

Méme si peu d’essais cliniques sont menés, les résultats peuvent étre
prometteurs concernant la mutation du gene CFTR dans la mucoviscidose (172), les
déficiences en alphal anti trypsine (173), ou encore la délivrance de vecteurs
d’expression de VEGF dans la revascularisation post angioplastie coronaire (174).
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[I. Les Nanocristaux

1. Historigue et description

Les premieres descriptions des nanocristaux furent publiées a la fin des
années 70 par le Dr Alexey EKIMOV (175), pionnier des travaux portant sur les
quantum dots. Initialement étudiés pour leurs propriétés optiques étonnantes a savoir
gue ces nanoparticules possedent une fluorescence intrinseque liée au diametre de la
particule (176) ; ce ne sera que plus tard que l'industrie pharmaceutique s’intéressera
aux capacités de dissolution de cette forme.

Ces nanoparticules sont définies comme des structures organisées dont les 3
dimensions sont comprises entre 1 et 1 000 nm et de morphologie variable (sphérique,
cylindrique, cubique, tubulaire, polygonale) leur conférant des propriétés physiques
particulieres.

Cependant, la majorité des médicaments sur le marché sont calibrés entre 200
et 500nm, ce paramétre étant en partie influencé par la voie d’administration et la cible
du principe actif. Composés uniquement de principe actif non dispersé dans une
matrice quelconque, les nanocristaux sont donc I'une des plus simples nanoparticules
a synthétiser. Afin de consolider cet ensemble, des agents stabilisants tels que des
polyméres ou des surfactants peuvent étre ajoutés en périphérie du cristal (177).

2. Intéréts de ces nanoparticules

Contrairement aux liposomes décrits précédemment, les possibilités de
développement des nanocristaux sont relativement pauvres. Néanmoins, l'intérét
majeur de cette formulation réside dans I'augmentation de la solubilité du principe actif
(177).

Depuis une trentaine d’années, l'industrie pharmaceutique a di faire face a
I'hydrophobicité des médicaments nouvellement découverts ; on estime que plus de
70% des principes actifs récents présentent une faible solubilité dans les solvants
agueux. Forte heureusement, ces découvertes sont pour la plupart classées en niveau
Il du systeme de classification biopharmaceutique correspondant a une faible solubilité
mais une forte perméabilité. Par conséquent, en rendant la molécule soluble, on
augmente conjointement la biodisponibilité du médicament ce qui en font des
candidats parfaits a la formation de nanocristaux.

Contrairement aux médicaments de niveau Il, les molécules de niveau IV
présentent une faible perméabilité et une faible solubilité. Ces propriétés minimisent
I'impact de la cristallisation car résoudre I'insolubilité n’augmente pas la biodisponibilité
absolue.

Lors de ce changement de conformation, nous avons expliqué dans la
premiere partie que la vitesse de dissolution était dépendante de la surface de contact
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avec le solvant. Ce parametre inversement corrélé a la surface de contact est régi par
'équation de Noyes et Whitney ; or celui-ci est représentatif de la physique des
particules de taille supérieure a 200 nm. Pour des diametres moyens avoisinant
100nm, laugmentation de solubilité est fidélement modélisée par I'équation de
Freuchlich-Ostwald (178,179) et ce résultat est comparé avec le résultat obtenu avant
le processus de nanonisation.

2yM
S =S, X erPRT

S = Solubilité de la particule

S~ = Solubilité de saturation d’un cristal de taille infinie
y = tension de surface (Kg.s?)

M = masse molaire (g.mol?)

r = diamétre moyen de la particule (m)

p = densité

R = constante des gaz parfait (J.mol1.K1)

T = température (Kelvin)

Réduire la taille des principes actifs a I'’échelle nanométrique augmente la
dissolution de ce produit mais diminue de concert I'impact du bol alimentaire sur le
profil pharmacocinétique des médicaments (180). Citons pour exemple le Fénofibrate
dont la concentration plasmatique est habituellement dépendante du moment de
prise et qui s’affranchit de ce parameétre lors de la nanonisation du principe actif (181).

De nombreux médicaments sont ainsi de bons candidats a la cristallisation :
gu’ils s’agissent de principes actifs a faible marge thérapeutique comme les
immunosuppresseurs ou encore de produits liposolubles nécessitant une
administration lors de repas ; cette alternative minimise les variations plasmatiques a
jeln et post prandial.

Toutefois, cette technique n’est pas efficace pour tous les produits testés et
de meilleurs gains de solubilité sont relatés quand ceux-ci possedent un poids
moléculaire éleve, une solubilité initiale inférieure a 200 pg/ml et une stabilité
importante marguée par une température de fusion la plus haute possible (182)

3. Méthodes employées dans la fabrication des nanocristaux

Differents procédés de synthese sont possibles pour obtenir ces
nanoparticules. Suivant le process de fabrication « Top Down », les industriels partent
d’'une grosse particule pour calibrer le produit final selon la taille souhaitée par broyage
ou homogénéisation a haute pression. En opposition, la méthode « Bottom-Up » de la
précipitation contre solvant permet de construire une structure complexe en partant
d’une simple molécule.
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3.1. Dispositif « Top-Down » : broyage

La technique d’origine utilisée pour obtenir des nanocristaux fut le broyage.
Concept simpliste, ce traitement réduit la taille de grosses particules grace a I'action
d’'une force mécanique exercée sur une solution contenant le principe actif solubilisé.
Dans cette optique, le broyeur a billes (Figure 19) est le plus souvent adopté car le
résultat obtenu avec cette alternative présente la granulométrie la plus faible possible
(183).

Bien que ce processus soit facile a mettre en place et reproductible, de
nombreuses données sont & évaluer pour recueillir le produit souhaité. Nous pouvons
citer entre autres la concentration initiale en médicament, la quantité, la composition
et le diamétre des billes introduites dans le mélange, la vitesse de rotation, la durée
du broyage et la température de la chambre de broyage. Initialement, le broyage
s’effectuait pendant plusieurs jours a des vitesses de I'ordre de 100 révolutions par
minute (30) ; lors des productions actuelles, les délais sont raccourcis a quelques
heures pour des vitesses possibles de plusieurs milliers de révolutions par minute
(184).

Water-cooled
stationary tank

Cooling water
outlet

Cooling water
intlet

Steel balls
milling media

Stainless

Rotating impell
steel vial AN IMpesied

Figure 19. Broyeur a billes.

L’avantage principal de cette méthode est de s’affranchir de l'insolubilité des
médicaments dans les solvants aqueux ou organiques.

Toutefois, cette technologie présente quelques inconvénients avec tout
d’abord une taille limite des particules que le broyeur ne peut physiquement pas
surpasser. Bien que cette difficulté n’en soit pas vraiment une pour la formulation de
principe actif qui ne dépasse que rarement cette frontieére ; cet obstacle est a prendre
en compte pour les nanocristaux meétalliques souvent de dimensions inférieures a
50nm.

De méme, le phénomene de contamination par la cuve ou les billes peut
survenir due a l'augmentation de la température et aux forces de cisaillement
intervenant lors du broyage. Pour s’affranchir de cette dénaturation, des billes en
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zirconium sont employées de nos jours et les cuves sont entourées d’une couche
protectrice.

3.2. Dispositif « Top-Down » : homogénéisation a haute pression

A lI'image de la presse de French calibrant les liposomes, 'homogénéisation a
haute pression est un procédé mécanique permettant de réduire la taille des particules
en solution en appliquant une forte pression.

Pour ce faire, une pression mécanique entre 1 000 et 4 000 bars est appliquée
sur un piston connecté a un systeme clos (Figure 20) forcant le passage des particules
a travers un orifice de faible diametre. L’équation de Bernoulli ci-dessous précise que
I'écoulement des fluides reste constant sur une méme portion et que 'augmentation
de la vitesse du fluide en un point s’laccompagne de la diminution de pression en ce
point.

v> P

Constante = gz + — + —
onstante = gz + 5

g = accélération de la pesanteur (m.s2)

z = altitude en un point (m)

v = vitesse du fluide en un point (m.s1)

P = pression en un point (Pa)

p = masse volumique en un point (Kg.m-)

Ainsi, lors de I'écoulement du fluide dans cette section, la diminution du
diamétre du cylindre au niveau de la fenétre d’homogénéisation induit une
augmentation de pression dynamique ce qui produit une diminution de la pression
statique. Cette force se retrouve alors inférieure a la pression de vapeur de l'eau, le
solvant entre en ébullition formant ainsi des bulles d’air qui implosent lors du retour a
la pression normale. Cette implosion a 'embouchure de la fenétre d’homogénéisation
crée une onde de choc provoquant des cassures des cristaux de leur fait mais aussi
des collisions et des cisaillements entre les particules for¢ant le passage de principe
actif sous la forme de cristaux (185).

Dans cette technologie, I'aspect du cristal recueilli est dépendant de la
pression appliquée sur le piston mais aussi du hombre de cycles a travers la fenétre
d’homogénéisation et de la rigidité intrinséque de la substance active.

Contrairement au broyeur a billes, ce systeme nécessite une solution dans
laquelle le principe actif est soluble. Néanmoins, dans le cas ou I'eau ne peut étre
employée, le solvant peut étre remplacé par des huiles. Dans ces conditions, la
solution ne peut bouillir et la nanonisation des particules survient uniqguement grace
aux collisions et forces de cisaillement interparticulaires.

De la méme facon que lors du broyage, le souci majeur reste la contamination
par décharge de matiére provenant de 'homogénéisateur.
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Figure 20. Homogénéisation a haute pression.

3.3. Dispositif « Bottom-Up » : la précipitation contre solvant

Les techniques de précipitation peuvent concernées a la fois la synthése de
nanocristaux contenant uniguement une substance active mais aussi la formation de
nanoparticules polymériques. Le principe actif est alors dissous dans I'agent
précipitant et le polymere (polyesters, polysaccharides, polypeptides) dans la phase
saturée.

Ce procédé comporte plusieurs étapes conduisant a la formation de
nanoparticules. La réaction débute avec I'ajout du soluté au-dela de la capacité de
saturation du solvant puis se poursuit avec la phase de nucléation lors de laquelle un
agent précipitant est ajouté pour réagir avec le principe actif et former spontanément
une structure nanométrique (186). Pour finir, le soluté se diffuse dans cette
nanoparticule nouvellement formée afin de faire croitre celle-ci jusqu’aux dimensions
désirées.

Concernant la formulation de cristaux, le principe actif est tout d’abord dissous
dans un solvant organique soluble dans I'eau tel que des alcools ou cétones. Lors de
la nucléation, un mélange a haute vitesse est opéré en introduisant une grande
quantité d’eau dans le solvant ce qui provoque I'auto assemblage de nanoparticules.
Pour finir, le solvant organique résiduel est retiré par évaporation puis une nébulisation
peut survenir afin de calibrer uniformément les nanoparticules.

L’obtention de structures homogénes est fortement conditionnée par la
nucléation lors de I'adjonction de I'agent précipitant. Lors de cette phase, la constance
des parametres de mélange durant toute I'injection permet d’obtenir une concentration
équivalente en principe actif a la surface de chaque structure. Ceci permettra par la
suite de faire croitre les nanoparticules uniformément et d’obtenir une population
homogene de cristaux dans le produit final.

La limitation majeure reste la solubilité initiale du principe actif qui peut étre
minime a la fois dans I'eau mais aussi dans les solvants organiques traditionnels.
D’autres solvants peuvent étre employés mais leur élimination en fin de processus
peut étre problématique et les résidus de ceux-ci présentent souvent une forte toxicité
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rendant le lot inutilisable chez 'homme. De plus, les difficultés rencontrées lors de la
phase de nucléation due a cette faible solubilité impacte la qualité du produit final qui
présente souvent une population hétérogene de nanocristaux.

4. Conservation des nanocristaux

La difficulté principale a laquelle doit faire face les industriels reste I'agrégation
des nanoparticules obtenues apres traitement. Pour remédier a cette complication, des
stabilisants sont ajoutés lors des synthéses tels que des surfactants ou des polymeres
(187,188). Ceux-ci sont alors absorbés autour du cristal provoquant soit un
encombrement stérique (pour les surfactants non chargés et les polymeres) soit une
diminution de la réactivité électronique en périphérie (pour les surfactants ionigues).
Ces propriétés peuvent bien sar étre doubles pour certains surfactants.

L’un des points critiques lors de la formation de nanocristaux est donc I'habilité
de la nanoparticule a absorber le stabilisant a sa surface afin de conserver son intégrité
lors du stockage avant administration. Pour chaque process de fabrication, la quantité
de stabilisant nécessaire, le rendement de cette association et la méthodologie
different.

Ainsi, pour le broyage, le stabilisant doit étre associé en amont de I'opération
car des phénoménes d’agrégation peuvent survenir des le début du procédé. Pour
’homogénéisation sous haute pression, le stabilisant n'a pas d’intérét lors de la
fabrication mais doit étre ajouté apres obtention des nanoparticules car celui-ci
allongera la durée de stockage. Dans 'approche « Bottom-Up », le stabilisant joue un
réle trés important puisqu’il permet non seulement de faciliter la nucléation mais il
augmente aussi considérablement la stabilité du médicament. Il doit donc étre dissout
dans le solvant avec le principe actif dés le commencement de la nanonisation.

Les stabilisants ioniques sont les plus performants mais leur efficacité peut
décroitre en présence d’autres charges environnantes (189). De plus certains
surfactants peuvent solubiliser le principe actif protégé et ainsi effondrer la structure
de la nanoparticule (182). Utilisables en milieux aqueux, ceux-ci sont cependant moins
efficaces pour les formes seches, formulation la plus rencontrée pour ce type de
nanoparticules.

En opposition la capacité a limiter 'agrégation des cristaux par les stabilisants
non chargés est basée sur leur aptitude a encombrer le milieu environnant. Cet effet
limite ainsi les interactions entre les particules en réduisant les forces attractives de
Van Der Walls. Pour autant, ce groupe de stabilisant est bien plus sensible aux
fluctuations de température, ce qui peut étre limitant lors de la synthese par les
dispositifs Top-Down.

5. Domaines d'application des nanocristaux

Historiquement, les nanocristaux furent les premieres nanoparticules
commercialisées dés le début des années 90. Suite a cela, de nombreux essais
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cliniques ont émergé permettant 'approbation de spécialités a travers le monde. Pour
exemple, la FDA qui depuis les années 2000, approuva a la fois les médicaments que
nous allons décrire ci-dessous mais de multiples autres principes actifs touchant la
plupart des spécialités médicales (chimiothérapies, opioides, antipsychotiques,
fibrates, iImmunosuppresseurs).

5.1. Oncologie

En France le Mégestrol (MEGACE®), progestatif indiqué dans le traitement
palliatif des cancers génitaux hormonaux dépendants, obtint son AMM en 1993.
Commercialisées initialement sous forme micronisée, ces particules de quelques
micromeétres n’étaient que peu absorbées et nécessitaient une prise alimentaire
concomitante. Bien que cette recommandation soit facile a suivre lors de pathologies
bégnines, l'altération de lappétit et la survenue de mucites dans la maladie
cancéreuse limitent la prise alimentaire et peuvent rendre inefficaces ces
médicaments.

Cette difficulté fut surpassée en recourant a une forme nanonisée de I'acétate
de Mégestrol. Dans les essais cliniques randomisés, la pharmacocinétique de cette
forme n’était pas modifiée lors d’'une administration post prandiale mais le pic
plasmatique était fortement augmenté au profit du nanocristal a jeun (190).

L’Aprépitant (EMEND®) révolutionna les soins de support en oncologie en
atténuant les nausées et vomissements des patients traités par chimiothérapie
fortement émétisantes (Sels de Platine, Anthracyclines, Alkylants, et Analogues des
bases Pyrimidiques). Ce nouveau principe actif soulageait en moyenne 1 patient sur 5
supplémentaire comparativement aux Sétrons dans les essais d’efficacité (191). A
nouveau les nanocristaux rendent possible 'administration du médicament en dehors
des repas, ce qui était inapplicable avec le médicament micronisé (192).

5.2. Immunosuppresseurs

La premiere forme de Sirolimus arriva sur le marché américain en 1999. Avec
une solubilité initiale de 2,6 pg / ml bien inférieure au 1 mg / ml primordial au
conditionnement, il fut essentiel de I'encapsuler dans une émulsion afin d’accroitre ce
parametre. Composée de phosphatidylcholine, propylene glycol et de polysorbate,
cette formulation était non seulement thermo et photo sensibles mais elle nécessitait
'usage d’une seringue dose poids lors de chaque administration afin de ne pas ingérer
de produits de dégradations (193). De nombreuses plaintes concernant le godt de ce
médicament furent également relatées par les patients. Bien que cette protestation
puisse paraitre absurde, I'administration journaliére de Sirolimus a vie pour les
personnes greffées peut étre lassante et la saveur désagréable accroit le risque de
non adhésion thérapeutique.

Cette solution fut remplacée par une forme séche de nanocristaux
(RAPAMUNE®) en 2007 obtenus apres broyage du principe actif. Cette forme soluble
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s’affranchissait non seulement du stockage a 4°C a I'abri de la lumiére et de la saveur
incommodante mais avait aussi une biodisponibilité similaire a la solution (194). La
réponse clinique était identique pour des doses de 3 a 12 mg / m2 concernant le
nombre de rejets de greffons et la survie globale des patients. Pour couronner ce
succes, la variabilité pharmacocinétique inter individuelle de la forme séche était
inférieure a celle rapportée avec la solution (195).

5.3.  Néphrologie

Commercialisé en France en 2001 sous forme de nanocristaux, le Sevelamer
(RENAGEL®) est une résine échangeuse d’ions phosphates contre des ions
chlorures. La formulation sous forme de nanocristaux fut obligatoire pour concentrer
le principe actif dans la forme seche et ainsi réduire les prises. La posologie usuelle
des nano cristaux pouvant étre de 5 comprimés par repas, il était primordial de recourir
a cette technique pour ne pas multiplier a outrance le nombre de comprimés par prise.

Ce médicament est non absorbé au niveau intestinal (196) et permet de
contrbler 'hyperphosphorémie chez le patient en insuffisance rénale chronique voire
hémodialysé. Ce parametre biologique est un facteur de risque majeur pour la
survenue d’événements thromboemboliques car il augmente la menace de
calcification des arteres ; il est donc trés important de normaliser sa concentration.

Lors des études menées avant AMM, la supériorité du Sevelamer vis-a-vis du
traitement de référence par supplémentation calcique a été démontrée dans ces 2
stades de la maladie rénale (197,198). Les premiéres études garantissaient la
diminution de ce risque (199) accompagnée d’'une normalisation du bilan lipidique
potentialisant cet effet bénéfique (200). Toutefois, I'étude CARE publiée en 2004 mit
en avant un meilleur contréle de la phosphorémie en recourant & la supplémentation
calcique (201). Depuis, plusieurs essais cliniqgues (202) ou méta-analyses (203) ont
été effectuées démontrant la supériorité ou non de ce type de chélateurs. Bien qu’étant
régulierement prescrits par les néphrologues, ce médicament fut classé en ASMR V
par les autorités de santé et ne présente donc aucune amélioration vis-a-vis des autres
spécialités equivalentes.

5.4. Psychiatrie

Plus récemment, le laboratoire NOVARTIS distribua le Methylphenidate
(RITALINE LP®) en vue datténuer les troubles déficitaires de Iattention avec
hyperactivité. Sous forme a libération immédiate, le Méthylphénidate doit étre
administré jusqu’a 3 fois par jour pour contréler les symptomes. Cette modalité peut
provoquer l'inobservance chez les enfants lors des prises du midi et impacter
fortement leurs relations sociales et leur développement.

Pour répondre a cette problématique, les industriels ont développé une forme
séche particuliere libérant la moitie de la dose sous forme nanonisée dés

'administration et le restant progressivement. L’avantage est double : ce profil de
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libération mime deux administrations consécutives mais limite aussi les fluctuations
journalieres de concentrations plasmatiques (204).
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4"ME PARTIE : L'INTERET DE LA VECTORISATION,
L’EXEMPLE DES ANTHRACYCLINES

. Introduction

1. Les spécialités a base de Doxorubicine

Bien que la premiére mention de la Doxorubicine remonte aux années 60,
cette anthracycline ne fut acceptée comme chimiothérapie qu'en 1993
(ADRIBLASTINE®) puis génériquée par les laboratoires ARROW, ACCORD et TEVA.
Dans un second temps, des formes innovantes assistées par des nanoparticules
obtinrent leurs AMM en 1998 (CAELYX®, Doxorubicine liposomale pegylée) puis 3
années plus tard (MYOCET®, Doxorubicine liposomale). Cette derniére présentation
fut malheureusement retirée du marché en 2020 ne laissant que les 2 formes
précédentes administrables aux patients. Les renseignements administratifs de ces
spécialités sont regroupés dans le Tableau VIl ci-dessous.

Tableau VIII. Renseignements administratifs des génériques de la Doxorubicine et du
CAELYX® (205,206).

DOXORUBICINE® CAELYX®
DCI Chlorhydrate de Doxorubicine
Présentations Solutions injectables pour perfusion a 2 mg/mL
Flacons de 5, 50 ou 100 mL Flacons de 10 ou 25 mL
MPEG-DSPE, Phosphatidylcholine
. Cholestérol, (NH4)2S04
Excipients NaCl, HCI, Eau PPI Saccharose, Histidine
HCl, NaOH, Eau PPI
Hypersensibilité au PA.
Myélosuppression persistante.
Insuffisance Hépatique.
Traitements antérieurs par des Hypersensibilit¢é au PA ou aux
anthracyclines a la dose maximale excipients.
cumulative.
Contre . . P
o Vaccins vivants atténués. Syndrome de Kaposi traités par
Indications . . . .
Grossesse et allaitement. interféron o chez les patients

séropositifs au VIH.

Insuffisance Myocardique.

Infarctus du Myocarde de moins
de 6 mois.

Arythmie sévere.

Conditions de - . . . . .
Prescriptions restreintes aux services d’oncologie et d’hématologie.

prescription
Co(t au flacon 13,90 euros (100 mL) 320,65 euros (25 mL)
Colt pour 200 mg 13,90 euros 1282,6 euros
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2. Caractéristiques de I'anthracycline
2.1. La Doxorubicine

La figure 21 présente la formule chimique de la Doxorubicine abrégée en
C27H290NO11 de masse molaire égale a 543 g/mol. Cette molécule composée
d’Adriamycinone apolaire et d’'une partie hydrosoluble, la Daunosamine en font une
excellente candidate a la vectorisation par des liposomes. En effet, |la partie liposoluble
interagit facilement avec la bicouche phospholipidique tout en incorporant la partie
polaire préférentiellement dans le coeur aqueux de la nanoparticule (207).

Le sel obtenu apres synthese est une poudre cristalline rouge nommeée
chlorhydrate de Doxorubicine. Ce principe actif est soluble a la fois dans I'eau, dans la
solution salée isotonique utilisée lors des préparations de poches de chimiothérapie
ainsi que dans les solvants alcooliques mais reste insoluble dans les autres solvants
organiques (208).

DAUNOMASINE

>- ADRIAMYCINONE

Figure 21. Structure chimique de la Doxorubicine.

2.2. Laforme liposomale pegylée

Le CAELYX® est une forme vectorisée d’anthracyclines par des liposomes de
seconde génération inférieurs a 100 nm de diamétre (Figure 22). Ce vecteur est
classiqguement constitué de phosphatidylcholine associé a du cholestérol puis
recouvert de meéthoxy-poly-éthyléne-glycols (MPEG) conjugués a des di-
stéaroylphosphatidyl-éthanolamines (DSPE) (209).

L’intérét des MPEG est de protéger les liposomes des interactions avec les
opsonines plasmatiques et de limiter sa clairance par les cellules immunitaires. De ce
fait la dose de molécule encapsulée est ainsi réduite pour atteindre le site tumoral. De
plus, cette configuration augmente considérablement le temps de résidence du
principe actif dans le compartiment plasmatique ce qui prolonge I'effet cytotoxique
souhaité a l'encontre des cellules cancéreuses. Pour greffer cette molécule,
'éthanolamine a été ajoutée dans le but d’obtenir un ancrage stable grace a la
formation de liaisons covalentes.
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Internal aqueous
compartment contains doxorubicin

Liposome surface
coated with PEG polymer layer

Lipid bilayer membrane
composed of HSPC: cholesterol

Figure 22. Représentation du liposome de CAELYX®,

L’encapsulation du principe actif de cette spécialité s’effectue de fagon active
par induction d’un gradient de pH sur les liposomes préformés. Pour ce faire, du sulfate
d’ammonium (NH4)2SO4 est encapsulé dans le liposome lors de la synthese, celui-ci
se dissocie alors en SO4? et NH4* qui se stabilise en molécules d’'ammoniac et un ion
H*. Cet ion hydrogéne se concentre au cceur des liposomes provoquant une
acidification du cceur hydrophile de la nanoparticule. Par la suite, le chlorhydrate de
Doxorubicine (DX-NHsCI) est ajouté dans la solution se dissociant de la méme facon
que le sulfate d’'ammonium et diffuse a travers la membrane des liposomes. Le DX-
NH2 réagit avec les ions présents dans la partie polaire pour précipiter en (DX-
NH3)2SO4 permettant une encapsulation de l'ordre de 90% du principe actif
correspondant a plus de 14 000 molécules de Doxorubicine par liposome (210).

2.3. Les indications de la Doxorubicine et du CAELYX®

Les indications de la Doxorubicine sont nombreuses (cancers du poumon, de
la vessie, de l'ovaire, de I'estomac et du sein, sarcomes, maladie de Hodgkin,
lymphomes non Hodgkinien, leucémies aigues et chroniques) comparativement au
CAELYX® (cancers du sein et ovarien, sarcome de Kaposi, myélome multiple).
Cependant, de par I'évolution des protocoles de chimiothérapie, ce principe actif n’est
plus retrouvé dans le traitement des cancers du poumon et des tumeurs infantiles.

Ce médicament étant le chef de file des anthracyclines, il fut commercialisé
bien avant la forme liposomale expliquant la multiplicité de ces indications (Tableau IX
et annexe 3). De plus, le colt insignifiant du médicament libre presque 100 fois moins
cher que celui vectorisé favorise aussi la prescription de Doxorubicine. Ce constat se
voit d’autant plus renforcé car peu de différences ont été observées sur la survie
globale des patients dans ces différentes indications.

Tableau IX. Protocoles de chimiothérapies a base de Doxorubicine (211).
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Cancers DOXORUBICINE® CAELYX®
Estomac Protocole FAMTX : 30 mg/m? /
Protocole ACP : 45 mg/m?* Protocole BC : 40 mg/m?
_ Protocole AP : 60 mg/m? Protocole CC : 30 mg/m?
Ovaire

Protocole CAP : 40 mg/m?
Monothérapie : 60 mg/m?

Protocole TC : 30 mg/m?
Monothérapie : 50 mg/m?

Protocole AC : 60 mg/m?
Protocole AT : 50 mg/m?
Sein Protocole FAC50 : 50 mg/m?
Protocole TAC : 50 mg/m?
Monothérapie : 75 mg/m?
Protocole Al : 60 mg/m?*
Protocole AD : 15 mg/m?
Protocole MAP : 75 mg/m?
Monothérapie : 75 mg/m?

Protocole VAD : 9 mg/m?
Protocole VAMP : 9 mg/m?*
Protocole VBAP : 30 mg/m?

Monothérapie : 45 a 75 mg/m?

Sarcomes Monothérapie : 20 mg/m?

Myélome Multiple Protocole BC : 30 mg/m?

Vessie Protocole MVAC : 30 mg/m? /
Maladie d Protocole ABVD : 25 mg/m?
aladie de ) 2

Hodgkin Protocole ABV : 35 mg/m /

Protocole BEACOPP : 35 mg/m?

Protocole CHOP : 50 mg/m?
Protocole ACVBP : 75 mg/m?

Protocole CA : 40 3 60 mg/m? /

Lymphome non
Hodgkinien

Leucémie Aigue

2.4. Les profils pharmacocinétiques des deux médicaments

Suite a la vectorisation, la pharmacocinétique de ce principe actif se voit
totalement modifiee et les paramétres mesurables different grandement
comparativement a la forme libre (Tableau X).

L’intérét premier de ce liposome reste I'accumulation au niveau des sites
tumoraux. Cette faculté est d’autant plus observable dans le traitement des sarcomes
ou le médicament se concentre entre 2 et 5 fois plus dans les cellules cancéreuses
comparativement aux tissus sains (212). Ce constat visible en imagerie (209) est
encore plus marqué lors des mesures des volumes de distribution de ces deux
médicaments. Qu’ils s’agissent des données de la littérature (213) ou du RCP
européen (214), ce parameétre est 100 a 400 fois plus élevé pour la forme libre. Le
volume de distribution étant révélateur de la quantité de principe actif plasmatique,
cette valeur élevée témoigne d’'une concentration plasmatique trés importante et d’un
défaut de sélectivité pour les cellules cancéreuses. Cette différence s’explique par la
conservation du principe actif dans le liposome jusqu’a son extravasation au site actif
ce qui limite théoriquement I'apparition d’effets indésirables.

La Doxorubicine est un substrat des cytochromes P450 (3A4 et 2D6) qui
transforment le principe actif originel en métabolite actif : le Doxorubicinol. De ce fait,

68



la variabilité génétique inter individuelle et I'adjonction de thérapies modifiant I'action
des cytochromes doivent étre prises en compte lors de la mise en place de ce
traitement qu’il s’agisse de la forme libre ou vectorisée.

Pour finir, I'élimination de I'anthracycline s’effectue selon un cycle entéro-
hépatique modélisée par une équation en 2 phases comportant une partie initiale de
l'ordre de quelques minutes suivie de 36 heures pour la seconde phase.
Comparativement, la forme liposomale posséde une demi-vie moyenne d’élimination
de l'ordre de 74 heures prolongeant ainsi considérablement I'effet de la molécule et
donc 'AUC a dose équivalente. Toutefois, I'accroissement de ces parametres sont
fortement corrélés au risque de Syndrome d'érythrodysesthésie palmo-plantaire (209)
dans le premier cas et a la toxicité hématologique pour 'AUC (215).

Tableau X. Parametres PK des 2 formes galéniques.

DOXORUBICINE® CAELYX®
Concnttion oo /
Clairance Plasmatique (L/h/m?) 27 +5,5 0,041 £ 0,004
Volume de Distribution (L/m?) 839 + 149 2,72 +0,120
AUC (pug/ml/h) / 590 £ 58,7
A1 demi-vie (h) 0,08 52+1,4
A2 demi-vie (h) 36 55,0 +4,8

2.5. Pharmacodynamie de la Doxorubicine

Ce groupe de principes actifs est actuellement constitué de I'Epirubicine, la
Daunorubicine, I'ldarubicine, la Doxorubicine et possedent une action cytotoxique
importante grace a leur pharmacodynamie complexe.

Cette molécule s’intercale entre les paires de bases composant la double
hélice de 'ADN ce qui bloque les ADN polymérases lors de la réplication des acides
nucléiques. L’ARN n’est alors pas transcrit interrompant le cycle cellulaire en phase S
empéchant la mitose de la cellule touchée.

Dans un second temps, ce médicament cible les topo-isomérases de type |l
responsables de coupures transitoires de 'ADN en amont de I'hélicase, enzyme
initiatrice de la séparation des brins d’ADN. En inhibant cette enzyme, des cassures
vont apparaitre dans la double hélice stoppant la réplication du génome et initiant les
étapes de mort cellulaire.

Pour finir, les anthracyclines ont la faculté de se fixer au niveau membranaire
et dinduire la peroxydation lipidique localement conduisant inexorablement a
'apoptose des cellules tumorales. Ce mécanisme génere des especes réactives a
'oxygéne a la fois au niveau mitochondrial mais aussi sur la membrane cellulaire
provoquant ainsi des dommages irréversibles de 'ADN. Bien que cette propriété soit
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intéressante pour combattre les cellules tumorales, ce mécanisme est aussi
responsable de la toxicité cardiaque constatée avec cette classe de médicaments.

2.6. Comparaison des Effets Indésirables

En confrontant les données des RCP des deux spécialités (Annexe 4 et
Tableau VIII), nous avons pu mettre en évidence des divergences concernant les
profils de sécurité. Bien que certains écarts puissent paraitre anodins dans les
pathologies cancéreuses (constipation, toux, douleur), d’autres peuvent diminuer la
survie du patient lors de sa phase de traitement (déséquilibres électrolytiques,
perturbations des bilans hépatique et rénal) et a plus ou moins long terme amoindrir la
qualité de vie des patients survivant a leur pathologie (neuropathies, céphalées,
troubles de la fertilité).

Des méta-analyses plus récentes ont montré que les fréquences des
neutropénies, d’effets indésirables digestifs et d’érythrodysesthésie palmo-plantaire
(EPP) diminuaient avec le liposome (216) alors méme que les analyses répertoriées
dans le RCP contredisaient ce propos. A savoir que l'apparition des EPP et des
mucites augmenteraient de facon dose dépendante.

Bien que de nombreux effets indésirables soient rapportés sous CAELYX®,
cette forme fut surtout développée pour diminuer le retentissement cardiaque des
anthracyclines. Et pour cause, la Doxorubicine occasionne des cardiomyopathies
gravissimes chez les patients traités. Cette affection cardiaque survenant dés lors que
la dose cumulative administrée au patient dépasse 550 mg / mz2, la posologie maximale
autorisée fut tout d’abord fixée a ce palier. Pourtant, malgré cette ligne de sécurité, les
cardiomyopathies surviennent régulierement chez les patients survivants méme en
deca de cette dose.

Si I'on croise les éléments des RCP de ces 2 spécialités, on remarque d’'une
part que la cardio toxicité n’est pas exprimée de la méme fagon (Annexe 4). D’autre
part, on observe que I'administration de la forme libre est contre indiquée chez les
patients présentant une insuffisance myocardique, des arythmies séveres ou un
infarctus du myocarde datant de moins de 6 mois alors qu’il n’en est rien pour la forme
vectorisée. Cette diminution du risque est d’ailleurs soutenue initialement par I'essai
de phase lll réalisé chez des patientes atteintes de cancer du sein métastatique (217)
et plus récemment par une méta analyse (216).

Partant de ce constat, nous nous sommes questionnés sur la fréquence
d’administration trés faible de cette nanoparticule. Depuis I'octroi de son AMM en
1998, peu d’extensions d’indication ont été envisagées et la forme libre reste a ce jour
majoritaire dans la plupart des protocoles de chimiothérapie. Bien que la survie globale
des patients ne soit pas augmentée, le bénéfice sur les événements cardiaques a été
démontré des I'étude pilote. Le CAELYX® a d’ailleurs recu une ASMR V lors de son
évaluation par la Haute Autorité de Santé justifiant ces extensions d’AMM pour
supplanter la forme libre. A cette demande pourrait s’opposer le colt bien plus élevé
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des nanoparticules qui au début des années 2000 serait recevable. Cependant, depuis
20 ans l'arrivée des anticorps monoclonaux et des CAR-T cells dans la prise en charge
des pathologies cancéreuses a révolutionné ces traitements avec des montants de
plusieurs milliers a quelques centaines de milliers deuros par poche de
chimiothérapie.

Cet argument étant maintenant irrecevable, nous souhaitions évaluer si les
différences décrites initialement sur le profil de sécurité étaient encore visibles en
population. Nous n’avons trouvé lors de nos recherches aucune étude publiée
interrogeant les bases de pharmacovigilance. Dans cette derniére partie, nous
souhaitons par une étude de disproportionnalité menée sur la base internationale de
pharmacovigilance (VigiBase) évaluer le risque d’atteintes cardiaques sous les deux
formes de Doxorubicine.

[I. Matériel et Méthodes

1. Source de données

Les fichiers de notre étude proviennent de la base internationale de
pharmacovigilance (VigiBase) gérée par I'Uppsala Monitoring Center (218). Ce projet
a l'initiative de 'OMS a pour vocation de collecter et répertorier les potentiels effets
indésirables notifiés par les professionnels de santé, les entreprises pharmaceutiques
et les patients a travers le monde. Depuis sa création en 1968, 28 millions de rapports
provenant des 149 états membres du WHO PIDM (World Health Organization
Programme for International Drug Monitoring) ont été indexés faisant de cette banque
de données le plus vaste réseau de pharmacovigilance.

Chaque rapport contient de nombreuses informations (age, genre, historique
médical, prise concomitante de médicaments) pouvant étre étudiées afin d’extraire
d’éventuels facteurs de risques. Lors de la classification de I'effet indésirable, celui-ci
est codé en suivant les dictionnaires médicaux MedDRA, WHO Drug ET WHO ICD
permettant une lisibilité mondiale.

2. Design de I'étude

Notre analyse est une étude rétrospective, observationnelle de
pharmacovigilance batie sur une recherche de disproportionnalité des effets
indésirables répertoriés dans VigiBase.

Pour ce faire, une requéte a été formulée le 2 janvier 2022 sur Vigilyse
concernant les affections cardiaques survenant lors des traitements par Doxorubicine
ou sous CAELYX®. Lors de cette recherche le terme correspondant aux « affections
cardiagques » référencé comme terme de haut niveau par le dictionnaire MedRA a été
combiné pour extraire les dossiers. Par la suite, les effets indésirables ont été
catégorisés selon les termes préférentiels dérivés.

Les données épidémiologiques des patients (age, genre, poids, taille, année
et pays de la notification, personne déclarante), ainsi que celles de l'effet indésirable
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(type de cancer, effet indésirable rapporté, dose regue pour chaque cure de
chimiothérapie) ont été extraites. Pour finir les conséquences de l'effet indésirable
(Anomalies congénitales, Décés, Engagement du pronostic vital, Incapacité
permanente, Hospitalisation ou prolongement d’hospitalisation) ont été incluses dans
cette requéte.

L’analyse de disproportionnalité est une étude cas / témoin comparant la
proportion des effets indésirables signalés pour un seul médicament a la proportion
observée dans un groupe contréle (autre médicament ou autre groupe de
médicaments) selon la formule ci-dessous. Le rapport des cotes (ROR) calculé refléte
ainsi la force de relation entre I'effet indésirable et le médicament incriminé (219).

Tableau XI. Tableau de contingence du rapport des cétes et formule dérivée du ROR (220).

axd
ROR =
bXc
El étudié Autres EI
DOXORUBICINE a b a+b
CAELYX® C d c+d
a+c a+d N

3. Analyse statistique

La distribution paramétrigue des variables quantitatives a été vérifiée
graphiqguement par le test de Shapiro Wilk puis complétée par la vérification des
coefficients de Skewness et de Kurtosis. Les variables gqualitatives sont dénombrées
et exprimées en pourcentages (n, %).

Lors des statistigues descriptives, les variables quantitatives ont été
comparées par les tests de Student et le x2 a été employé pour les variables
qualitatives.

Dans I'étude de disproportionnalité, les ROR calculés sont considérés comme
statiquement significatifs si les intervalles de confiance ne comprennent pas la valeur
1.

Dans un premier temps, la différence de notifications des effets indésirables
cardiovasculaires a été étudiée a I'aide d’une régression linéaire multivariée afin de
séparer les variables influencant les notifications depuis 1995. Pour ce faire la forme
du médicament, le type de cancer, le pays de notification, la personne déclarant I'effet
indésirable, le genre et I'dge des patients ont été introduits dans le modele.

Dans le but d’extraire les facteurs de risques des effets indésirables survenant
sous Doxorubicine, une régression logistique multivariée a été envisagée selon une

72



procédure descendante. A savoir que les variables ayant une valeur de P inférieure a
0,05 lors des analyses univariées ont été incluses dans le modele de régression final.

Les analyses ont été menées sur le logiciel SAS Studio (SAS Software, Etats-
Unis) au risque de premiére espéce de 5%. Les graphiques et tableaux sont issus du
logiciel EXCEL (Microsoft, Etats-Unis) et GraphPAD Prism 6 (GraphPAD Software,
Etats-Unis).

1. Résultats

1. Description de la cohorte étudiee

Les différentes étapes d’exclusion de notre requéte sont répertoriées dans
'organigramme ci-dessous (Figure 23). Initialement, 6 891 dossiers patients
incriminant le CAELYX® et 59 571 concernant la Doxorubicine ont été récupérés.

Aprés sélection des effets indésirables cardiovasculaires puis retrait des
doublons, des formes liposomales non pegylées (Myocet®) et des notifications
antérieures a 1995 (date de commercialisation du DOXIL® aux Etats Unis), 3 553
dossiers patients furent sélectionnés soit 3 134 pour la Doxorubicine et 419 pour la
forme vectorisée.

Les différentes données collectées sur notre cohorte sont regroupées dans le
Tableau Xl et 'on dénombre de nombreuses différences entre les deux groupes de
traitement. La quantité d’informations collectables symbolisée par le score de
remplissage étant supérieure chez les patients traités par CAELYX®, nous nous
attendrons a moins de données manquantes dans ces dossiers.

Concernant les données démographiques, les femmes sont plus représentées
dans cette étude avec 2,9 fois plus de femmes dans le groupe sous CAELYX® contre
1,5 fois dans l'autre branche. Les sujets traités par nanoparticules sont plus agés avec
un age médian de 64 ans soit 11 ans de plus que les patients sous Doxorubicine. Le
groupe sous CAELYX® est statistiquement plus grand, plus lourd mais sont traités
avec des doses d’anthracyclines par cure moins fortes. Ce propos est toutefois a
nuancer car le taux de données manquantes pour ces 3 parametres sont
respectivement de 89, 76 et 74 % limitant nos interprétations pour la suite.

Les conditions d’application du test du y? n’étant pas satisfaites pour les
variables régions, personnes déclarantes et conséquences de I'effet indésirable, nous
n’avons pas pu mener de comparaisons statistiques. Néanmoins, il semblerait que la
différence de notifications entre les 2 formes réside dans les pays d’Amérique du Sud
et d’Asie avec moins de relevés de pharmacovigilance pour le CAELYX®. Les
conséquences de ces effets indésirables paraissent similaires si la modalité « autres »
est exclue car présentant 10 fois plus de relevés dans le groupe Doxorubicine contre
une moyenne de 7 fois plus pour les autres termes. Les déclarants d’effets indésirables
forment 3 groupes distincts : les médecins en premier lieu puis les autres
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professionnels de santé ainsi que les patients et enfin les pharmaciens qui notifient
respectivement 6, 8 et 11 fois plus lorsque les patients sont sous Doxorubicine.

REQUETE VIGILYSE

(SEX = Female OR Male) AND (AGE = all) AND
(REPORTER QUALIFICATION = Physician OR
Pharmacist OR Other Health Professional OR Lawyer OR
Consumer/Non Health Professional OR Other)

CAELYX DOXORUBICINE
(ACTIVE INGREDIENT = Liposomal doxorubicin (Doxorubicin OR Doxorubicin citrate OR
OR Liposomal doxorubicin hydrochloride OR Doxorubicin hydrochloride)

Pegylated liposomal doxorubicin OR Pegylated
liposomal doxorubicin hydrochloride

N = 6 891 dossiers patients N = 59571 dossiers patients

SELECTION DES NOTIFICATIONS
CARDIO VASCULAIRES

SOC = Affections cardio vasculaires

/\

CAELYX DOXORUBICINE
N = 559 dossiers patients N = 3 309 dossiers patients

EXCLUSIONS

A

— Doublons
— Date de notification < 1995
— Formes liposomales non pegylées

Dossiers patients inclus
N=3553

Figure 23. Organigramme des dossiers patients sélectionnés.

Pour terminer, les types de cancers déclarés sont hétérogenes avec 2 parties
distinctes : d’'une part les Leucémies aigles, LNH et Maladie de Hodgkin largement
majoritaires dans le groupe sous Doxorubicine ; d’autre part les cancers des ovaires

traités pour la plupart par CAELYX®.
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Tableau XII. Description de la cohorte étudiée.

DOXORUBICINE CAELYX® Valeur
(n=3134) (n=419) deP

Remplissage des notifications (%) 45 [31,5; 70] 511[34;79,3] 0,0244
Genre n, (%)

Femme 1886 (53,1) 313 (8,8) <0,0001

Homme 1248 (35,1) 106 (3)
Age (années) 55[39; 66] 64 [54; 71] <0,0001
Taille (cm) 163 [154;170] 164 [159; 168] <0,0001
Poids (Kg) 67,9 + 24,2 72 +16,5 0,0069
Dose par administration (mg) 80 [49; 99] 60,5 [40; 73,9] <0,0001
Régions n, (%) NA

Afrique 24 (0,7) 2(0,1)

Amérique du Nord 1355 (38,1) 205 (5,8)

Amérique du Sud 88 (2,5) 2(0,1)

Asie 564 (15,9) 22 (0,6)

Europe de I'Est 118 (3,3) 19 (0,5)

Europe de I'Ouest 950 (26,7) 164 (4,6)

Océanie 35(1) 5(0,1)
Déclarants n, (%) NA

Autres professionnels de santé 722 (20,3) 83 (2,3)

Avocats 18 (0,5) 0(0)

Médecins 1898 (53,4) 288 (8,1)

Patients 144 (4,05) 17 (0,5)

Pharmaciens 352 (9,9) 31(0,9)
Cancers n, (%) <0,0001

Autres 134 (5,1) 12 (0,5)

Digestifs 77 (2,9) 13 (0,5)

Leucémie Aiglie 123 (4,7) 4(0,2)

LNH 760 (30) 31(1,2)

Maladie de Hodgkin 207 (7,9) 7 (0,3)

Myélome multiple 139 (5,3) 54 (2,1)

Ovaire 48 (1,8) 90 (3,4)

Sarcome 244 (9,3) 16 (0,6)

Sein 541 (20,7) 74 (2,8)

Utérus 29 (1,1) 16 (0,6)
Conséquence n, (%) NA

Données manquantes 448 (12,6) 75 (2,1)

Anomalies congénitales 13 (0,4) 2(0)

Autres 727 (20,5) 69 (1,9)

Déces 566 (15,9) 81(2,3)
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Engagement du pronostic vital 301 (8,4) 36 (1)
Incapacité permanente 33(0,9) 1(0)
Prolongement ou hospitalisation 1046 (29,4) 155 (4,3)

NA : Non applicable
Rouge : Données manquantes > 70%

2. Variables corrélées aux notifications

Le nombre de dossiers de pharmacovigilance a fortement augmenté depuis
2014 (Figure 24 ; tendance générale a tous les médicaments) et I'on pourrait croire
gue cette augmentation soit différente selon la forme galénique de I’Anthracycline.

8007

6007 = Doxorubicine

400 == Caelyx

200 -
2001

150 1

100 -

Nombre de Notifications

50

Figure 24. Graphique du nombre de notifications cardiovasculaires de pharmacovigilance
comportant la Doxorubicine ou le Caelyx® depuis 1995.

Néanmoins, a l'aide d’une régression linéaire multivariée seuls le type de
cancer, I'age des patients, le déclarant et le pays de notification étaient significatifs
pour expliquer cette différence, indépendamment de la forme galénique du
médicament.

Tableau XIII. Régression linéaire multivariée expliquant la date de notification.

Estimation IC95% Valeur de P

Bo 2014 [2013;2015] <0,0001
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Forme galénique de I’Anthracycline

Caelyx Référence

Doxorubicine -0,19 [-0,81; 0,41] 0,522
Cancers

Sein Référence

Autres 1,97 [1,08; 2,85] <0,0001

Digestif 0,57 [-0,48; 1,62] 0,284

LNH 2,24 [1,70; 2,78] <0,0001

Leucémie aigue 2,17 [1,23; 3,10] <0,0001

Maladie de Hodgkin 2,58 [1,80; 3,34] <0,0001

Myélome multiple -3,50 [-4,31;-2,69] <0,0001

Ovaire 0,61 [-0,30; 1,51] 0,188

Sarcome 2,01 [1,30; 2,73] <0,0001

Utérus 0,64 [-0,75; 2,03] 0,366
Genre

Homme Référence

Femme -0,04 [-0,46; 0,38] 0,849
Age -0,01 [-0,02; 0,003] 0,0094
Déclarants

Médecin Référence

Patients -0,92 [-1,77;-0,08] 0,033

Avocats 1,26 [-1,00; 3,52] 0,275

Autres professionnels de santé 2,08 [1,64; 2,51] <0,0001

Pharmacien 0,79 [0,19; 1,39] 0,010
Régions

Amérique du Nord Référence

Afrique 2,48 [0,20; 4,75] 0,033

Amérique du Sud 2,13 [0,79; 3,48] 0,002

Asie 2,89 [2,36; 3,42] <0,0001

Europe de I'Est 2,45 [1,57; 3,34] <0,0001

Europe de I'Ouest 0,43 [-0,01; 0,86] 0,055

Océanie -0,17 [-2.36;2,02] 0,877

3. Analyses de disproportionnalité des effets indésirables
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Lors des analyses de disproportionnalité (Tableau XIIl), la Doxorubicine non
vectorisée n’apparait pas plus impliquée (voire serait méme protectrice) dans la
survenue d’affections cardiovasculaires dans son ensemble (OR = 0,86, P = 0,04).

L’analyse en sous-groupe confirme I'absence de surrisque entre les deux
formes pour des termes particuliers : Arrét cardiaque (OR = 0,66 ; P = 0,02), Fibrillation
atriale (0,61 ; P = 0,003), Hypotension (0,62 ; P = 0,01), Infarctus du myocarde (OR =
0,48 ; P = 10°®), Tachycardie (0,45 ; P = 10-'3). On ne peut conclure lorsqu’il s’agit de
la Fraction d’éjection ventriculaire gauche diminuée, I'Insuffisance Cardiaque, la
Myocardite ou encore la Péricardite.

Par contre, en ce qui concerne les cardiomypathies, il existe une différence de
risque tres nette, en faveur de la forme liposomale ((OR = 2,74 ; P = 107).

Tableau XIV. Effets indésirables cardiovasculaires rapportés sous Doxorubicine ou Caelyx®.

DOXORUBICINE CAELYX® ROR
(n=59571) (n=6891) (IC95%)
Affections cardiovasculaires 3134 419 0,86 [0,77; 0,95]
Arrét Cardiaque 207 36 0,66 [0,47 ; 0,95]
Cardiomyopathie 681 29 2,74 [1,89; 3,97]
FA 222 42 0,611[0,44;0,85]
Fraction d’éjection diminuée 139 23 0,70 [0,45; 1,09]
Hypotension 189 35 0,6210,43;0,90]
IC 823 95 1,00[0,81; 1,24]
IDM 159 38 0,48 [0,34 ; 0,69]
Myocardite 28 2 1,62 0,39 ; 6,80]
Péricardite 30 3 1,16 [0,35; 3,79]
Tachycardie 426 108 0,451[0,37;0,56]

Rouge : OR en faveur du CAELY X
Bleu : OR en faveur de la DOXORUBICINE

4. Facteurs de risque de survenue des cardiomyopathies

Dans la derniere étape de notre étude, nous voulions isoler les facteurs de
risque des cardiomyopathies. Dans cette optique une régression logistique multivariée
a été envisagée incluant les variables « DCI, Type de Cancer, Genre, Age, Poids,
Taille, Dose administrée par cure ».

Le modele de régression univariée exclut la Taille des patients (P = 0,288).
Malgré des valeurs de P inférieures a 5%, la dose administrée par cure et le poids ont
tous les deux été supprimés du modele multivarié car I'addition de ces variables limitait
le nombre de dossiers analysés a 354.

En passant par une analyse multivariée, nous avons pu montrer que
'occurrence des cardiomyopathies était influencée par la forme du médicament en
défaveur de la Doxorubicine classique (OR = 3,12 ; P < 0,0001). Les patients les plus
jeunes étaient plus a risque concernant cet effet indésirable (OR = 0,54 ; P = 0,016
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pour les plus de 58 ans et OR = 0,46 ; P = 0,01 pour les plus de 74 ans). Mais leur
genre n’était pas corrélé a cette variable (P = 0,072).

Pour terminer,
cardiomyopathie : a savoir le lymphome non hodgkinien (OR = 2,69 ; P = < 0,0001),
les sarcomes (OR = 3,29, P =< 0,0001), les cancers du sein (OR =2,12; P =0,01) et
de l'utérus (OR = 3,29 ; P = 0,017).

certains cancers sont a risque accru d’apparition de

Tableau XV. Analyses uni et multivariées des facteurs de risque de cardiomyopathie chez les
patients traités par Anthracyclines.

Analyse univariée

Analyse multivariée

n OR(IC95%) 2T oRracosw) VAW
0 de P 0 deP
Forme galénique
Caelyx 3348 Référence
Doxorubicine 4,02 [2,73; 5,91] <0,0001 3,12[1,90;5,12] <0,0001
Cancers
Ovaire Référence
Autres 2,64 [0,94; 6,10] 0,584 1,49 [0,61; 3,63] 0,993
Digestif 1,71 0,68 ; 4,29] 0,305 1,20 [0,46 ; 3,14] 0,471
Leucémie aigue 4,20 [1,90; 9,31] 0,004 1,80 [0,77 ; 4,22] 0,384
LNH 2451 4,00 [1,99; 8,03] <0,0001 2,69[1,28;5,68] <0,0001
Maladie de Hodgkin 1,26 [0,54 ; 2,95] 0,055 0,61 [0,25; 1,49] 0,091
Myélome multiple 0,53[0,20; 1,40] 0,075 0,44 [0,16; 1,21] 0,145
Sarcome 6,41[3,08;13,32] <0,0001 3,29[1,50;7,19] <0,0001
Sein 3,75[1,85; 7,61] <0,0001 2,12[1,02; 4,42] 0,010
Utérus 3,67 [1,42;9,49] 0,045 3,29 [1,24; 8,71] 0,017
Genre
Femme 3348 Référence
Homme 0,77 [0,65; 0,93] 0,005 0,791[0,62; 1,02] 0,072
Age
<43 ans Référence
43 -57 ans 3348 0,90[0,72; 1,13] 0,003 0,80[0,60; 1,09] 0,058
58 - 73 ans 0,58[0,47; 0,73] 0,004 0,54 [0,40; 0,72] 0,016
> 74 ans 0,51[0,37;0,71] 0,002 0,46 [0,30; 0,70] 0,010
Poids 1191 0,99 [0,98; 0,99] 0,002
Taille 379 0,99 [0,99; 1,01] 0,288
Dose 910 0,99 [0,99; 0,99] 0,419

V. Discussion
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1. Design de I'étude et données épidémiologiques

Nous avons étudié 3 553 dossiers patients permettant une estimation plutét
représentative de la réalité. Toutefois nous déplorons une grande disparité avec 7 fois
plus de dossiers déclarés sur la Doxorubicine comparativement au CAELYX® Nous
ne pouvons a ce jour confronter ce chiffre au volume de vente des spécialités.
Néanmoins, en croisant ces données avec les référentiels d’oncologie, nous
constatons que les indications de la Doxorubicine sont nettement plus nombreuses ce
qui pourrait expliquer cette différence.

De plus, nous mettons en évidence que cette classe de médicaments reste
moins notifi€e que d’autres spécialités ; constat pouvant étre élargi a toutes les
chimiothérapies. Les effets indésirables étant bien connus pour ces principes actifs,
les professionnels de santé ont donc tendance a moins notifier la survenue de ces
effets.

L’étude étant rétrospective non interventionnelle, une randomisation n’a pu
étre opérée expliquant les différences relevées entre les groupes de traitement. Afin
d’affiner notre analyse et de lisser cette inégalité, un appariement par score de
propension pourrait étre envisagé. Pour ce faire, il serait nécessaire de récupérer des
données plus précises en collectant directement les dossiers patients, ce qui serait
extrémement chronophage.

Notre population est majoritairement composée de femmes (62%), ce qui
s’explique aisément par les indications principales d’utilisation de la doxorubicine :
cancers du sein, de l'utérus et des ovaires, représentant 798 femmes sur 2 451
patients (en excluant les données manquantes) soit 1/3 de I'effectif.

On constate que les posologies médianes d’anthracyclines sont plus faibles
lors de I'administration de CAELYX®. Cette information est corrélée au référentiel
francais ou les doses de Doxorubicine sont en moyenne plus élevées dans les
différentes indications (45 a 60 contre 40 a 50 mg/m? dans le cancer de l'ovaire, 15 a
75 mg/m2 contre 20 mg/m? dans les sarcomes).

Les conséquences des effets indésirables pour les patients relevées dans nos
dossiers sont équivalentes entre les 2 groupes exceptées pour le terme « autres » bien
plus notifié. Les modalités de cette variable étant exhaustive, il serait intéressant de
reprendre chaque dossier patient pour la recoder. Cette action nous permettrait une
analyse plus fine en tentant d’expliquer ce résultat selon le profil de chaque patient
(effet indésirable déclaré, dose recue, parametres biologiques).

Concernant les notifications, nous avons observé que les pays d’Amérique du
Sud et d’Asie déclaraient bien plus d’effets indésirables relatifs a la Doxorubicine. Les
AMM du CAELYX® ayant été majoritairement octroyées dans les pays riches, on peut
s’attendre a des différences proportionnelles aux inégalités de prescription. De plus,
le colt colossal de la nanoparticule renforce ces disparités dans les pays possédant
un systeme de santé moins performant.
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Pour finir, nous avons enregistré une différence de notifications en défaveur
des pharmaciens. A savoir que nous déclarons bien plus d’effets indésirables lorsqu’il
s’agit de la forme libre que de la liposomale. Néanmoins, vu I'organisation des soins
pour ces traitements, il semble assez logique que les déclarations proviennent
majoritairement des médecins qui constatent directement les effets.

2. Notifications des effets indésirables

La premiere analyse multivariée effectuée a permis d’extraire les facteurs
corrélés aux notifications durant la période de notre étude. Bien que graphiquement,
le nombre de notifications paraissait étre lié au type de médicament, la modélisation a
exclu cette variable (P = 0,522). A contrario les régions notifiantes, le type de cancer
et les personnes déclarantes permettent d’expliquer les différences de notification.

Comparativement aux années antérieures a 2014 (Bo), les organismes situés
en Amérique du Sud, en Afrique et en Europe de I'Est adressent plus de dossiers. Ce
changement peut s’expliquer par I'entrée de nombreux pays de ces régions dans le
dispositif Vigibase au début de la derniere décennie (221). Le délai entre I'entrée dans
la banque de données et les premiéres notifications peut ainsi justifier cette année
charniere en 2014.

Concernant les déclarants, nous avons observé que les autres professionnels
de santé se détachent et ont un fort impact sur les déclarations récentes. Cette analyse
démontre que les professionnels des secteurs paramédicaux ont pris une place
importante dans le dispositif de déclaration de pharmacovigilance durant ces derniéres
années. Il en est de méme pour les patients qui peuvent déclarer leurs effets
indésirables depuis une dizaine d’années maintenant.

Enfin, les types de cancers retentissent aussi sur ce paramétre avec de
nombreux patients atteints de myélomes multiples vers 2010 alors que les LNH,
maladie de Hodgkin et leucémie aigiie font partie des dossiers plus récents. Plus
précisément, 78% des notifications traitant des myélomes multiples datent d’avant
2014 coincidant avec les premiéres années de déploiement du VELCADE®
(Bortezomib) dans cette pathologie. En opposition, seulement 11% des LNH, maladie
de Hodgkin et leucémie aigiie ont été dénombrés sur cette méme période. Une
hypothése probable serait I'utilisation de MABTHERA® (Rituximab) dans ces maladies
a partir de 2014 car ce médicament est prescrit a 16% des patients de notre cohorte.

3. Risque cardiovasculaire

Etonnamment, le risque cardiovasculaire global semble étre moindre sous
Doxorubicine (OR = 0,86, P = 0,04) avec une diminution d’apparition des arréts
cardiaques, fibrillation atriale, hypotension, infarctus du myocarde et tachycardie. Le
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RCP de ce produit contre indiquant sa prescription chez les patients ayant eu un
infarctus du myocarde dans les 6 derniers mois, il est donc normal de retrouver une
diminution de ces événements avec cette forme.

Pour autant recourir a la forme liposamale permet de restreindre le risque de
cardiomyopathie chez les patients traités (OR = 2,75, P = 10°). Cette donnée confirme
le postulat initial qui a guidé le développement de ce liposome.

L’analyse de disproportionnalité via Vigilyse est intéressante car réalisée sur
un grand nombre de notifications internationales. 1l est cependant important de
nuancer ces résultats. Le recodage des modalités des variables est tout d’abord
fastidieux, soumis a I'appréciation personnelle de 'analyste. Les données manquantes
sont nombreuses et il est impossible d’effectuer une analyse fine de chaque patient
sans procéder a des récupérations de données au cas par cas.

Concretement, lors des analyses des facteurs de risque de cardiomyopathie,
nous n‘avons pu inclure la dose totale d’anthracycline regue alors que cette variable
est reconnue comme étant corrélée de facon importante a cet effet. Ce défaut peut
ainsi modifier notre modélisation et induire un biais de confusion dans notre analyse.

La derniére limite concerne la conception en elle-méme du coefficient de
disproportionnalité (Tableau Xl). Dans cette étude les termes « a » et « b »
correspondent a la fréquence d’apparition du terme MedDra dans notre cohorte. Ainsi,
pour un méme dossier, un patient peut présenter une « cardiomyopathie », une
« hypotension » et un « arrét cardiaque » soit pour une cohorte de 3 553 patients un
nombre d’effets indésirables cardiovasculaire potentiellement supérieur. En opposition
les termes « ¢ » et « d » décrivent le nombre de dossiers patients incriminant ces
médicaments sur la période étudiée. Par conséquent, ces deux termes se retrouvent
sous évalués dans notre essai et limitent I'objectivité de nos résultats. Pour remédier
a cette problématique et ainsi limiter le biais de sélection, nous devrions procéder a la
récupération des 66 462 dossiers puis au recodage et au retrait des doublons ; action
impossible sans une équipe de data manager.

Dans le but d’extraire les variables influencant la survenue de cardiomyopathie
un modele multi varié a été construit mettant surtout en évidence la forme libre comme
facteur de risque (OR = 3,12).

Le risque de cardiomyopathie est moindre chez les personnes plus agéees (OR
= 0,54 pour les 58 - 73 ans et 0,46 pour les plus de 73 ans). Cette observation est
inattendue car les pathologies les plus a risque pour cet effet indésirable sont le cancer
du sein (OR =2,12), le LNH (OR = 2,69), les sarcomes et le cancer de l'utérus (OR =
3,29). L’age médian de diagnostic se situant apres 60 ans pour les 3 premiers et
I'incidence des sarcomes étant fortement augmentée avec I'age, on pourrait s’attendre
a un sur risque chez les populations vieillissantes. Ce constat nous permet de
réaffirmer le besoin de collecter d’autres données. D’autant que la sensibilité du
modéle construit se maximise a 68% (Figure 25) démontrant I'oubli de variables
majeures pour la détermination du risque de survenue des cardiomyopathies.
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Figure 25. Courbe ROC de la régression logistique multivariée.
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V. Conclusion

En se basant sur une analyse de disproportionnalité régulierement employée
par les centres de pharmacovigilance (219,222-224) nous avons étudié le
retentissement cardiaque des anthracyclines sous forme libre ou liposomale. Aucune
étude de ce format n’ayant pas encore été publiée sur ces deux médicaments, nous
n’avons pu comparer nos résultats aux données de la littérature.

Bien que cette étude ne soit pas exempt de biais (données manquantes, sous
notification des chimiothérapies, sur exposition des données cardiovasculaires lors
des analyses du ROR) ; nous avons pu démontrer que la survenue de
cardiomyopathie, objectif du développement de la nanoparticule, était bien réduit en
données réelles avec 3 fois moins de risque lors de I'administration de CAELYX®
comparativement a la Doxorubicine seule.
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CONCLUSION

Le développement des nanoparticules dans tous les secteurs industriels a été
fulgurant durant ces 3 derniéres décennies. Avec pres de 2 millions de produits vendus
tous secteurs confondus a travers le monde, I'industrie pharmaceutique n’échappe pas
a cette percée. A I'échelle nationale, le premier nano médicament fut le MEGACE®
(Acétate de meégestrol) commercialisé en 1993 sous forme de nano cristaux.
Initialement, cette forme fut imaginée pour outrepasser les problemes de solubilité
auquel les industriels devaient faire face suite a la découverte de nouveaux principes
actifs. Mais les multiples possibilités (ciblage d’organes voire de cellules malades,
potentialisation des principes actifs vectorisés, diminution des effets indésirables) ont
permis aux chercheurs de créer d’autres formes de nanoparticules de complexité
croissante.

Ce phénomene fut visible dans notre revue systématique sur les essais
cliniques menés depuis 2001 évaluant des nanoparticules. Et pour cause, chaque
nano objet est unique défini par sa taille, sa forme, son potentiel de surface résultant
de procédés de synthése pouvant étre obscurs. Ce constat induit de nombreuses
difficultés de conception et de compréhension des phénoménes physiques
intrinséques a chaque particule a la fois pour les industriels mais aussi pour les
agences de contrdles. Il en résulte que sur I'arsenal thérapeutique frangais, peu de
médicaments sous forme nanoparticulaire aient recu une AMM avec majoritairement
des nanocristaux (forme la plus simple a développer) et des liposomes (vecteurs les
plus présents en essais cliniques). Pour finir, les secteurs les plus représentés dans
les essais sont corrélés aux spécialités sur le marché pharmaceutique a
savoir I'oncologie, I'infectiologie, la dermatologie et la neurologie.

Dans cette étude, nous avons observé que le traitement des cancers faisait
partie des domaines pro actifs de recherche sur ce secteur. A ce jour, seulement deux
médicaments ont une AMM dans notre pays a la fois pour une forme libre et
vectorisée : TAMBISOME® et le CAELYX®. La diminution du risque de néphrotoxicité
n'étant plus a prouver sous Amphotéricine B liposomale, I'anthracycline a été
sélectionnée pour une analyse des risques de survenue d’effets indésirables. Comme
le montre les données du RCP et les articles publiés, le liposome a été développé
pour réduire le risque de cardiomyopathie de la Doxorubicine mais il n’existe pas
d’analyse des données de pharmacovigilance.

Pour démontrer I'efficacité du CAELYX®, une étude de disproportionnalité a été
menée basée sur les dossiers patients contenus dans la banque de données de
pharmacovigilance internationale VigiBase. Les résultats ont démontré que le risque
de cardiomyopathie était en moyenne 3 fois plus important sous Doxorubicine
comparativement a la forme vectorisée a la fois dans les calculs de ROR mais aussi
dans le modele multivarié.
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ANNEXES

Annexe 1 : Echelle CONSORT.

Liste de contréle CONSORT 2010 a inclure pour rendre compte d'un essai randomisé*

TITRE & RESUME

1a Identification en tant qu’ “essai randomisé” dans le titre
1b Résumé structuré du plan d'essai, méthodes, résultats et conclusions (pour une aide spécifique voir CONSORT pour Absfract)

INTRODUCTION
Contexte et objectits 23 | Contexte scientifique ef explication du bien-fondé
2op | Objectifs spécifiques et hypothéses
METHODES
Plan de I'essai 3a | Description du plan de I'essai (tel que - groupes paralléles, plan factoriel) en incluant les ratios d'allocation
3b | Changements importants de méthode aprés le début de I'essai(tel que les critéres d'éligibilité), en expliquer la raison
Participants 4a | Critéres d'éligibilité des participants
4b | Structures et lieux de recueil des données
Interventions 5 \nter_vgmi'ons pour chaque groupe avec suffisamment de détails pour pouvoir reproduire I'étude, en incluant comment et quand elles
ont été véritablement conduites
Critéres de jugement 6a | Criteres "a priori” de jugement principal et secondaires entierement définis, en incluant comment et quand ils ont été evalués
6b Changement quelconque de critéres de jugement aprés le début de I'essais, en expliquer la raison
Taille de I'échantilion 7a | Comment |a taille de I'échantillon a-t-elle &té déterminé ?

7b | Quand cela est applicable, explication des analyses intermédiaires et des régles d'arrét

RANDOMISATION

Production de Ia 8a | Méthode utilisée pour générer la séquence d'allocation par tirage au sort

sequence 8b | Type de randomisation, en incluant les détails relatifs 3 une méthode de restriction (comme par ex. : par blocs, avec Ia taille des
biocs)

Mécanisme d'assignation 9 Mécanisme utilisé pour metire en ceuvre la séquence d'allocation randomisée (comme par exemple : I'utilisation d'enveloppes

secréte numérotées séquentiellement), en décrivant chaque mesure prise pour masquer l'allocation jusqu'a I'assignation des interventions.

Mise en oeuvre 10 | Quia généré la séquence d'allocation, qui a enrdlé les participants et qui a assigné les participants a leurs groupes

Aveugle 11a | Au cas ol, décrire qui a été en aveugle aprés I'assignation des interventions (par exemple, les participants, les administrateurs de

traitement, ceux qui évaluent les résultats) et comment ont-ils &té empéchés de savoir

11b | Siapproprié, description de la similitude des interventions
Méthodes statistiques 12a | Méthodes statistiques utilisées pour comparer les groupes au regard des critéres de jugement principal et secondaires

12b | Méthodes utilisées pour des analyses supplémentaires, telles que des analyses de sous-groupes ou des analyses ajustées

Liste de coniréle CONSORT 2010 Fage 1/2

RESULTATS

Flux des participants (un 13a | Pour chaque groupe, le nombre de participants qui ont é&té assignés par tirage au sort, qui ont recu le traitement qui leur était desting,

diagramme est fortement et qui ont &té analysés pour le critére de jugement principal

conseillé) Pour chague groupe, abandons et exclusions aprés la randomisation, en donner les raisons

Recrutement 14a | Dates définissant les périodes de recrutement et de suivi

14b | Pourquoi I'essai a-t-il pris fin ou a été interrompu

Données initiales 15 | Une table décrivant les caractéristiques initiales démographiques et cliniques de chaque groupe

Effectifs analysés 16 | Nombre de participants (dénominateur) inclus dans chaque analyse en précisant si I'analyse a été faite avec les groupes d'origine

Critéres de jugement et 17a | Pour chaque critére de jugement principal et secondaire, donner les résultats pour chague groupe, et la taille estimée de 'effet ainsi

estimations que sa précision (comme par ex. : intervalles de confiance a 95%)

17b | Pour les variables binaires, une présentation de la taille de I'effet en valeurs absolues et relatives est recommandée

Analyses accessoires 18 | Résultats de toute analyse supplémentaire réalisée, en incluant les analyses en sous-groupes et les analyses ajustées, et en
distinguant les analyses spécifiées a priori des analyses exploratoires

Risques 19 | Tous les risques importants ou effets secondaires inattendus dans chaque groupe (pour un conseil détaillé voir ‘CONSORT for
harms')

DISCUSSION

Limitations 20 | Limitations de I'essais, en tenant compte des sources de bials potentiels ou d'imprécision, et au cas oll, en tenant compte de la
multiplicité des analyses

“Généralisabilité” 21 “Généralisabilité* (validité externe, applicabilité) des résultats de I'essai

Interprétation 22 | Interprétations/conclusions cohérentes avec les résultats, en tenant compte du ratio bénéfices/risques et de possibles autres faits
pertinents

INFORMATIONS SUPPLEMENTAIRES

Enregistrement 23 Numéro d’enregistrement de I'essai en précisant le registre utilisé

Protocole 24 Ol le protocole complet de I'essai peut-il &tre consulté, si possible

Financement 25 | Sources de financement et autres ressources (par ex. : fourniture de médicaments), role des donateurs

* Il est instamment recommandé de lire cette liste CONSORT 2010 & l'aide du document ‘CONSORT 2010 Explanation and Elaboration” pour mieux comprendre les clanfications apportées a cette nouvelle version. Si
opportun, il est aussi recommandé de lire les extensions CONSORT pour les essais en grappes randomisées, les essais de non-infériorités et d'équivalence, les traitements non médicamenteux, les interventions 3
base d'herbes, les essais pragmatiques. D'autres futures extensions sont attendues. Pour ces extensions et pour des références récentes en rapport avec cette liste CONSORT 2010, aller & : hftp//www. consort-
statement orglconsort-statement/overview)/

Traduction originale de fa liste CONSORT 2010 issue de l'article de: Schulz KF, Latman DG, Moher D. CONSORT 2010 Stafement: Updaled Guidelines for Reporting Parallel Group Randomised Trials. PLoS Med.
2010:7(3): e1000251_ doi-10.137 1fournal pmed. 1000251, et d'aprés la traduction originale de la liste CONSORT 2001 par Pauline Brindel, Caroline Tournoux, Jean-Philippe Jais et Paul Landais, 2006, consuftable en
version inferactive sur hittp:/eb. medecine univ-paris5 fiymoodie/course/view. php id=2

Revue d’Qdento-Stomatelogie Février 2010 pp 32-36
extrait de : Cannac C, Viargues P, Dot D. L'écriture scientifique: approche et discussion. Rev @dont Stomar 2010:39:3.

Liste de contréle GONSORT 2010 Page 2/2
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Annexe 2 : Echelle NOS.

Tableau |. Traduction frangaise de la Newcastle-Ottawa Scale.

Catégories d’items

ltems

Cotation

Sélection
(maximum 4 étoiles)

Comparabilité
(maximum 2 étoiles)

Critére de jugement
(maximum 3 étoiles)

Représentativité des sujets exposés
(maximum 1 étoile)

Sélection des sujets non exposés
(maximum 1 étoile)

Détermination de I'exposition
(maximum 1 étoile)

Démonstration que le critére de jugement
d’intérét était absent au début de I'étude
(maximum 1 étoile)

Comparabilité des sujets exposés et non

exposés sur la base du schéma d’'étude ou

de I'analyse

Evaluation du critére de jugement
(maximum 1 étoile)

Le suivi a-t-il &té suffisamment long pour que

le critére de jugement se produise ?
(maximum 1 étoile)

Adéquation du suivi des sujets
(maximum 1 étoile)

(1 étoile) Vraiment représentatif de la population cible

en moyenne dans la communauté

(1 étoile) Un peu représentatif de la population cible

en moyenne dans la communauté

(0 étoile) Groupe d’utiisateurs sélectionné (infirmiers,
volontaires, etc.)

(0 étoile) Pas de description de la constitution de la cohorte
(1 étoile) Issus de la méme communauté que les sujets
exXposeés

(0 étoile) Issus d'une source différente

(0 étoile) Pas de description de la constitution des groupes des
sujets non exposés

(1 étoile) Dossier fiable (comme les dossiers chirurgicaux)
(1 étoile) Entretien structuré

(0 étoile) Auto-déclaration écrite

(0 étoile) Pas de description

(1 étoile) Oui

(0 étoile) Non

(1 étoile) L'étude contréle le facteur le plus important

(1 étoile) L'étude contréle tout facteur supplémentaire

(ce critére pourrait étre modifié pour indiquer un contréle
spécifiqgue d'un deuxiéme facteur important)

(1 étoile) Evaluation indépendante en aveugle

(1 étoile) Chainage des données

(0 étoile) Auto-&valuation/déclaration

(0 étoile) Pas de description

(1 étoile) Qui (choisir une période de suivi adéquate

pour le critére d'intérét)

(0 étoile) Non

(1 étoile) Suivi complet — tous les sujets ont été suivis

(1 étoile) Perdus de vue peu susceptibles d'introduire

un biais (peu de perdus de vue, pourcentage de suivi adéquat
(et préciser le taux jugé adéquat) ou description des perdus
de vue founie)

(0 étoile) Taux de perdus de vue supérnieur au taux adéquat
et absence de description des perdus de vue

(0 étoile) Aucune information rapportée
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Annexe 3 : Liste des protocoles de chimiothérapies incluant la Doxorubicine libre ou
liposomale pegylée.

ABYV : Doxorubicine / Bléomycine / Vinblastine

ABVD : Doxorubicine / Bléomycine / Vinblastine / Dacarbazine

AC : Doxorubicine / Cyclophosphamide

ACP : Doxorubicine / Cisplatine / Paclitaxel

ACVBP : Doxorubicine / Cyclophosphamide / Eldésine / Blémoycine / Prednisone
AD : Doxorubicine / Dacarbazine

Al : Doxorubicine / Ifosfamide

AP : Doxorubicine / Cisplatine

AT : Doxorubicine / Taxotere

BC : Bevacizumab / Caelyx

BC : Bortezomib / Caelyx

BEACOPP : Bléomycine / Etoposide / Doxorubicine / Cyclophosphamide / Vincristine
/ Procarbazine / Prednisone

CA : Cytarabine / Doxorubicine

CAP : Cyclophosphamide / Doxorubicine / Cisplatine

CC : Carboblatine / Caelyx

CHOP : Cyclophosphamide / Doxorubicine / Vincristine / Prednisone
FAC 50 : 5 Fluoro Uracile / Doxorubicine / Cyclophosphamide
FAMTX : 5 Fluoro Uracile / Doxorubicine / Methotrexate

MAP : Methotrexate / Doxorubicine / Cisplatine

MVAC : Methotrexate / Vinblastine / Doxorubicine / Cisplatine

TAC : Docetaxel / Adriamycine / Cyclophosphamide

TC : Trabectedine / Caelyx

VAD : Vincristine / Doxorubicine / Dexaméthasone

VAMP : Vincristine / Doxorubicine / Methylprednisolone

VBAP : Vincristine / Carmustine / Doxorubicine / Prednisone
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Annexe 4 : Liste des effets Indésirables de la Doxorubicine et du CAELYX®.

Effets Indésirables Doxorubicine® CAELYX®
Leucopénie
Affections Hématologiques et du Neutropénie
systéme lymphatique Anémie
Thrombopénie
Infections et infestations Infe_ctllon.s
Septicémie

Tumeurs bénignes, malignes

Leucémies secondaires

Syndrome myélodysplasique
Tumeurs de la cavité buccale

Affections gastro-intestinales

Nausées
Vomissements
Stomatite/ulcération buccale
Diarrhée
Douleurs abdominales
Oesophagite
Gastrite

Colite

. . Constipation
Hémorragie P

Affections de la peau
et du tissu sous-cutané

Alopécie
Démangeaisons
Syndrome d’érythrodysesthésie palmo-plantaire
Hypersensibilité de la peau irradiée
Affections des ongles
Troubles de la pigmentation

Photosensibilité Sécheresse Cutanée
, Aménorrhée .
Affections des organes de . : Douleur mammaire
. . Oligospermie ..
reproduction et du sein . Vaginite
Azoospermie
Asthénie
Fiévre
L, Frissons
Troubles généraux et .
; . Malaise
anomalies au site
) o . Douleur
d’administration , ,
Céphalées
Etourdissements
(Edemes
Affections du P )
. . Réaction allergique
systeme immunitaire
Bouffées de chaleur
. . Hypotension
Affections vasculaires Phlébite
Hypertension

Affections cardiaques

Troubles du rythme cardiaque
Diminution de la fraction d’éjection
ventriculaire gauche

Insuffisance cardiaque

congestive
Cardiomyopathie
. . . Dyspnée
Affections respiratoires, y. p .
. P Epistaxis
thoraciques et médiastinales Toux
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Affections du systeme nerveux

Neuropathies
Névralgie
Paresthésie
Hypertonie
Dysgueusie
Somnolence
Léthargie
Syncope

Affections psychiatriques

Insomnie
Anxiété
Dépression
Confusion

Affections musculosquelettiques
et systémiques

Douleurs squelettiques
Myalgie
Crampes

Affections hépatobiliaires

Augmentation des transaminases

Augmentation des PAL
Augmentation de la BT

Coloration en rouge des urines

Affections du rein et Dysurie
des voies urinaires Augmentation de la
créatininémie
Anorexie
Déshydratation
. . Hyponatrémie
Troubles du métabolisme P .
- Hypokaliémie
et de la nutrition o o
Hyperuricémie Hyperkaliémie
Hypomagnésémie
Hypocalcémie
Conjonctivite
. . Larmoiements
Affections oculaires P
Rétinite

Vision trouble

PAL : Phosphatase Alcaline
BT : Bilirubine Total

Rouge : Effets Indésirables rapportés sous Doxorubicine
Bleu : Effets Indésirables rapportés sous CAELY X®
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