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SOMMAIRE

Depuis le début des années quatre-vingts, les micelles polyméres (MP)
suscitent un intérét grandissant pour la vectorisation des médicaments
hydrophobes. Les MP sont des vecteurs colloidaux ayant un cceur hydrophobe dans
lequel est incorporé un médicament et une enveloppe hydrophile qui permet de les
solubiliser. Les micelles polyméres sont des vecteurs solubles, ont généralement
une taille inférieur a 100 nm et sont thermodynamiquement stables. Elles ont
notamment ¢ét€¢ développées afin d’augmenter [!'indice thérapeutique des

médicaments anticancéreux peu solubles dans ’eau.

Le but de cette étude consiste a développer des micelles polymeres ayant la
propriété de répondre a un changement de pH. Elles constituent une voie
intéressante si on tient compte du fait que certaines conditions pathologiques (e.g.
tumeurs) ou certains compartiments cellulaires (e.g. endosomes) possédent un pH
relativement acide. Les MP pourraient augmenter I’efficacité antitumorale d’un
médicament en s’accumulant au site d’action (e.g. tumeur), en déstabilisant la

membrane cellulaire ou en libérant leur contenu lors d’une baisse de pH.

Les MP pourraient s’avérer utiles dans la thérapie photodynamique du
cancer. La thérapie photodynamique est une alternative a la radio- et la

chimiothérapie des tumeurs solides. Elle consiste a administrer de fagon systémique
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un médicament photosensible qui ira se localiser & la tumeur et a illuminer la lésion
a I’aide d’une lumiere visible. Parmi les photosensibilisateurs, il a été prouvé que la
phthalocyanine de chlorure d’aluminium non substituée (AICIPc) était plus efficace
in vitro et in vivo que ses dérivés sulfonates solubles dans I’eau. L’AlCIPc étant
relativement hydrophobe, nous avons choisi d’incorporer le principe actif dans les
MP sensibles au pH. Nous pensons que la stabilit¢ des MP combinée a leur

sensibilité au pH pourraient augmenter davantage !’efficacité du médicament.

L’objectif de cette étude est de synthétiser et de caractériser des micelles
polymeres sensibles au pH, d’y incorporer des médicaments anticancéreux

insolubles dans I’eau et d’évaluer leur efficacité in vitro et in vivo.
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LEXIQUE

AIBN : 2-2’-azobisisobutyronitrile
AlCIPc: phthalocyanine de chlorure d’aluminium
AICIPc-MP:  phthalocyanine de chlorure d’aluminium- Micelles polymeéres

AICIPc-CRM: phthalocyanine de chlorure d’aluminium- Crémophor EL

AMA : acide méthacrylique

CAC: concentration d’agrégation critique
CES: chromatographie d’exclusion stérique
CMC: concentration micellaire critique

CRM: crémophor EL

DMF: N-N-diméthylformamide |

DODA: dioctadécylamine

DOX: doxorubicine

DPH: 1,6-diphényl-1,3,5-hexatriéne

DSPE: distearoyle phosphatidyle éthanolamine
EPR: enhanced permeability and retention effect
ERO: espéces réactives de I’oxygéne

HpD: dérivés de I’hématoporphyrine

MAA: acide méthacrylique

MFA: microscopie de force atomique

MP : micelles polymeéres



NIPA:

ODA:

.02_

‘OH
PADLL:
P(Asp):
PBLA:
PBMA:
PCL :
PLA :
PMMA:
PM:

poly(NIPAM):

N-isopropylacrylamide

octadécyl acrylate

anions superoxides

état singulet de ’oxygéne

radicaux hydroxyles

poly(acide DL-lactique)

poly(acide aspartique)
poly(B-benzyle-L-aspartate)
poly(NIPAM)-poly(butylméthacrylate)
poly(e-caprolactone)

poly(D,L-acide lactique)
poly(méthacrylate de méthyle)

polymeric micelles

poly(N-1sopropylacrylamide)

(POE-POP-POE) ou poloxamer(ABA) :  poly(oxyde d’éthyléne)-poly(oxyde de

propyléne) -poly(oxyde d’éthylene)

(poly-(NIPAM-co-AMA-co-ODA)): poly(N-isopropylacrylamide-co-acide

Pst:
PVP:
RMN-'H:
So:

Sl:

méthacrylique-co-octadecylacrylate)
polystyréne
polyvinylpyrrolidone
résonance magnétique nucléaire du proton
¢état fondamental

premier état excité
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SPM .

THEF:

TPS:

TPD:

VP:

ZnPc:

q)T:
11!
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spectroscopie de corrélation de photons
systeme des phagocytes mononucléés
tétrahydrofurane

tampon phosphate salin

thérapie photodynamique
N-vinyl-2-pyrrolidone

phthalocyanine de zinc

état triplet
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demi-vie
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION



1. Les micelles polyméres
1.1 Introduction

Dans le but d’améliorer le ciblage des médicaments, plusieurs vecteurs
colloidaux tels les liposomes!, les nanoparticules? et les micelles polyméres3 ont été
développes. L’acheminement d’un médicament & un site tissulaire spécifique devient un
trés grand bénéfice pour le traitement de plusieurs maladies. Le ciblage d’un
médicament a son site d’action peut améliorer I’efficacité thérapeutique et diminuer la
quantitt de médicament & administrer, nécessaire pour obtenir une réponse
thérapeutique tout en réduisant les effets secondaires indésirables. Depuis quelques
années, les micelles polyméres sont I’objet d’une attention scientifique grandissante.
C’est en 1984 que Bader et coll. 4 proposérent pour la premiére fois les micelles
polymeres comme vecteurs de médicaments. Notre laboratoire a déja publié récemment
une revue sur les avantages et les caractéristiques des micelles polymeéres (Jones M.-C.
and Leroux J.-C.; Eur. J. Pharm. Biopharm, 1999, 48 :101-111). L’introduction de ce
mémoire sur les micelles polymeéres sera donc basée sur cette revue et sera complétée
par les nouveaux développements dans ce domaine.

Les micelles polymeéres possedent un grand potentiel en tant que transporteurs de
médicaments insolubles dans ’eau car elles peuvent solubiliser ces médicaments a
Uintérieur de leur cceur hydrophobe. De plus, elles offrent des caractéristiques
Interessantes soit une petite taille (généralement inférieure 2 100 nm) et une capacité a
échapper au systéme des phagocytes mononucléés (SPM) 5. Les micelles ont souvent été
comparées a des transporteurs naturels tels les lipoprotéines et les virus6. 7. En fait, ces

trois transporteurs proposent une structure noyau-enveloppe similaire, ce qui leur permet
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de protéger leur contenu jusqu’aux cellules cibles. Ils posseédent également une taille
semblable et peuvent échapper, jusqu’a un certain point a la capture par le SPM 8.

Les lipoprotéines ont été proposées comme véhicule pour transporter des composés anti-
tumoraux jusqu’aux cellules cancéreuses car les tumeurs ont un besoin accru de
lipoprotéines de basse densité 9. Toutefois, leur efficacité en tant que vecteur est mise en
doute. En effet, les médicaments incorporés dans les lipoprotéines peuvent également
étre reconnus a la fois par les cellules cancéreuses et par les cellules saines. Elles doivent
de ce fait, compétitionner avec les lipoprotéines naturelles pour accéder aux sites
récepteurs des tumeurs 10. Les vecteurs viraux sont, quant a eux, utilisés pour véhiculer
du matériel génétique et ne peuvent généralement pas étre injectés plusieurs fois, car ils
sont susceptibles d’entrainer une réponse immunitaire!?. Donc, a I’heure actuelle, les
micelles polyméres semblent particuliérement adaptées a la vectorisation de

meédicaments peu solubles dans I’eau.

1.2 Nature chimique des micelles polyméres

Les micelles polymeéres sont caractérisées par leur structure noyau-enveloppe.
Les études scientifiques sur les micelles polyméres sont la plupart du temps axées sur
des copolymeéres ayant une structure dibloc AB, ou les parties A et B sont
respectivement hydrophiles (enveloppe) et hydrophobes (noyau)® 11. Une grande
variété de polymeres hydrophiles flexibles peut étre considérée comme segments
capables de former I’enveloppe de la micelle. L’assemblage de ces chaines hydrophiles
en palissade dense procure a la micelle une stabilisation stérique. La ségrégation du

noyau de la micelle en milieu aqueux est la principale force responsable de la formation



des micelles. Cette force est une combinaison de forces intermoléculaires comme des
interactions  hydrophobes*. 12, 13, des interactions électrostatiques!4 15, des
complexations métalliques!® et des liens hydrogénes!? entre les composantes des
copolymeres blocs. Des copolyméres multiblocs peuvent également s’organiser en
micelles comme par exemple le poly(oxyde d’¢éthylene)-poly(oxyde de propyléne)-
poly(oxyde d’éthylene) (POE-POP-POE) (poloxamer) (ABA)!3. Le cceur hydrophobe
des micelles est généralement constitué d’un polymére biodégradable tel le poly(B-
benzyle-L-aspartate) (PBLA), le poly(acide DL-lactique) (PDLLA) ou le poly(e-
caprolactone) (PCL) et sert de réservoir pour les médicaments lipophiles 16, 18-20 [ ¢
ceeur peut aussi €tre un polymére a la base soluble dans eau (e.g. poly(acide
aspartique), P(Asp)) auquel un médicament hydrophobe est greffé chimiquement.
Finalement, la formation du cceur micellaire peut également étre le résultat de
Iassociation de deux polyions chargés de fagon opposéel4 15. 21. 22 Dans certaines
etudes, des polyméres peu ou non biodégradables comme le polystyrene (Pst)23 . 24 ou le
poly(méthacrylate de méthyle) (PMMA)* sont utilisés comme constituants du noyau
interne. Ces polymeres offrent plusieurs propriétés intéressantes comme, entre autres, un
etat vitreux donnant une remarquable stabilité au cceur de la micelle?5. Par contre, ce
genre de polymére non-biodégradable doit, s’il est utilisé en clinique, étre non-toxique et
posséder un poids moléculaire suffisamment bas pour étre éliminé par voie rénale26. Le
noyau hydrophobe peut également étre constitué d’une petite chaine hautement
hydrophobe comme une chaine alkyle2’-29 ou un diacyllipide (e.g. distéaroyl

phosphatidyl éthanolamine (DSPE)3Y. La chaine hydrophobe peut étre attachée & une



extrémité du polymeére3! ou distribuée de facon aléatoire le long de la chaine
polymere26, 31,

L’enveloppe de la micelle est responsable de la stabilité et des interactions avec
les protéines plasmatiques et les membranes cellulaires. Elle est souvent constituée
d’une chaine hydrophile non-biodégradable de polyméres biocompatibles comme le
POE. Souvent, la nature hydrophile de I’enveloppe dicte la biodistribution du
transporteur>. On peut également utiliser d’autres polymeres comme le poly(N-
isopropylacrylamide) (poly(NIPAM))32. 33, 34 ¢t le poly(acide alkylacrylique)3S pour
conférer a la micelle une sensibilité & la température ou au pH, et, lui donner
éventuellement des propriétés bioadhésives?4. Des groupements fonctionnels sont
parfois introduits & I’extrémité du polymére hydrophile de fagon & y conjuguer des

molécules capables de reconnaitre certains récepteurs spécifiques36- 37, 38,

1.3 Concentration micellaire critique

La formation de micelles se produit lorsque deux forces opposées se retrouvent
en présence 'une de l'autre. La premiére est une force d’attraction qui oriente
I’association des molécules les unes par rapport aux autres de fagon a avoir la plus basse
entropie possible et la deuxieme est une force de répulsion qui prévient I’accroissement
infini de la micelle39, 40, Les polymeres blocs s’associent en micelles lorsqu’ils sont
placés dans un solvant ayant une affinité particuliére, soit pour la partie hydrophile, soit
pour la partie hydrophobe.

A faible concentration, les polymeres amphiphiles existent en solution sous

forme de chaines uniques. Lorsque la concentration augmente pour atteindre une valeur



critique appelée concentration micellaire critique (CMC) ou concentration d’agrégation
critique (CAC), les chaines de polyméres s’associent pour former une structure
colloidale (micelle) ou, dans le cas d’une solution aqueuse, la portion hydrophobe du
copolymeére se sépare du solvant dans lequel le copolymére a été dissous. La nature des
copolymeres, les ratios entre les blocs et les poids moléculaires sont des points
déterminants de la CMC. Il a été prouvé que chacun des blocs hydrophiles et
hydrophobes, influencent la CMC bien que I’influence de la partie hydrophobe soit plus
grande4l. La CMC des copolymeres blocs amphiphiles est généralement nettement
inférieure a celle des surfactifs de bas poids moléculaire. Par exemple, la CMC du POE-
PBLA et du poly(NIPAM)-PSt est d’environ 5-20 mg/L32 34 Certains copolyméres
amphiphiles comme les poloxamers possédent une CMC plus élevée qui peut atteindre
des valeurs supérieures a 0,01-10 %37 42, 43, Les polyméres amphiphiles ayant une
CMC élevée ne sont pas souhaitables comme vecteurs de médicaments car les micelles
qu’ils forment sont instables en milieu aqueux et se dissocient facilement lorsqu’il y a
dilution.

La CMC peut étre déterminée par plusieurs méthodes. Théoriquement, toute
propriété physique (e.g. tension interfaciale, conductivité, pression osmotique) qui
démontre un changement a la CMC ou prbche de la CMC peut étre utilisée.
Malheureusement, dans le cas des micelles polyméres, la CMC est souvent trop basse
pour étre déterminée par les méthodes conventionnelles. La chromatographie
d’exclusion stérique (CES) peut étre employée lorsque les chaines seules et les chaines
des micelles ont différents volumes d’élution*5. Par contre, I’absorption du polymére sur

les colonnes peut poser un probléme, surtout & des concentrations se rapprochant de la



CMC, lorsque les micelles forment des agrégats laches. En raison de sa trés grande
sensibilité, la spectrofluorimétrie est souvent une méthode de choix pour la
détermination de la CMC des polyméres amphiphiles39. 43, 46 Certaines molécules
fluorescentes, comme le pyréne, présentent un spectre d’excitation et/ou d’émission qui
dépend de la polarité du milieu dans lequel est solubilisée la molécule. Le pyrene est un
hydrocarbure aromatique trés hydrophobe et sensible a la polarit¢ du milieu
environnant*’. Au-dessous de la CMC, le pyréne est en solution dans ’eau (milieu
polaire). En présence de micelles, le pyréne se distribue préférentiellement dans le cceur
micellaire (milieu peu polaire). Le changement de la localisation du pyréne & la CMC se
traduit par ’augmentation de l’intensité de la fluorescence, une différence dans la
vibration de la structure fine du spectre d’émission et un décalage vers le rouge de la
bande (0,0) du spectre d’excitation. La CMC apparente peut étre obtenue a 1’aide de la
fluorescence du pyréne, en prenant le rapport I,/I5 du spectre d’émission ou le rapport
Is33/I333 du spectre d’excitation en fonction de la concentration du polymére. Une
brusque modification de la pente du graphique correspond a la CMC apparente. Le
rapport I;/I; est le rapport d’intensité entre le premier et le troisiéme plus haut pic
d’energie d’émission et il est mesuré a une longueur d’onde constante d’excitation (Fig
1). Lorsqu’elle est déterminée par des techniques de fluorescence, la CMC doit étre
interprétée avec circonspection pour deux raisons. Premiérement, la concentration de
pyréne doit étre maintenue trés basse (107 M) pour déterminer, précisément, le moment
ou il y aura formation de micelles. Deuxiémement, le changement graduel du spectre de

fluorescence peut étre attribué a la présence d’impuretés hydrophobes ou a I’association



du pyréne avec des chaines individuelles de polyméres ou a des agrégats

prémicellaires3.

Intensité
N

340 360 380 400 420 440 460 480 500
Longueur d'onde d'émission (nm)

Fig. 1. Spectre d’émission du pyréne (A exc = 336 nm dans I’eau).

Il a été démontré que, pour plusieurs copolyméres, la formation de micelles
dépend principalement de la longueur des chaines hydrophobes. L’effet sur la CMC de
la longueur des chaines hydrophiles semble, lui, moins prononcé3®- 48, 49  Quant a la
composition du milieu ou !’incorporation d’un médicament, leur effet sur la CMC est
également difficile a prédire.

Zhang et coll. 50 ont démontré que la CMC des micelles de méthoxy(Me)-POE-
PDLLA demeure la méme dans ’eau et dans une solution saline de dextrose 5%,
probablement en raison de la nature non-ionique du polymére. Il a aussi été trouvé que

I'incorporation de paclitaxel dans des micelles de MePOE-PDLLA ne change pas

significativement la valeur de la CMC39.



1.4 Méthodes de préparation des micelles et incorporation des médicaments

Les médicaments peuvent étre incorporés a [Iintérieur des micelles par
conjugaison chimique ou physique. La conjugaison chimique implique la formation de
liens covalents, comme un lien amide, entre des groupements spécifiques du
medicament et les chaines de polyméres du cceur de la micelle. Dans le cas d'un
couplage de type covalent, il est important que le lien entre le médicament et le
polymeére puisse étre clivé in situ afin de permettre le relargage du principe actif sinon
on peut observer une diminution notable de l'efficacité du principe actif>!. Il est donc en
general préférable d’incorporer des médicaments de maniére physique. L’insertion de
composés hydrophiles, comme des protéines, demande 1’hydrophobisation chimique
préalable de la molécule” > 52. Les composés polyioniques (e. g ADN) peuvent étre quant
a eux incorporés par la formation de complexes micellaires polyioniques!s - 53

Il existe au moins quatre méthodes d'incorporation de médicaments hydrophobes
dans les micelles polymeéres soit la méthode de solubilisation aqueuse directe, la
méthode de solubilisation aqueuse graduelle, la méthode de solubilisation aqueuse par
dialyse et la méthode de solubilisation aqueuse par émulsification. Le choix de la
meéthode dépend essentiellement de la solubilité du copolymeére et du médicament en
milieu aqueux. Si le copolymeére et le médicament sont partiellement solubles dans 1'eau,
la méthode de solubilisation aqueuse directe sera utilisée et, dans certains cas. la
solubilisation est réalisée a température ¢élevée afin d'assurer la dissolution compléte de
chacun des composants># . La seconde méthode consiste a dissoudre dans un premier

temps le médicament et le copolymére bloc dans un bon solvant ou ils sont tous les deux
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solubles (e.g. DMF) et dans un deuxiéme temps, a ajouter graduellement un solvant
sélectif ou seule la portion hydrophile du polymeére est miscible (e.g. ’eau). Au dela
d'une certaine proportion d'eau, la partie hydrophobe du polymére s’associe pour former
le cceur de la micelle et piege de ce fait le médicament hydrophobe. Le débit et la
quantité d’eau ajoutée influencent les caractéristiques (e.g. taille) des micellesSS. La
méthode de solubilisation aqueuse par dialyse est aussi utilisée dans les cas ou le
copolymere se dissout difficilement dans I'eau’®. Cette méthode repose sur la dissolution
préalable du polymere et du médicament dans un solvant organique miscible a I'eau qui
est par la suite dialysée contre de l'eau. La dialyse permet une élimination compléte du
solvant organique. La méthode d’incorporation par émulsion consiste & préparer une
solution aqueuse du polymeére bloc & laquelle est ajouté le médicament insoluble dans
I’eau qui est préalablement dissous dans un solvant organique volatil et non miscible a
’eau. L’incorporation du médicament dans les micelles se produit lorsque le solvant est
évapore.

La méthode de dialyse et la méthode d’émulsion ont été comparées pour
Pincorporation de la DOX dans des micelles de POE-PBLAS7. La technique
d’émulsification s’est révélée plus efficace avec un taux d’incorporation de 12 % (p/p)>’
contre 8 % (p/p) pour la technique de dialyse38. L’efficacité d’incorporation dépend
aussi de la quantité initiale de médicament ajoutée. Lorsqu’on dépasse la capacité
d’incorporation, le médicament précipite diminuant ainsi le rendement
d’incorporation® 57, Le taux d’incorporation dépend également du nombre
d’agrégation du polymeére57. Les micelles ayant un nombre d’agrégation élevé peuvent

solubiliser une plus grande quantité de médicament®0.



La procédure d’incorporation affecte également la distribution du médicament a
I"intérieur des micelles. Cao et coll.! ont démontré que le pyréne, incorporé dans des
micelles au moment ou elles se forment, n’est pas protégé aussi bien du milieu aqueux
environnant que le pyréne incorporé aprés la formation des micelles. Ceci, méme si le
taux d’incorporation de la premiére méthode est 3 fois supérieur a la seconde méthode.
La protection contre le milieu aqueux environnant peut expliquer la grande stabilité
chimique de la DOX incorporée dans des micelles polyméresS’ et la plus grande
résistance a la dégradation enzymatique>8 de I’ADN dans les complexes de micelles

polyioniques.

1.5 Stabilité des micelles

La stabilité des micelles polymeéres repose sur deux facteurs principaux: la CMC
et la cinétique de dissociation. Généralement plus la CMC est basse est plus la micelle
est stable. En effet, la dissociation ne se produit que lorsque la concentration descend en
dessous de la CMC. Néanmoins, méme a une concentration inférieure a la CMC, le
systeme peut étre cinétiquement stable et se maintenir sous forme micellaire pendant un
certain temps. La cinétique de dissociation est particuliérement lente lorsque les
composantes du cceur micellaire sont dans un état vitreux ou cristallin.

Une fois injectées, les micelles doivent maintenir leur intégrité pendant une
période de temps suffisante afin de délivrer leur contenu au site d’action. Il a été
démontré qu’une forte stabilité des micelles polyméres contenant de la DOX in vitro
pouvait étre corrélée avec une bonne activité anti-tumorale in vivo®2. La stabilité
physique peut étre évaluée par CES. Yokoyama et coll.53 ont montré que les micelles

polymeres de POE-P(Asp/DOX) possédaient un taux de dissociation trés lent dans I’eau



et dans le tampon phosphate salin (TPS). La dissociation s’accélérait dans une solution
de 1:1 de sérum de lapin et de TPS mais restait inférieure a 30 % apres 6 heures. Dans
cette €tude, la stabilité dépendait de la quantité de DOX liée et de la longueur des
chaines de P(Asp) et POE. Les lipides peuvent étre utilisés pour conférer une bonne
stabilité¢ aux micelles polymeéres puisque les deux acides gras contribuent
considérablement a ’augmentation des interactions hvdrophobes au niveau du ceeur
micellaire. En effet, aucune dissociation de la micelle en simples chaines de polymeéres

n’a €t observée lors d’expériences chromatographiques sur des échantillons dilués de

diacyllipide-POE conjugués2®.

1.6 Taille des micelles

Une petite taille est 1'une des plus importantes caractéristiques des micelles
polymeres. Leur petite taille permet de stériliser la préparation par filtration et diminue
les risques d’embolisme capillaire, deux qualités manquantes aux gros transporteurs de
médicaments 9. De plus, la taille est une propriété qui influence grandement le temps de
circulation, la distribution du véhicule dans les organes. <t la capture par les cellules. La
taille des micelles est contrdlée par plusieurs facteurs dont la longueur des sections
formant le cceur et I’envelopped. Aussi, la taille des micelles préparées peut étre
influencée par la méthode de solubilisation choisie et. éventuellement, par le solvant
organique utilisé pour dissoudre le polymeére?0. 64 11 a été démontré que les micelles de
POE-PBLA préparées par dialyse en dissolvant d’abord le copolymére bloc dans du N-
N-diméthylformamide (DMF)%5, donnaient des micelles plus grandes que celles

préparées directement dans 1’eau. Des expériences sur la taille des micelles peuvent étre
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effectuées pour étudier les interactions des micelles polymeéres avec le milieux
biologique. Par exemple, il a ét¢ démontré que les micelles de POE-POP-POE
conservaient leur taille initiale en présence d’anticorps et d’albumine bovine. Cette
observation suggére 1’absence apparente d’interaction entre les micelles et les protéines
du plasma37,

La taille des micelles et leur polydispersité sont souvent obtenues par
spectroscopie de corrélation de photons (SCP). La SCP peut aussi donner des
informations sur la sphéricité des micelles polymeéres!s, 38 11 a été démontré que
I’addition de surfactants de bas poids moléculaire comme le lauryl sulfate de sodium
peut détruire la structure des micelles polyméres®9.

La taille des micelles peut également étre estimée par microscopie de force
atomique (MFA)32. 67  microscopie électronique a transmission®® ou microscopie
électronique & balayage 36. Ces méthodes nous renseignent sur la morphologie des
micelles et la dispersion de leur taille. Par MFA, Cammas et coll.32 ont montré que les
micelles de poly(NIPAM)-b-PSt avaient la forme d’un disque de 5 nm de hauteur et de
20 nm de diameétre, ce qui était proche de la taille de 24 nm trouvée par SCP.

La détermination de la taille des micelles est aussi utile pour la caractérisation
des micelles capables de répondre a des changements de température. Les polymeres
utilisés pour préparer des micelles thermosensibles présentent une température critique
appelée point de trouble, qui est définie comme la température a laquelle le polymeére en
solution précipite®9. En dessous du point de trouble, le polymére est soluble mais il
précipite lorsque la température dépasse le point de trouble. Il a été démontré que le

diametre des micelles thermosensibles augmentait rapidement a des températures au-
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dessus du point de trouble. En effet, & température élevée, les micelles s’agrégeaient
suite. @ l'augmentation des interactions hydrophobes®’. Lorsque la température

redescendait en dessous du point de trouble, les micelles reprenaient leur taille initiale.

1.7 Applications pharmaceutiques

Les micelles polymeres sont surtout utilisées pour le transport de médicaments
insolubles. Bien que les micelles polyméres aient été plus souvent étudiées comme
vecteurs de médicaments anticancéreux’0, elles peuvent étre aussi utilisées pour le
transport de plasmides3 » 52, d’oligonucléotides!5 ou d’agents de diagnostic’- 71.

Les micelles polymeéres peuvent augmenter ’efficacité d’un médicament en le
transportant a des organes ou tissus spécifiques, ce qui diminue I’accumulation du
médicament dans les tissus sains et baisse la toxicité permettant d’administrer parfois de
plus fortes doses’2. Ainsi les micelles polyméres pourraient par exemple contrer certains
phénoménes de résistance aux agents chimiothérapeutiques’3. Par ailleurs, Allen et
coll.7# ont démontré in vitro que la dihydrotestostérone, lorsque formulée dans des
micelles de PCL-POE conservait sont activité et pouvait étre libéré sur une période d'un
mois. D'un point de vue galénique, les micelles polyméres peuvent stabiliser des
médicaments relativement labiles’5 .

Théoriquement, aprés une administration par voie intraveineuse, les micelles
polymeres devraient avoir un temps de circulation systémique assez long grice a leur
petite taille, a leur enveloppe hydrophile qui minimise la capture par le SPM et a leur
haut poids moléculaire qui évite I’excrétion par voie rénale’®. En effet, des micelles

polymeres intactes ont été récupérées du plasma plusieurs heures aprés injection intra-
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veineuse’2 77. Par ailleurs, Trubetskoy et Torchilin 7 ont démontré la capacité des
micelles & rejoindre des parties du corps qui étaient difficilement accessibles par d’autres
vecteurs colloidaux tels les liposomes. Ils ont montré, qu’aprés une injection sous-
cutanée chez le lapin, les micelles polymeéres présentaient une plus grande accumulation
dans les ganglions lymphatiques que les liposomes et qu’elles rejoignaient la circulation
apres massage du noyau lymphatique. Comme les autres transporteurs, le temps de
demi-vie plasmatique et la capture des micelles par le SPM dépendent du poids
moléculaire’? et de la densité de ’enveloppe hydrophile®0. Kwon et coll. ont évalué
chez la souris, des micelles de POE-P(Asp/DOX). Grace a ces micelles, ils ont pu
accroitre la quantité de DOX dans les tumeurs & 10% dose/g de tumeur, comparé a
0,90% dose/g tumeur pour la DOX libre’2. Plusieurs études in vivo ont démontré que les
micelles pouvaient augmenter I’efficacité de la chimiothérapie dans le traitement des
leucémiel® et des tumeurs solides’8.

L’accumulation de micelles polyméres dans les tissus malins ou enflammés est
due a une augmentation de la perméabilité vasculaire et & une diminution du drainage
lymphatique dans ces tissus (‘enhanced permeability and retention effect’ (EPR))79 . 80,
Les vaisseaux sanguins tumoraux sont plus perméables et moins sélectifs que les
vaisseaux sanguins normaux’6. La présence de pores relativement grands permet
’accumulation de macromolécules et de vecteurs de médicaments dans les tumeurs8!-
82, L’EPR est considéré comme une méthode passive de ciblage des médicaments au
niveau des tissus malins. Cette méthode peut étre améliorée en fixant a la surface des
micelles des molécules de reconnaissance comme des anticorps monoclonaux!3, des

sucres83 ou en utilisant un polymére sensible a une variation de température32. 34 ou de



16

pH41. 84 La sensibilité a la température peut étre utilisée pour augmenter la libération
de médicament et/ou augmenter localement le transport vasculaire par des changements
de température. Une étude in vitro sur la DOX incorporée dans des micelles de
poly(NIPAM)-poly(butylméthacrylate) (PBMA) a démontré qu’en dessous du point de
trouble (33°C), la formulation de micelles avait une activité anticancéreuse inférieure a
la DOX libre85. Par contre, I’étude a démontré qu’au-dessus du point de trouble,
Pactivité du médicament conjugué aux micelles était supérieure a celle de la DOX libre.
De plus, 80 % de la DOX était libéré des micelles aprés 15 heures a 37°C et 40°C alors
que la libération demeurait inférieure a 20 % en dessous de 33°C. Les micelles
polyméres sensibles au pH peuvent quant a elles s’avérer utiles pour la vectorisation de
médicaments dans les tumeurs, les tissus enflammés ou les endosomes (ciblage

intracellulaire) qui possédent tous un pH relativement acide (voir chapitres 2 et 3)86-88,

1.8 Les nouveaux développements

Depuis quelques années la recherche sur les micelles polyméres connait une
expansion considérable. Malgré, leur efficacité indéniable dans certaines applications,
un des problémes majeurs demeure leur relative instabilité en comparaison des autres
vecteurs de médicaments tels que les nanoparticules ou les transporteurs
macromoléculaires solubles. Ainsi, Kakizawa et coll. 89 ont montré que des micelles
polyloniques contenant de I'ADN se dissociaient rapidement en présence de sels. Le
probleme fut partiellement résolu en réticulant les micelles au moyen de ponts
disulfures. Bien que la réticulation des micelles puisse sembler une approche

intéressante, les liens formés doivent demeurer suffisant labiles pour ne pas



compromettre la libération du principe actif. Une autre visant a assurer la stabilité au
systeéme consiste a synthétiser des micelles unimoléculaires®0. La structure micellaire est
préservée méme lorsque le systtme subit une forte dilution. Puisque que de telles
micelles ne se dissocient pas, elle doivent par conséquent étre biodégradables afin de

permettre leur élimination par l'organisme.



2. La thérapie photodynamique
2.1. Principes généraux

Les propriétés bénéfiques des rayons du soleil pour la santé ont été reconnues
depuis bien longtemps. Il y a des évidences qui prouvent qu’une forme de photothérapie
etait pratiquée dans certaines anciennes civilisations. Les riches Romains et Grecs
possédaient des chambre spéciales (des solariums) pour les bains de soleil®!. La thérapie
photodynamique moderne a commencé au début du siécle lorsque Finsen a découvert en
1901, que les rayons du soleil pouvaient étre utilisés pour traiter le lupus vulgaris®!.
Suite a cette découverte, on développa la photothérapie pour traiter les enfants
rachitiques®2, certaines conditions dermatologiques?3 - 94, la jaunisse du nouveau né93
et, plus récemment, certains cancers?®. Par la suite, des informations concernant les
effets toxiques de la combinaison de photosensibilisateurs et de lumiére, in vitro et in
vivo, ont €té documentées. Plusieurs revues ont récemment rapporté les aspects cliniques
de la thérapie photodynamique (TPD) ainsi que les résultats d’études cliniques et

précliniques réalisées depuis 25 ans97-99.

Le but ultime d’une thérapie contre le cancer est de cibler et de détruire les tissus
malades tout en épargnant les cellules saines environnantes. La TPD implique la
combinaison d’un agent dit photosensibilisateur avec la lumiére visible. Un
photosensibilisateur est une molécule qui posséde généralement un groupement
chromophore. Seul, le photosensibilisateur est inactif mais, par absorption de lumiére, il

passe a un état excité. Une fois excité, il peut réagir avec les molécules environnantes



19

pour produire des intermédiaires plus réactifs qui méneront éventuellement a des
dommages biologiques et a la mort de la cellule!00,

Les bases photochimiques et photophysiques permettant la formation de ces
intermédiaires durant la TPD ont été intensément étudiées et sont maintenant bien
comprises?’. Lorsque le photosensibilisateur est irradi¢ par la lumiére a une longueur
d’onde appropriée, il passe de 1’état fondamental (So) & son premier état excité (S;). Cet
état singulet posséde une demi-vie (1) de I’ordre de la nanoseconde®7, qui est loin d’étre
assez durable pour interagir avec les molécules biologiques de son environnement. De ce
fait, 1l est accepté que les dommages photodynamiques induits par 1’état singulet excité
du photosensibilisateur sont considérés négligeables!0l. L état singulet excité peut
dissiper son énergie par une émission radiative (fluorescence), une extinction non-
radiative (conversion interne), une réaction photochimique impliquant 1’état singulet
(e.g. photosynthese) ou par systéme d’inversion de spin qui conduit a un état d’énergie
moindre, métastable, appelé état triplet (T;) (Fig. 2). En TPD, c’est ce processus
d’inversion de spin qui est le plus important pour dissiper 1’énergie de 1’état singulet
excité. Le retour de I’état triplet a 1’état d’énergie fondamental peut ensuite se faire par
conversion interne phosphorescente ou réaction photochimique impliquant 1'état triplet.
La durée de vie des especes a 1’état triplet est généralement de ’ordre de la us ou ms,
car la transiton T,—> S, est interdite!02. Cela donne le temps nécessaire au
photosensibilisateur excité de réagir avec les molécules environnantes. Par conséquent,
c’est I’¢état triplet excité du photosensibilisateur qui est responsable de la formation des

especes cytotoxiques produites lors de 1a TPD.
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Sensibilisateur (So) - > 'Sensibilisateur * (S,

Intercombinaison ou
inversion de spin

'Sensibilisateur * (Sy) EE—— Sensibilisateur * (T))

Fig. 2. Principes photochimiques et photophysiques de la thérapie photodynamique

La nature des interactions entre 1’état triplet excité et son environnement se
divise en deux catégories!03. Le mécanisme de type I (Fig. 3) implique une abstraction
de I'hydrogeéne ou une réaction entrainant un transfert d’électron entre 1’état excité du
photosensibilisateur et le substrat produisant des radicaux libres et des ions radicalaires.
Ces especes radicalaires sont généralement plus réactives et réagissent rapidement avec

les molecules d’oxygene pour générer des especes réactives de I’oxygene (ERO) comme

les anions superoxides ('O,) et les radicaux hydroxyles( OH). Certaines réactions

peuvent provoquer des dommages irrémédiables. Les dommages générés par ces especes

oxydées ménent éventuellement a des lésions biologiques observées en TPD103,

3Sensibilisateur’ + >Sensibilisateur” —— Sensibilisateur ™+ Sensibilisateur
*Sensibilisateur * + Substrat —>  Qubstrat | + Sensibilisateur
Sensibilisateur  + 0O, (3 2g°) —> Sensibilisateur + O, -

Substrat | + O, CZ) —®  Substrat oxydé

Substrat + O, —»  Substrat oxydé

Fig 3. Mécanisme de type I
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Le mécanisme de type II (Fig. 3) entraine un transfert d’énergie de 1état triplet
excité du photosensibilisateur 4 une molécule d’oxygéne, provoquant la production de
I"état singulet excité de I’oxygene. Il existe une controverse a propos de 1’implication du
mecanisme de type [ ou de type II en TPD. Toutefois, il est universellement accepté que
"oxygéne est nécessaire a la photoinactivation des cellules durant la TPD104. Les ERO
les plus importantes sont I’état singulet de I’oxygene ('O,), I’anion superoxide (O,) et
le radical hydroxyle (OH). Toutes ces espéces ont été détectées dans des systémes
photodynamiques, soit de fagon directe, soit en utilisant un capteur de radicaux libres ou
encore, a l’aide d’études cinétiques 105-108 et elles sont reconnues pour causer des
lesions biologiques mortelles. Jusqu’a aujourd’hui, il était accepté que le mécanisme de
type II (oxygéne singulet) était prédominant en TPD197. I] semble que le mécanisme de
type II soit plus important lorsqu’il y a une forte concentration d’oxygeéne et le
mécanisme de type I est prédominant lorsque le taux d’oxygéne est plus bas ou lorsque
I’environnement est plus polaire!02, 109 ] est généralement admis que les deux

mécanismes sont en cause dans la plupart des cas.

*Sensibilisateur * + O,(°Zy) —>  Sensibilisateur + Ox(Ay)

Oz(lAg) + Substrat E— Substrat oxydé

Fig 4. Mécanisme de type II



La mati¢re biologique est constituée d’eau, d’acides aminés, de bases
pyrimidines et purines ainsi que de phospholipides. A I’exception de I’eau, toutes ces
composantes sont sujettes a étre oxydées par I’oxygéne singulet et les autres ERO119,
1, Lorsque les ERO réagissent avec les membranes lipidiques, les protéines ou les
acides nucléiques, elles provoquent la rupture de la membrane cellulaire, augmentent
leur perméabilité, causent la perte de protéines vitales a la cellule ou ameénent des
dommages irréparables a I’ADN entrainant ainsi la mort des cellules.

Le facteur limitant de la TPD est la trés grande réactivité de I’oxygene singulet et
des autres ERO. L’oxygene singulet, par exemple, est connu pour avoir un temps de vie
de 3 ps dans eaul12. A cause de sa grande réactivité avec les substrats biologiques, le
temps de vie de I’oxygene singulet a été évalué a environ 200 ns lorsqu’il est dans la
cellule!13. Son temps de vie a I’intérieur de la cellule est trés court ce qui limite son
champ de diffusion. Ainsi, le site primaire de la formation d’oxygene singulet
deéterminera quels composés de la cellule seront attaqués. En conséquence, Iefficacité
du composé comme agent thérapeutique est directement liée a la distribution du
photosensibilisateur a I’intérieur des cellules.

La TPD est un traitement «binaire» résultant de la combinaison
photosensibilisateur-lumiére, ce qui permet une grande spécificité. Il a été démontré que
plusieurs facteurs favorisaient 1’accumulation préférentielle des photosensibilisateurs
dans les tissus cancéreux : une augmentation de leur capture par les cellules due a une
accélération du taux de prolifération cellulaire, un abaissement du pH a I'intérieur de la
tumeur favorisant la rétention des photosensibilisateurs ionisés a pH acide, un

accroissement de la capacité phagocytaire des macrophages associés aux tumeurs, une
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vascularisation lache, une diminution du drainage lymphatique, la formation d’un
complexe tumeur-macrophages englobant les photosensibilisateurs ou la liaison
spécifique a des récepteurs!!4. Les protéines du sérum sont responsables du transport
des photosensibilisateurs a I’intérieur du corps. Les photosensibilisateurs hydrophiles
sont généralement transportés par ’albumine sérique et tuent les cellules néoplasiques
en endommageant le systeme vasculaire entourant les cellules ce qui coupe la tumeur de
ses nutriments (effet indirect). Par contre, les photosensibilisateurs hydrophobes, une
fois injectés dans le sang, se localisent préférentiellement dans les lipoprotéines, ces
dernicres permettent de transporter les photosensibilisateurs au niveau des cellules
tumorales. La mort directe des cellules s’effectue lors de I’illumination (effet direct)!13.
Outre I’accumulation préférentielle des photosensibilisateurs dans les tissus cancéreux,
'irradiation est limitée a un volume spécifique ce qui diminue la possibilité de toxicité
systémique. Cependant, en dépit de I’activation locale du photosensibilisateur, la lumiére
de I'environnement peut activer les photosensibilisateurs se trouvant dans les tissus
normaux. C’est le cas des porphyrines qui induisent une photosensibilit¢ cutanée
prolongée®!. Donc, pour que la TPD soit efficace, il faut absolument que les
photosensibilisateurs s’accumulent au niveau des tissus cibles. Plusieurs types de

véhicules ont été étudiés, utilisant un large éventail de photosensibilisateurs! 16,

2. 2 Les photosensibilisateurs
Un photosensibilisateur idéal pour la TPD devrait avoir les caractéristiques
suivantes :

- étre chimiquement pur et de composition constante ;
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- avoir le minimum d’effets secondaires et n’étre cytotoxique qu’en présence de
lumieére ;

- €tre retenu préférentiellement par le tissu cible ;

- €tre rapidement excrété du corps afin de limiter la toxicité systémique ;

- avoir une grande réactivité photochimique avec un rendement élevé de 1’état triplet
(¢7), un long temps de vie de I’état triplet (t7) et une énergie de ’état triplet suffisante
pour produire I’oxygéne singulet et d’autres ERO ;

- avoir une forte absorbance avec un coefficient d’extinction molaire élevé (g) a une
longue longueur d’onde (e.g. 600-800 nm) ou la pénétration de la lumiére dans le tissu
est maximale. De plus, un laser diode pourrait étre utilisé dans cette gamme de longueur
d’onde ce qui permettrait une application clinique de la TPD plus simple et moins

coliteuse.

2.2.1 Premic¢re génération de photosensibilisateur

La premiére génération de photosensibilisateurs (1961-1983)117 comprend
’hématoporphyrine, les dérivés de I’hématoporphyrine (HpD) et plusieurs composés
commerciaux de 'HpD tel que le Photofrin®. A cause de ses deux fonctions alcool
pseudo-benzyliques hautement réactifs, 'HpD est le dérivé naturel de la porphyrine le
plus difficile a obtenir dans un état pur!l!8. Les HpD ont été les premiers
photosensibilisateurs a é&tre commercialisés. Le Photofrin® est fabriqué par QLT
PhotoTherapeutics (Vancouver, Canada).

Les HpD présentent les avantages suivants : simplicité de fabrication a partir de
substances facilement disponibles et efficacité indiscutable comme photosensibilisateurs

en TPD. 1l faut toutefois tenir compte de leurs désavantages: purification peu
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reproductible, leur activité modeste en TPD, manque de sélectivité et faible coefficient
d'extinction molaire dans le rouge (630 nm), ce qui nécessite une compensation par

I’utilisation de fortes doses de médicament ou de lumiére.

2.2.2 Seconde génération de photosensibilisateurs

Malgré le succés apparent du Photofrin®, la découverte de nouveaux
sensibilisateurs demeure une activité importante. Bien qu’aucun photosensibilisateur ne
peut étre idéal pour toutes les applications possibles, plusieurs photosensibilisateurs de
la seconde génération ont été développés pour améliorer le Photofrin® et tirer avantage
de ses meilleures propriétés. La plupart des photosensibilisateurs de la seconde
génération sont issus de la classe des tétrapyrroles. La nouvelle classe de composés
comprend entre autres les chlorines, les bactériochlorines et les phthalocyanines. Les
avantages des porphyrines et de leur dérivés réside dans le fait que plusieurs d’entre eux
sont des producteurs photochimiques d’oxygene singulet, qu’ils sont généralement
inactifs en I’absence de lumiére, qu’ils ont plus ou moins de bandes intenses dans la
région rouge du spectre visible et qu’ils sont raisonnablement stables!19: 120, Par contre,
cette derniére propriété peut étre un désavantage si le médicament n’est pas ¢liminé
assez rapidement du corps.

Les phthalocyanines sont des porphyrines synthétiques auxquelles un cycle
benzénique a été ajouté a chaque sous-unité pyrrole. Cette modification procure aux
phthalocyanines un haut coefficient d’extinction molaire (105 M' cm™ a~ 670 nm) et
provoque un déplacement vers le rouge du spectre d’absorption. Les phthalocyanines

forment des complexes stables avec une variété de métaux et les propriétés de ces
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complexes varient selon la nature de I’ion métallique.  Malheureusement, les
phthalocyanines hydrophobes ne sont pas solubles dans I’eau. Elles sont généralement
préparées dans le Crémophore mais celui-ci peut induire des réactions
anaphylactiques!?l. C’est pourquoi d’autres formulations ont été proposées. Plusieurs
¢tudes ont été réalisées avec de la phthalocyanine de zinc (ZnPc) dans des liposomes de
1-palmitoyl-2-oléoylphosphatidylcholine et de 1,2-dioléoylphosphatidylsérine (9 :1).
Cette formulation montre plusieurs avantages et a déja été proposée pour des essais
cliniques!22. L’hexadécafluoro ZnPc a également été formulé avec des nanoparticules
de poly(D,L-acide lactique) (PLA) ou de poly(éthyléne glycol)PLA123, D’autres études
ont été faites en fixant la ZnPc a de I’albumine de sérum bovin!24 ou a des lipoprotéines

de basse densité109,

3. Objectifs du mémoire

Le but de notre étude était de synthétiser des micelles polymeres sensibles au pH
dans lesquelles nous avons incorporé une phthalocyanine insoluble dans l'eau, la
phthalocyanine de chlorure d’aluminium (AICIPc). Les micelles polymeres possedent
certains atouts qui pourraient améliorer le transport de I’AlICIPc. Par exemple, les
micelles polyméres sensible au pH pourraient théoriquement augmenter le temps de
circulation sanguine de I’AICIPc, améliorer le ciblage des tissus cancéreux, accroitre
I'internalisation de la phthalocyanine a ’intérieur des cellules et, de par leur sensibilité
au pH, modifier la distribution intracellulaire du photosensibilisateur. Bref,
I’incorporation de I’AICIPc a ’intérieur des micelles polymeres sensibles au pH semble

étre trés prometteuse pour la TPD. Le présent mémoire décrit la préparation et la
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caractérnisation de micelles polymeres sensibles au pH. L’ AICIPc a été incorporée dans

ces micelles et ces dernieres ont été évaluées in vitro et in vivo.
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1. Abstract

pH-responsive polymeric micelles (PM) consisting of random copolymers of N-
isopropylacrylamide (NIPA), methacrylic acid (MAA) and octadecyl acrylate (ODA)
were prepared and characterized. The critical aggregation concentration, as determined
by a fluorescence probe technique, was approximately 10 mg/L in water and phosphate-
buffered saline. Phase transition pH was estimated at 5.7. The decrease in pH was
accompanied by the destruction of hydrophobic clusters. Micelle size was dependent on
temperature and the nature of the aqueous medium. The micelles were successfully
loaded with a substantial amount of a photoactive anticancer drug, namely, aluminum
chloride phthalocyanine (AICIPc). pH-responsive PM loaded with AICIPc were found to
exhibit higher cytotoxicity against EMT-6 mouse mammary cells in vitro than control
Cremophor EL formulation. These results show the potential of polv{(NIPA-co-MAA-
co-ODA) for in vivo administration of water-insoluble, photosensitizing anticancer

drugs.



2. Introduction

A major obstacle associated with the use of chemotherapeutic agents is the lack
of selectivity towards cancerous cells. This nonspecificity which is linked to toxic side-
effects due to the targeting of both normal and abnormal cells. Accordingly, several
colloidal carriers such as liposomes, nanoparticles and polymeric micelles (PM) have
been developed as a means of increasing the efficiency of anticancer drugs, while at the

same time reducing unwanted side-effects.

PM offer several advantages over conventional colloidal drug carriers. Their
generally small size (< 100 nm) allows them to minimize scavenging by the

mononuclear phagocyte system (MPS), and water-insoluble drugs can be loaded in their
hydrophobic-hydrophilic core-shell structurel. The presence of a highly-hydrated outer

shell further prevents nonspecific interactions and uptake by the MPSZ2. Unlike to

surfactant micelles, PM are characterized by a low critical aggregation concentration
(CAC) which reflects their stability3>4. PM have been shown to decrease the toxicity of
anticancer drugs while increasing their efficiency against leukemia>-0 and solid tumors

in mice”. The improved therapeutic index of drugs loaded into PM is partly explained by

the so-called enhanced permeability and retention effect which permits the accumulation
of drug-carrier conjugates at certain tumor sites®. This passive targeting of cancerous
tumors may be enhanced by using pilot molecules such as antibodies? and sugarslo or

by introducing a polymer responsive to physical stimuli such as temperaturell or

pH12,13,
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pH-sensitization constitutes an interesting therapeutic avenue since certain

pathological conditions (e.g. tumors)!4 and cellular compartments (e.g. endosomes)!>
are associated with a relatively acidic pH. pH-sensitive PM could enhance the antitumor
efficiency of a drug by accumulating in the target area, destabilizing cellular membranes

and/or releasing their contents as the pH of the surrounding environment decreases.

PM may prove useful in photodynamic therapy of cancer. Photodynamic therapy
is a site-specific alternative to radio- and chemotherapy of solid malignancies which
involves illumination of the lesions with visible light after the systemic administration of
a tumor-localizing photosensitizer. This results in the photooxidation of biomolecules,

leading to microvascular stasis or direct tumor cell kill and, finally, to tumor necrosis

and, eventually, tumor cure!6:17_ The porphyrin photosensitizer, Photofrin™, presently
approved for clinical use, has several disadvantages and this has led to the search for
second generation photosensitizers offering greater chemical purnty, better red light

absorption and lower cutaneous photosensitivity. Among these dyes, the metallo-

phthalocyanines have been studied extensivelyl8:19. It has been shown that
unsubstituted aluminum chloride phthalocyanine (AICIPc) is a better photosensitizer of
tumor cells than its water-soluble sulfonated derivative, both in vitro20 and in vivo21,22,
However, the photodynamic potential of this dye has not been fully exploited due to its

insolubility in physiological solvents. Also, the Cremophor EL (CRM) surfactant

formulation presently used for its in vivo administration has been shown to induce

anaphylactic reactions in patients23. Therefore, pH-sensitive PM are proposed to
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formulate AICIPc in aqueous solutions. We anticipate that the stability of PM combined

with their pH-sensitivity could further improve the efficiency of the drug.

The objective of the study was to prepare pH-sensitive PM of N-
isopropylacrylamide (NIPA) that can be loaded with water-insoluble anti-cancer drugs
and to characterize them for potential phamaceutical use. The cellular photoinactivation
induced by AICIPc prepared in PM or in CRM was studied in EMT-6 mouse mammary

tumor cells.

3. Experimental section

3.1 Materials. NIPA, methacrylic acid (MAA), octadecyl acrylate (ODA) and 2-2’-
azobisisobutyronitrile (AIBN) were purchased from the Aldrich Chemical Co.
(Milwaukee, WI). NIPA was dispersed in heptane, solubilized by acetone addition, and
then allowed to recrystallize at 4°C prior to use. MAA was purified using an inhibitor

remover disposable column for hydroquinone and monomethylether hydroquinone

(Aldrich). AIBN was purified as described elsewherel3. AICIPc and zinc
phthalocyanine (ZnPc) were received from Eastman Kodak (Rochester, NY) and
Aldrich, respectively. Optical grade pyrene was purchased from Aldrich and used as
received. All other chemicals were of analytical grade and used as received. 1,2-

propanediol and CRM (polyethoxylated castor oil) were from Sigma (St. Louis, MO).
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3.2 Synthesis and characterization of copolymers. NIPA, MAA, ODA (at different
molar ratios) and AIBN were dissolved in distilled 1,4-dioxane. The dioxane mass was
11 times the total monomer mass. The solution was degassed by bubbling N for 15 min.
Polymerization occurred as the solution was heated under stirring at 65°C for 5 h.
Polymers were recovered by precipitation in diethyl ether, resolubilized in
tetrahydrofuran (THF), reprecipitated and washed extensively with diethyl ether. They
were then dissolved in water, filtered and freeze-dried. Their weight-average molecular
weight was determined by gel permeation chromatography in THF. Monodispersed
polystyrene standards were used for calibration. Copolymer compositions were
determined by '"H NMR spectrometry and titration. 'H NMR spectra were recorded on a
Bruker AMX600 spectrometer in CDCls-deuterated chloroform solutions at 25°C with a

relaxation time of 10 s. MAA content of the copolymers was assayed by titration, as

described elsewhere24.

3.3 Determination of the CAC of copolymers. Several polymeric solutions differing in
polymer concentration but each containing 107 M of pyrene were prepared and kept
stirred overnight in the dark. CAC was determined in both water and phosphate-buffered
saline (PBS). The polymeric solution in PBS was always prepared by first dissolving the
polymer in water. Fluorescence measurements were taken after 5 min under stirring at
20°C. The excitation wavelength was fixed at 336 nm. The values of emission peak I;/I5

ratios were plotted against polymer concentration. The ratio I,/I; of pyrene is often used

to study micelle formation because it varies with polarity25,26. Below the CAC, pyrene

is in a medium of high polarity and the value of the ratio is that of pyrene in water.
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When micelles are formed, pyrene partitions preferentially toward the hydrophobic

domain afforded by the micellar core and experiences a non-polar environment which

results in a decrease of the /15 ratio27. Experiments were run in duplicate.

3.4 Phase transition pH of copolymers. A polymeric solution in ethanol was prepared
and then dissolved in PBS or phosphate buffer 67 mM. The solution (25 mg/L) was kept
stirred overnight at room temperature. Phase transition pH was determined by light
scattering, using a 650 Perkin-Elmer fluorescence detector (Norwalk, CT). Emission and
excitation wavelengths were 480 nm. Measurements were taken after 6 min under
stirring at 37°C. The resulting intensities were plotted as a function of pH. Phase
transition pH was determined from the intersection of a straight line going through
points on the rapidly-rising part of the plot and the abscissa axis. The I;/I5 ratio of pyrene
(10”7 M) was also assessed as a function of pH. It was evaluated after 5 or 10 min under

stirring at 37°C in PBS. Experiments were run in duplicate.

3.5 Micelle size. Size measurements were taken by dynamic laser light scattering (DLS)
using differential size distribution processor (SDP) analysis (Coulter N4 Plus, Haieleah,
FL) in several media, namely, water, PBS, non-isotonic phosphate buffer 67 mM (pH
7.4), dextrose 5% (w/v) and isotonic saline solution (NaCl 0.9%, w/v). Since incident
light 1s poorly scattered by micelles at 90°, light scattering was generally measured at an
angle of 62° to increase the intensity of the signal. Micellar sizes were estimated before
and after filtration through a 0.22-um pore-size filter at 20°C and 37°C. Micellar size

was measured for polymers containing 2 or 4 mol% ODA. Because of the lower
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solubility of the polymer containing 4 mol% ODA, the micelles were prepared by
dissolving it in an organic solvent. Polymeric solutions in ethanol, N N-
dimethylformamide (DMF) or THF were prepared, then dialyzed against water for 24 h
using Spectra/Por membrane, having a molecular weight cut off (MWCO) of 6,000-
8,000 g/mol (Spectrum Laboratories, Inc. Laguna Hills, CA). The stability of
poly(NIPA-co-MAA-co-ODA) was also evaluated by measuring the variation of
micellar size in water, phosphate buffer and PBS over a 2-month period. All samples

were stored at 4°C. Size measurements were undertaken in triplicate.

3.6 Incorporation of phthalocyanines. The drug and the polymer were solubilized in
DMF and dialyzed for 24 h, in the dark, against water using Spectra/Por membrane
having a MWCO of 6,000-8,000 g/mol (Spectrum Laboratories, Inc.). The solutions
were filtered through a 0.22-pum pore-size filter and freeze-dried. Drug content was
assayed by spectrophotometry at 670 nm, using a Hewlett Packard 8452A diode array
spectrophotometer (Boise, ID). Drug loading (DL) and entrapment efficiency (EE) were

determined with Eq 1 and Eq 2, respectively:

EE= percent DL x100 Eq 1.

percent of initial content

DL= amount of drug in micelle = x100 Eq 2.

amount of micelles

3.7 Cellular Photoinactivation. Stock solutions of AICIPc-loaded PM (AICIPc PM) in

dextrose 5% (w/v) and AICIPc in PBS containing 10% (v/v) CRM EL and 3% (v/v) 1,2-

propanediol (AICIPc CRM)22 were prepared and filtered on a 0.22-um filter. The
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solutions were then diluted to the desired concentration with Waymouth’s medium
(Gibco, Burlington, Canada) containing 1% fetal bovine serum (FBS) (ICN, Aurora,
OH). EMT-6 mouse mammary tumour cells were maintained in Waymouth’s medium
supplemented with 15% FBS and 1% L-glutamine (Gibco). Cell survival was estimated
by means of the colorimetric MTT  (3-(4-5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) assay28. Briefly, 15 x 10° EMT-6 cells per well were
inoculated in 100 pL Waymouth’s growth medium in 96 multi-well plates and incubated
overnight at 37°C and 5% CO,. The cells were rinsed twice with PBS and incubated
with 100 pL of the drug (AICIPc CRM or AICIPc PM) at various concentrations in
Waymouth’s medium containing 1% FBS for 1 or 24 h at 37°C and 5% CO,. After
incubation, the cells were rinsed twice with PBS, fed with 100 pL. Waymouth’s medium
and exposed to red light. The light source consisted of 2,500-W tungsten/halogen lamps
(GTE Sylvania, Montreal, Canada) fitted with a circulating, refrigerated, aqueous
Rhodamine filter. The incident light intensity calculated over the absorbance peak of
AICIPc (660-700 nm) was 10 mW cm™, and the plates were illuminated for 10 min for a
total light dose of 6 Jem™. The cells were incubated overnight at 37°C and 5% CO-
before cell viability was assessed. Fifty pL of a 5-fold diluted MTT stock solution
(Aldrich; 5 mg/mL PBS) in Waymouth’s medium were added to each well. After 3 h,
100 pL of sodium dodecyl 10% sulphate (Gibco) in 0.01 N HCI were added to the wells.
The plates were incubated overnight at 37°C, after which absorbance was read at 570 nm
by means of a microplate reader (Molecular Devices, Thermo Max, Sunnyvale, CA).
Average absorbance of the blank wells in which cells were omitted was subtracted from

readings of the other wells. Average absorbance of the control cells, which were



incubated with dye-free Waymouth’s 1% FBS, represents 100% cell survival. The
extracellular drug dose required to inactivate 90% of the cells (LDgg) was extrapolated
from the survival curves. Eight-fold replicates were run per drug and light dose, and

each experiment was repeated at least 3 times.

4. Results and Discussion

4.1 Synthesis and characterization of copolymers. Weight-average molecular weights
were approximately 40,000 with a polydispersity index (My/M,) of 2.7. The feed
proportions of each comonomer were NIPA/MAA/ODA 93/5/2 or 91/5/4 mol%, with
the corresponding random copolymers referred to as poly(NIPAg;-co-MAAs-co-ODA,;)
and poly(NIPAg;-co-MAA;s-co-ODAy), respectively. MAA contents, determined by
titration (data not shown), were 4.7 and 5.2 mol% for the 2 copolymers. In Fig. 1, the
corresponding signals of each monomer were retrieved in the 'H NMR spectra. By NMR

analysis, the proportion of ODA was obtained by comparing the signals at 4.03 ppm of

the proton Hg (NIPA) and 0.89 ppm of the proton Hg (ODA)25. It was found that the
ODA content of poly(NIPAg;-co-MAAs-co-ODA;) and poly(NIPAg;-co-MAAs-co-

ODAy) was 3.1 and 6.2 mol%, respectively.

4.2 Determination of the CAC of copolymers. The CAC was determined from the
intersection of straight line segments drawn through points corresponding to the lowest
polymer concentrations which lie on a nearly horizontal line with that going through

points on the rapidly-rising part of the plot. The value of the CAC was found to be near
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10 mg/L for polymers containing either 2 or 4 mol% ODA, whether the medium was
water or PBS (Fig. 2). The presence of ODA in the preparation seems indispensable as
far as micellization is concerned, since, in its absence, the I;/I; ratio remains fairly

constant, confirming the absence of micelles (Fig. 2A). Previous experiments have

demonstrated that hydrophobically-modified poly(NIPA) can form micelles29-30. In the
present study, we showed that the incorporation of hydrophilic MAA does not prevent
micelle formation. Surprisingly, the increase of ODA content does not result in a
decrease of the CAC although micelles containing 4 mol% ODA have a more
hydrophobic core, as demonstrated by a lower I;/I; ratio at high polymeric
concentrations, by a more pronounced steepness in the slope near the CAC and by
precipitation of the polymer in PBS at concentrations over 310 mg/L. The results

obtained from this study also show that the CAC is not affected by the presence of salts,

since it remains the same in both water and PBS. Zhang et al.31 have reported that the
CAC of methoxypoly(ethylene oxide)-b-poly(DL-lactic acid) was the same in water,
0.9% saline solution and 5% dextrose solution. This is not surprising considering the
non-ionic nature of the polymer. However, in the case of poly(NIPA-co-MAA-co-

ODA), increased ionization of the copolymer in PBS versus water may compensate for

the potential lowering effect of electrolytes on the CAC32.

4.3 Phase transition pH of copolymers. Poly(NIPA) is a thermo-responsive polymer
which exhibits a low critical solution temperature (LCST) of 32°C. At temperatures

under the LCST, the polymer is soluble but precipitates if the temperature is raised

above the LCST33, By adding a small amount of hydrophilic titrable monomer (e.g.
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MAA), it is possible to increase the LCST of poly(NIPA) and make the polymer pH-

sensitive34:35. The polymer then becomes soluble at body temperature (37°C) but

precipitates as the pH decreases. As shown in Fig. 3, the polymer undergoes phase

transition at a pH of 5.7-5.8 at 37°C, confirming previous observations!3,36. The
presence of 2 or 4 mol% of ODA (Fig. 3A, 3B, 3D) does not seem to affect phase
transition pH, since it remains similar in both cases and comparable to the phase
transition pH of the copolymer without ODA (Fig. 3C). Although some studies have

shown that the LCST can be modified by adding hydrophobic moieties to NIPA

polymer37.38 the micellar arrangement of polymeric chains allows ODA to be

protected from the aqueous environment and, therefore, prevents it from making a

hydrophobic contribution to the LCST, and by analogy to the phase transition pH25.39,

By comparing Fig. 3A and 3B, it is possible to affirm that at low polymer
concentrations, phase transition pH is not significantly affected by the presence of NaCl
75 mM. Chen and Hoffman40 have demonstrated that an increase in ionic strength
lowers the LCST, an effect that is more evident near neutral pH. In our case, since the
concentration of the polymer is very low (25 mg/L), the change in phase transition pH
induced by the presence of salts might be too small to be detected despite the significant
sensitivity of our method. However, at higher polymer concentrations (see Micelle size),

the presence of electrolytes promotes precipitation of the polymer.

As the pH is lowered to reach values close to 5.5, the internal hydrophobic

clusters of the micelles are destroyed, as shown by the increased I,/I5 ratio (Fig. 4).



Temperature was found to have similar effects on the I;/I; ratio on NIPA modified with

alkyl chains25.39. Because the collapsed poly(NIPA) chains create an environment of

higher polarity than that reported by pyrene solubilized in micelles at pH 7.4, a mixing

of surface and core regions is expected to increase I;/I3, as observed4l. An alternative
explanation would be the release of pyrene into the aqueous environment as the pH
decreases. This has been reported previously with doxorubicin, which was released from

thermo-sensitive  poly(NIPA)-poly(butylmethacrylate) micelles upon temperature
elevation42. Phase transition pH can be increased by decreasing MAA content (data not

shown) or by using a more hydrophobic monomer (e.g. 4-pentenoic acid)*0. Micelles
would then exhibit phase transition at a pH value closer to the actual pH found in
tumors. However, we have noticed a substantial reduction of polymer solubility as phase

transition pH is enhanced.

4.4 Micelle size. Mean micelle size and standard deviations are reported in Table 1.
Measurements were conducted before and after filtration through a 0.22-pm pore-size
filter. Before filtration, the poly(NIPAs;-co-MAAs-co-ODA,) formulation presented 2 or
more populations with a significant proportion of large aggregates (data not shown).
After filtration, at 20°C and at a concentration of 5 g/L, micelle sizes were determined to
be 13, 25, 31 and 35 nm in water, dextrose 5% (w/v), non-isotonic phosphate buffer pH
7.4 and PBS, respectively. In non-isotonic phosphate buffer and PBS, micellar size is
larger, possibly because at pH 7.4, the carboxylic groups are ionized, causing the
polymeric chains to interact more favorably with water and therefore have a more

extended conformation. The difference in micelle size among the media may also be due
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to changes in micellar aggregation number32. We are currently trying to clarify this

1ssue.

At 37°C, micelle diameter in water remained small (19 nm), while it increased
noticeably in PBS (over 400 nm) (Table 1). However, particle size enlargement was less
pronounced when the polymeric solution in PBS was diluted (0.5 g/L) , when NaCl 75

mM was removed or when the polymer was dissolved in dextrose 5% (w/v) (Table 2). It
has been previously demonstrated that inorganic ions can lower the LCST of ionic40 as
well as non-ionic43,44 copolymers of NIPA. The transition temperature was found to be

dependent on anions rather than cations, with CI" showing a marked effect44.45 The

presence of electrolytes can change the hydration structure of the polymer and cause a

reduction of hydrogen-bonded water, which is important for polymer solubilization0.
However, this salting out effect does not seem to induce intermixing of the NIPA chains
with the internal core, as demonstrated by the low I,/1; ratio of pyrene at pH 7.4 (Fig. 4),
which is consistent with pyrene remaining in a hydrophobic environment. Furthermore,
the salting out effect appears to be less drastic than pH-induced precipitation of the

polymer, as demonstrated by the apparent absence of a salt effect at low polymer

concentrations (Fig. 3A, 3B), which is in agreement with what was shown previously‘46.
Although dextrose does not seem to act in the same manner as NaCl, it can also induce
polymer aggregation by enhancing hydrophobic interactions between polymer chains,
either by immobilizing water molecules near them and consequently weakening

hydrophobic hydration, or by increasing the local order of water molecules around the

polymer and consequently enhancing the driving force of hydrophobic interactions#0. In
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vivo, one might anticipate aggregation of PM by plasma electrolytes and proteins upon
injection. Aggregation by plasma electrolytes may be prevented if the solution is
sufficiently diluted and injected slowly. The degree of interaction between these

micelles and plasma proteins requires further investigation.

Because of their low solubility in water, poly(NIPAg-co-MAAs-co-ODA.)
micelles were prepared by the dialysis method. In water at 20°C, after filtration, micelle
diameters were 10 and 14 nm for micelles prepared with DMF and THF, respectively.

However, when prepared in ethanol, they had a diameter over 400 nm. Yokoyama et

al47 have also reported a considerable effect of the dialysis procedure on micelle
diameter. As with poly(NIPAgs-co-MAAs-co-ODA;), the size of poly(NIPAg-co-

MAA;-co-ODA,) micelles was dependent on the nature of the aqueous medium.

Over time, all micelle formulations showed signs of aggregation irrespective of
the medium they were dissolved in, indicating that the equilibrium state is not attained
rapidly (Table 2). The increase in size was more pronounced in PBS than in water or
non-isotonic phosphate buffer. Although the presence of aggregates could be detected,
all solutions were still transparent, suggesting that the polymer remained in solution.

Micellar aggregates could be dissociated after filtration through a 0.22-um filter.

Secondary aggregation of PM has been described by several authors#8:49. It has been

attributed to different factors, including hydrophobic-hydrophobic or van der Waals

interactions between water-exposed cores of PM49. Secondary aggregation may be

problematic with respect to the shelf-life of PM. We believe that this could be prevented
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by preparing block copolymers instead of random copolymers since in randomly-

modified polymers contact between the hydrophobic core and the aqueous environment

is possible39.

4.5 Incorporation of phthalocyanines. Incorporation of AICIPc in poly(NIPAy;-co-
MAA;-co-ODA;) micelles yielded an EE of 50-60% with DL reaching approximately
3% (w/w) (Fig. 5). Higher DLs could be achieved (12%) but several filtrations were
needed to remove the precipitated drug. The DL obtained is similar to that achieved with
PEG-coated poly(lactic acid) nanoparticles loaded with hexadecafluoro zinc
phthalocyanine (ZnPcFm)SO. The solubility of AICIPc in water at 20°C is less than 0.2
pg/mL. By incorporating the drug into polymeric micelles, it becomes possible to
increase the water solubility of the drug to more than 0.3 mg/mL. Accordingly,
concentrated aqueous solutions of AICIPc can be prepared easily and administered at a
therapeutic dose (0.25-1 pmole/kg) (manuscript in preparation). Whether the drug is
located inside the inner core or entangled with NIPA chains is still unknown. The
absence of fluorescence from AICIPc PM reflected self-association of the drug in PM

(data not shown). Similar observations were recorded previously with doxorubicin

loaded into poly(ethylene oxide)-b-poly(B-benzyl L-aspartate) micelles’l.  Size
measurements could not be performed by DLS with AICIPc PM since in the presence of
the drug, the scattered light signal was too weak, probably because of the absorption of
laser light by the drug. The incorporation of AICIPc in PM did not modify the pH at
which phase transition occurs (data not shown). We are currently trying to study drug

release as a function of pH, but it appears difficult to achieve sink conditions since
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AICIPc is sparingly soluble in water. As far as the incorporation of AICIPc into
poly(NIPAg;-co-MAAs-co-ODA,) micelles is concerned, the polymer-drug system did
not seem able to form micelles and it rather resulted in the formation of microparticles

(data not reported).

ZnPc-loaded micelles had an average size of 275 nm at room temperature.
Accordingly, the micellar solution could not be filtered with a 0.22-um filter. The
solution was allowed to settle down until the superatant was free of particles in
suspension before it was assayed for drug content. Regardless of the initial drug
concentration used, DL superior to 0.28% (w/w) could not be achieved with ZnPc,
making it a less interesting candidate for incorporation into these micelles. Higher drug
loading was achieved with AICIPc probably because this drug presents an internal dipole

that increases ionic interactions with MAA, which is not the case for ZnPc.

4.6 Cellular photoinactivation. No dark toxicity was observed with AICIPc formulated
in PM at the maximal concentrations tested, i.e. 10 uM AICIPc and 0.22 mg/mL PM.
Upon light treatment, AICIPc PM induced greater photoactivity than AICIPc CRM. The
LDgo with PM and CRM preparations was 0.1 pM and 2.85 uM after 1 h incubation, and
0.04 uM and 0.6 puM after 24 h incubation, respectively (Fig. 6). Cellular
photoinactivation was found to be independent of DL since PM containing either 3% or
12% AICIPc induced similar phototoxicity. Also, no difference in photoactivity was
observed when the cells were pre-incubated for 5 min with unloaded PM before the

addition of AICIPc CRM, suggesting that enhanced photoefficiency of AICIPc PM as
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compared to AICIPc CRM does not result from increased membrane permeability in the

presence of the polymerl. The greater photoactivity of the PM preparation is more likely
related to the association of AICIPc with the polymer, which leads to higher cellular

uptake and/or more efficient intracellular AICIPc localization. Indeed, it has been

proposed that PM are taken up by cells via the endocytic pathway52. We are currently
trying to determine whether the increased efficiency can be partly attributed to pH-

sensitivity of the system.

5. Conclusion

We found that pH-sensitive PM could be prepared from hydrophobically-
modified poly(NIPA) by adding hydrophilic titrable monomers, such as MAA. The
polymer exhibited a low CAC as well as an acidic phase transition pH which will
presumably favor the accumulation of micelles at tumor sites or modify the intracellular
localization of a drug. PM made from the polymer containing 2 mol% ODA and 5 mol%
MAA showed adequate water solubility and could be loaded with a substantial amount
of the photoactive compound AICIPc. In vitro, the PM formulation induced a greater
degree of cellular photoinactivation than the CRM preparation. These results
demonstrate the potential of PM as promising vehicles, not only for the in vivo
administration of unsubstituted AICIPc in the photodynamic therapy of tumors but also

for a number of unrelated drugs, whose lack of solubility limits their medical

application.
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7. TABLES

Table 1. Mean diameters of poly(NIPAg;-co-MAAs-co-ODA,;) micelles after filtration
(from SDP analysis)

Medium Concentration Temperature Angle Peak Peak mean Peak S.D.
(g/L) (°C) ©) (%) (nm) (nrs
Phosphate buffer" 5 20 626 100 309 10
Phosphate buffer” 5 37 626 100 89.6* 575
PBS 05 37 90 100 165 345
PBS 5 20 62.6 100 35.4 209
PBS 5 37 62.6 100 404" 367
Water 5 20 62.6 100 133 49
Water 5 37 62.6 72.0 19.7 g7
28.0 222 108
Dextrose 5 20 62.6 85.7 255 75
14.3 1.0 03
Dextrose 5 37 62.6 100 58.4* 318

A pH 7.4, contains no NaCl
* Solutions in which visible aggregates are present
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Table 2. Effect of storage on the mean diameter of poly(NIPAgi-co-MAA;-co-ODA,)

micelles (from SDP analysis)

Initial size After 1 month After 2 months

Medium | Peak Peak Peak | Peak Peak Peak | Peak Peak Peak
(%) mean S.D. (%) mean S.D. (%) mean S.D.

(nm) (nm) (nm) (nm) (nm)  (nm)

Phosphate| 100 30.9 10 73.4 29.1 8.2 100 915 206

buffer” 266 230 73.4

PBS 100 354 209 79.5 27.4 10.2 947 4643 1358
20.5 1346 424 53 104 392

Water 100 13.3 49 78.3 241 126.3 956 3516 946

217 3.2 1.5

44 27.0 18.7

Polymer concentration: 5 g/L
* pH 7.4, contains no NaCl



64

8. Figure Legends

Figure 1

'H NMR spectrum of poly(NIPA-co-MAA-co-ODA) in CDCl;. Note: Assignment of the
protons of -(CH;)6- (from ODA) was not indicated since these protons have the same
chemical shifts (1.3-2 ppm) as the methylene units of the main chain. CH, of the

octadecyl chain bound to the ester appears at the same chemical shift as proton B.

Figure 2
Plot of I)/I3 vs polymer concentration in water (left) and PBS (right) for poly(NIPAgs-co-
MAA;) (A, open circles), poly(NIPAgs-co-MAA;s-co-ODA,;) (A, closed circles) (B), and

poly(NIPAy;-co-MAAs-co-ODAy) (C and D). Each value is the mean of duplicates.

Figure 3

Solubility of polymer as a function of pH at 37°C. Plots (A) and (B) refer to
poly(NIPAg;-co-MAAs-co-ODA;) in isotonic and non-isotonic phosphate buffer,
respectively; (C) and (D) refer to poly(NIPAgs-co-MAAs) and poly(NIPAg;-co-MAA:-
co-ODA4) 1n isotonic phosphate buffer, respectively. Each value is the mean of

duplicates.

Figure 4

I,/I5 ratio of pyrene as a function of pH in PBS after 5 (open circles) and 10 (closed

circles) min of incubation at 37°C. An.= 336 nm; pyrene concentration: 107 M;
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poly(NIPAg3-co-MAAs-co-ODA;) concentration: 400 mg/L. Each value is the mean of

duplicates.

Figure 5

AICIPc incorporation in poly(NIPAgs;-co-MAA;-co-ODA;) micelles.

Figure 6

EMT-6 cell survival after 1 h (A) and 24 h of incubation (B) with AICIPc CRM (closed

circles) and AICIPc PM (open circles). Mean = sd (n=3).
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1. Abstract

pH-sensitive polymeric micelles (PM) of randomly- and terminally-alkylated .\~
isopropylacrylamide copolymers were prepared and characterized. Aluminum chloride
phthalocyanine (AICIPc), a second generation sensitizer for the photodynamic therapy of
cancer, was incorporated in the micelles by dialysis. Their photodynamic activities were
evaluated in vitro against EMT-6 mouse mammary tumour cells and in vivo against |
EMT-6 tumours implanted intradermally on each hind thigh of Balb/c mice. pH-
sensitive PM were found to exhibit higher cytotoxicity in vitro than control Cremophor
EL (CRM) formulations. In the presence of chloroquine, a weak base that raises the
internal pH of acidic organelles, in vitro experiments demonstrated the importance of
endosomal/lysosomal acidity for the pH-sensitive PM to be fully effective.
Biodistribution was assessed by fluorescence of tissue extracts after intravenous
injection of 2 umol kg™ AICIPc. The results revealed accumulation of AICIPc PM in the
liver, spleen and lungs with a lower tumour uptake than AICIPc CRM. However, PM
exhibited similar activity in vivo as the control CRM formulations, demonstrating the

higher potency of AICIPc PM when localized in tumoral tissue.
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2. Introduction

In recent years, there has been growing interest in photodynamic therapy (PDT)
for the treatment of a variety of solid tumours (Bonnett, 1999; Dougherty et al, 1998;
Fisher et al, 1995; Kessel, 1996). Therapy is based on the administration of a tumour-
localizing photosensitizer and illumination of the lesions with visible light. PDT efficacy
depends on formation of the cytotoxic species 'O, ‘O, and/or ‘OH by the
photosensitizers (Ochsner, 1997). The porphyrin photosensitizer, Photofrin ™, presently
approved for clinical use, has several disadvantages such as skin photosensitivity and
weak absorption of tissue-penetrating red light, which has led to the search for second
generation photosensitizers.

Phthalocyanines (Pc) are second generation photosensitizers that show reduced
cutaneous photosensitivity and a higher absorption coefficient in the red part of the
spectrum where light transmission through tissue is optimal (Roberts et al, 1989; Tralau
et al, 1989). The depth of light penetration in tissues at 675 nm (extinction coefficient
2.5x10° M em™) is twice that obtained at 630 nm which is the optimal wavelength for
Photofrin™ (Svaasand, 1984). There are two classes of Pc (Brown et al, in press), the
hydrophilic Pc, which are freely soluble in physiological media, and hydrophobic Pc,
which require appropriate drug formulation, such as liposomes (Isele et al, 1995),
nanoparticles (Allémann et al, 1995) or micelles (Taillefer et al, 2000). Some studies
have demonstrated that water-insoluble aluminum chloride phthalocyanine (AICIPc) is a
better photosensitizer of tumour cells than its water-soluble sulphonated derivative in
vitro (Ben-Hur & Rosenthal, 1986) and in vivo (Chan et al, 1997). Presently,

Cremophor EL (CRM)-formulated AICIPc is one of the most potent photosensitizer
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therapeutic preparations for in vivo administration (Chan et al, 1997). However, CRM
surfactant is known to induce anaphylactic reactions in patients (Dye & Watkins, 1980),

and no data are available on the stability of CRM micelles in vivo.

Polymeric micelles (PM) appear to be interesting candidates for the delivery of
such water-insoluble components by increasing their efficiency and at the same time
reducing unwanted side-effects (Jones & Leroux, 1999). PM offer several advantages
over conventional colloidal drug carriers. Their generally small size (< 100 nm) allows
them to minimise scavenging by the mononuclear phagocyte system (MPS), and water-
insoluble drugs can be loaded in their hydrophobic-hydrophilic core-shell structure
(Jones & Leroux, 1999; Yokoyama, 1998). The presence of a highly-hydrated outer shell
further prevents non specific interactions and uptake by the MPS (Kwon & Okano,
1996). PM generally exhibit good stability because of their low critical association
concentration (CAC). Moreover, the introduction of a polymer responsive to physical
stimuli such as temperature (Cammas et al, 1997) or pH (Maeda et al, 1988; Meyer et al,
1998) could theoretically enhance the targeting of tumours by PM. We were interested
in the preparation of pH-responsive PM because pH in the tumoural interstitium can be
lower than normal (Tannock & Rotin, 1989) and also because, after cellular uptake, the
carrier may end up in cellular compartments such as endosomes/lysosomes that exhibit
an acidic pH (Collins et al, 1989). Such micelles could either accumulate in acidic
regions of the body (e.g. tumours) and/or destabilize the endosomal/lysosomal
membrane after internalization (Zignani et al, 2000). Therefore, we anticipated that PM

with pH-sensitization could improve the efficiency of AICIPc.
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In this study, we examined the in vitro photodynamic activity of pH-sensitive PM
of randomly- and terminally-alkylated N-isopropylacrylamide (NIPA) copolymers
loaded with AICIPc against EMT-6 mouse mammary tumour cells, and compared it with
AICIPc CRM. We further investigated the biodistribution and pharmacokinetics of the
micelles as well as their in vivo photodynamic activity against EMT-6 tumours

implanted intradermally (i.d.) in Balb/c mice.

3. Materials and Methods

3.1 Materials

NIPA, methacrylic acid (MAA), octadecyl acrylate (ODA), 1,1-
azobis(cyclohexanecarbonitrile) (ACCN) and AICIPc were purchased from Aldrich
Chemical Co. (Milwaukee, WI). NIPA was purified by recrystallization from
heptane. acetone (3/2, v/v). MAA was purified using an inhibitor remover disposable
columm for hydroquinone and monomethylether hydroquinone (Aldrich). ACCN was
dissolved in ethanol, filtered, recrystallized in water and dried under vacuum. 1,2-
propanediol, chloroquine and CRM were from Sigma (St. Louis, MO). The lipophilic
initiator DODA-501 was prepared by reaction of dioctadecylamine with disuccinimidyl
4,4’-azobis(4-cyanovalerate), as described previously (Kitano et al, 1991). All other

chemicals were of analytical grade and used as received.
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3.2 Methods
3.2.1 Synthesis

The randomly-alkylated copolymers (Fig. 1A) poly(NIPAg;-co-MAAs-co-ODA;)
and poly(NIPAgs-co-MAA;-co-ODA;) were prepared by free radical polymerisation.
NIPA, MAA, ODA (at different molar ratios as indicated by the monomers’ subscripts)
and ACCN (1.3 mol%) were dissolved in distilled 1,4-dioxane. The solution was
degassed by bubbling with N, for 15 min. Polymerization occurred as the solution was
heated under stirring at 65°C for 5 h. Polymers were recovered by precipitation in
diethyl ether, resolubilized in tetrahydrofuran (THF), reprecipitated and washed
extensively with diethyl ether. They were then dissolved in water, filtered and freeze-
dried (Taillefer et al, 2000). The terminally-alkylated polymer (Fig. 1B) DODA-
poly(NIPAgs-co-MAA;) in which the hydrophobic group is attached to one end of the
polymeric chain was prepared using DODA-501 (Kitano et al, 1991) as radical initiator
(0.9 mol%). NIPA, MAA and DODA-501 were dissolved in dioxane. The solution was
degassed by bubbling with N, for 15 min and heated to 70°C for 17 h. The polymer was
recovered by precipitation in diethyl ether. It was dissolved in THF and reprecipitated in
diethyl ether. The polymer was dried in vacuo for 24 h, dissolved in water, filtered and
freeze-dried.
3.2.2 Characterisation

The copolymers were characterised by 'H-NMR spectrometry and titration for
MAA content (Han & Bae, 1998). 'H-NMR spectra were recorded on a Bruker
AMXG600 spectrometer in deuterated chloroform solutions at 25°C with a relaxation time
of 10 s. The weight- (M,,) and number-average (M,) molecular weights of the polymers

were established by gel permeation chromatography in THF using monodisperse
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polystyrene standards for calibration. The CAC was determined by a steady state pyrene
fluorescence method described elsewhere (Yamazaki et al, 1998). The pH at which
phase transition occurs was ascertained by static light scattering at 480 nm in
phosphate-buffered saline (PBS) at 37°C, in a 650 Perkin-Elmer fluorescence detector
(Norwalk, CT). Micelle sizes were measured by dynamic laser light scattering (DLS)
employing differential size distribution processor (SDP) analysis (Coulter N4 Plus,

Hialeah, FL). Table 1 shows the characteristics of the polymers and PM.
3.2.4 Incorporation of AICIPc

The drug was incorporated into PM according to a dialysis procedure described
elsewhere (Taillefer et al, 2000). Briefly, the drug and the polymer were solubilized in
N,N-dimethylformamide (DMF) at an initial drug/copolymer mass ratio of 0.04 and
dialysed for 24 h, in the dark, against water using a Spectra/Por membrane with a
molecular weight cut off of 6,000-8,000 g/mol (Spectrum Laboratories, Inc., Rancho
Dominguez, CA). The solutions were filtered through a 0.22-um pore-size filter and
freeze-dried. Drug content was assayed by spectrophotometry in DMF at 670 nm, in a

Hewlett Packard 8452A diode array spectrophotometer (Boise, ID).

3.2.4 In vitro cytotoxicity
3.2.4.1 Cells
Mouse mammary tumour EMT-6 cells were maintained in Waymouth’s medium

(Gibco, Burlington, Canada) supplemented with 15% fetal bovine serum (FBS) (ICN,

Aurora, OH) and 1% L-glutamin (Gibco).
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3.2.4.2 Cellular photoinactivation

Stock solutions of AlICIPc-loaded PM (AICIPc PM) in dextrose 5% (w/) and
AICIPc in PBS containing 10% (v/) CRM and 3% (v/v) 1,2-propanediol (AICIPc CRM)
(Chan et al, 1997) were prepared and filtered on a 0.22-um filter. The solutions were
then diluted to the desired concentration with Waymouth’s medium (Gibco) containing
1% FBS (ICN). Cell survival was estimated by means of the colorimetric MTT (3-(4-5-
dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay (Tada et al, 1986).
Briefly, 15 x 10> EMT-6 cells per well were inoculated in 100 pL Waymouth’s growth
medium in 96 multi-well plates and incubated overnight at 37°C and 5% CO,. The cells
were rinsed twice with PBS and incubated with 100 pL of the drug (AlCIPc CRM or
AICIPc PM) at various concentrations in Waymouth’s medium containing 1% FBS at
37°C and 5% CO,. After incubation, the cells were rinsed twice with PBS, fed with 100
pL Waymouth’s medium and exposed to red light. The light source consisted of two 500
W tungsten/halogen lamps (GTE Sylvania, Montreal, Canada) fitted with a circulating,
refrigerated, aqueous Rhodamine filter. The incident light intensity calculated over the
absorbance peak of AICIPc (660-700 nm) was 10 mW cm™?, and the plates were
illuminated for 10 min at a total light dose of 6 J cm™. The cells were incubated
overnight at 37°C and 5% CO, before cell viability was assessed. Fifty pL of a 5-fold
diluted MTT stock solution (Aldrich; 5 mg/mL PBS) in Waymouth’s medium were
added to each well. After 3 h, 100 pL of sodium dodecyl sulphate 10% (Gibco) in 0.01
N HCI were added to the wells. The plates were incubated overnight at 37°C, after
which absorbance was read at 570 nm by means of a microplate reader (Molecular

Devices, Thermo Max, Sunnyvale, CA). Average absorbance of the blank wells in
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which cells were omitted was subtracted from readings of the other wells. Average
absorbance of the control cells, which were incubated with drug-free Waymouth’s 1%
FBS, represents 100% cell survival. The extracellular drug dose required to inactivate
90% of the cells (LDgg) was extrapolated from the survival curves. In another series of
experiments, cells were preincubated with chloroquine 50 uM in Waymouth’s medium
containing 1% FBS for 1 h and then incubated for 1 or 24 h with AICIPc PM or AICIPc
CRM 1n the presence of chloroquine 50 uM as described above. Chloroquine is a weak
base which accumulates in endosomes/lysosomes and raises the internal pH of these
organelles (de Duve et al, 1974; De Groot et al, 1981; Reijngoud et al, 1976). These
experiments were carried out to determine whether the activity of AICIPc PM was
dependent on the pH-responsiveness of these micelles. Eight-fold replicates were run per

drug and light dose, and each experiment was repeated at least 3 times.

3.2.5 In vivo studies
3.2.5.1 Tumour models

Experiments were performed on male BALB/c mice (18-22 g) (Charles River
Breeding Laboratories, Montreal, Canada) bearing the EMT-6 tumour following a
protocol approved by the institutional animal care committee. The animals were
allowed free access to water and food throughout the course of the experiments. Before
tumour implantation, hair on the hind legs and back of the mice was removed by shaving
and chemical depilation (Nair, Whitehall, Mississauga, Canada). One EMT-6 tumour (2-

3 for biodistribution) was implanted on each hind thigh by intradermal injection of 2 x

10° cells suspended in 0.05 mL growth medium.
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3.2.5.2 Biodistribution

Mice were used 10 or 11 days after cell inoculation when tumour diameter and
thickness reached 4-8 mm and 2-4 mm, respectively. Tumour bearing mice were
injected i.v. via the caudal vein with 2 umol kg™ of drug (0.2 mL/20 g body weight). At
different time intervals after drug administration (30 min to 1 week), blood was
collected by intracardiac puncture via a heparinised syringe, whereafier the animals (n =
4 per time interval) were sacrificed. The blood was centrifuged in Eppendorf tubes for 5
min at 2000 g, and the plasma collected. One hundred pL of plasma or blood was mixed
with 1.9 mL DMF. Organs and tissues of interest were removed, washed with saline (0.9
%) and blotted dry. Whole tumours (2-3), aliquots of other organs and minced skin (80-
150 mg) were homogenised with a 20-fold volume of DMF in a Polvtron™ fitted with a
PT 10/35 rotor (Brinkmann, Mississauga, Canada). The homogenates were centrifuged
at 4°C (3,500 rpm for 20 min). The drug concentration in the clear supernatant was
assayed by fluorescence (Fluorescence spectrophotometer F-2000. Hitachi, Tokyo,
Japan) (Aex 606 nm, Ay, ~ 680 nm; band pass 5 nm and 10 nm, respectively). Calibration
curves were established by adding known amounts of drug to 100 pL of plasma or blood
or 80-150 mg of tissue samples from control mice, after which the tussues were treated
as described above. No fluorescence was found in control tissue samples to which no

drug had been added.

3.2.5.3 Photodynamic therapy
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For PDT studies, mice (n = 8-10 per group) were used 6-8 days after tumour
inoculation (tumour size: 3-5 mm diameter, 2-3 mm thickness). They were given an
intravenous injection of drugs at 0.1-0.25 umol kg™ (0.2 mL/20 g body weight), and the
right tumour was treated with red light 24 h later while the left one served as control.
Animals were discarded from the analysis when the control tumour underwent
spontaneous regression or showed abnormally slow growth. Tumours were illuminated
with an 8-mm diameter beam of 650-700 nm light (200 mW cm™ for a total light dose of
400 J cm™) generated by a 1000 W Xenon lamp, equipped with a 10-cm circulating
water filter and 2 glass filters (Corion LL650 and LS700, Holliston, MA). A positive
tumour response was assigned to tumours that appeared macroscopically as flat and
necrotic tissues within a few days after PDT. Complete tumour regression was defined

as the absence of a palpable tumour at 3 weeks after PDT.

4. Results
4.1 Cell photoinactivation

The effect of AICIPc incorporated in different carriers on cell survival is
presented in Figure 2. No dark toxicity was observed against EMT-6 cells with any of
the micelles at the concentrations and incubation times studied (data no shown). Upon
light treatment, all AICIPc PM formulations exhibited greater photoactivity than AICIPc
CRM. The terminally-alkylated copolymer was found to be less efficient than its random
counterpart with an LDgg of 1.3 and 0.25 vs 0.05 and 0.02 uM after 1-h (A) and 24-h (B)
incubation, respectively. Randomly-alkylated copolymer micelles of poly(NIPAgs-co-

MAA;-co-ODA;) prepared with 3 mol% MAA were found to be slightly more effective
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(LDgo24n = 0.02 uM) than micelles of poly(NIPAg;-co-MAAs-co-ODA;) bearing 5
mol% MAA (LDgg.2an = 0.08 pM) (Taillefer et al, 2000). To determine whether
endosome/lysosome  acidification was required for pH-sensitive PM-mediated
cytotoxicity to EMT-6, the experiments were repeated in the presence of chloroquine.
This drug is a weak base that raises the internal pH of acidic organelles (de Duve et al,
1974; De Groot et al, 1981; Reijngoud et al, 1976). As can be seen in Figure 3, in the
presence of chloroquine, the activity of the drug loaded in the pH-sensitive micelles
decreased whereas it remained unchanged in the case of the control formulation (AICIPc
CRM). These results point to the importance of endosomal/lysosomal acidity for the pH-
sensitive PM to be fully effective. The influence of chloroquine was more pronounced
after 24 h (Fig. 3B) than after 1 h (Fig. 3A) incubation, indicating the progressive
accumulation of chloroquine in acidic organelles (Poole & Ohkuma, 1981). However,
even in the presence of chloroquine, pH-responsive micelles remained more potent than

the CRM formulation except for the formulation 3 at 24h. (Fig. 3).

4.2 Biodistribution

The data on AICIPc pharmacokinetics and biodistribution after i.v. administration
of 2 pumol kg pH-sensitive AICIPc PM to EMT-6 tumour-bearing mice are given in
Figure 4 and Table 2, respectively. The drug loaded into pH-sensitive PM was cleared
from blood more rapidly than AICIPc CRM (t;,» = 23 min) (Brasseur et al, 1999) (Fig. 4)
and accumulated mainly in the liver and spleen, probably reflecting uptake by the MPS
(Table 2). The highest spleen drug levels were obtained with the terminally-alkylated

polymers at all time points. AICIPc levels in the tumour 24 h post-injection were
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significantly lower than those previously obtained with the CRM formulation (Brasseur
et al, 1999) and were stable for 1 week. High drug levels were found in the lung with
poly(NIPAys-co-MAA;-co-ODA;), which is the most hydrophobic polymer. This
probably reflects aggregation of the micelles and subsequent trapping in lung capillaries.
The tumour-to-tissue (skin, tumour skin and muscle) ratio at 24 h was calculated from
the data obtained in Table 2. It varied between 1.5 and 3.4 for poly(NIPAy3-co-MAA;-
co-ODA;) and DODA-poly(NIPAgs-co-MAA;) and was lower than 122 for

pOlya\HPA% -CO-MAA3-CO-ODA7_).

4.3 Photodynamic therapy

PDT of the EMT-6 tumour showed that pH-sensitive AICIPc PM were able to
induce substantial tumour control at the same drug dose as AICIPc CRM (data not
shown). Complete EMT-6 tumour regression was achieved in 85% of animals or more

with 0.25 umol/kg of all 3 drug preparations compared to control tumours.

5. Discussion

It has been shown that the efficiency of a photosensitizer is dependent upon its
ability to be taken up by cells and upon its photochemical properties (Berg et al, 1989).
The increased in vitro activity of pH-sensitive AICIPc PM vs AICIPc CRM may be
related to differences in micelle stability and/or cellular uptake. PM micelles may be
partly taken up by cells via an endocytotic process. Indeed, it has been demonstrated
recently that PM composed of polycaprolactone-b-poly(ethylene oxide) micelles were

endocytosed by PC12 cells (Allen et al, 1999). Furthermore, the fact that micelles
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produced with the randomly-alkylated copolymer were more efficient that terminally-
alkylated PM could be explained by differences in interactions with cell membranes.
The terminally-alkylated copolymer associates in such a manner that the linear
hydrophilic segments that create a steric barrier remain freely mobile and are excluded
from the micellar core (Fig. 5A) (Chung et al, 1998; Winnik et al, 1992). Such a
conformation is less likely to interact with macromolecules and cell membranes (Blume
& Ceve, 1993; Torchilin et al, 1994). In contrast, in the case of the randomly-alkylated
copolymer, chain mobility is restrained, and the hydrophobic core can be partially
exposed to water (Fig. 5B). This may result in increased binding to the plasma
membrane and thus enhanced uptake. An alternative explanation would be that
terminally-alkylated copolymer micelles are less stable than their random counterparts
because of their higher CAC (Table 1), and thus dissociate more easily upon dilution in
the culture medium. Experiments are currently underway to clarify this issue. It was
further shown that acidification of endosomes/lysosomes was required for pH-
responsive micelles to be fully effective (Fig. 3). In a previous study, we demonstrated
that copolymers of NIPA could destabilize phospholipid membranes at acidic pH
(Meyer et al, 1998). Thus, following endocytosis, pH-responsive micelles may undergo
phase transition which may, in turn, result in drug release (Chung et al, 1999) and/or
destabilization of the endosomal/lysosomal membrane. This may alter the intracellular
localisation of the drug, providing an explanation for the increased potency of AICIPc.
Indeed, it has been reported that some photosensitizers are less photocytotoxic when
located in plasma membranes than in other cellular compartments (Moan et al, 1984).
There is also some evidence for a lower quantum yield of cell inactivation for

lysosomally-located phthalocyanine than when located outside lysosomes (Moan et al,
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1992). For instance, mitochondrially-located drugs have been found to be highly

efficient in sensitizing cells to photoinactivation (Woodburn et al, 1992).

The hypothesis of pH-induced membrane destabilisation and/or drug release is
further supported by the fact that the randomly-alkylated copolymer micelles prepared
with 3 mol% MAA were more efficient in vitro than those prepared with 5 mol% MAA.
The former micelles undergo phase transition at pH 6.0, compared to pH 5.7 for the
latter (Table 1). Under weakly acidic conditions, micelles exhibiting the higher phase

transition pH are expected to more readily destabilise cell membranes.

The enhanced activity of PM might not be solely attributed to the pH-sensitivity
of these systems since in the presence of chloroquine, AICIPc was still more active than
AICIPc CRM. Tt was previously shown that the addition of 50-100 pM chloroquine
brings the pH of lysosdmes above 6 (Ohkuma & Poole, 1978; Poole & Ohkuma, 1981:
Reijngoud & Tager, 1976). Although we cannot exclude residual pH-sensitivity even
when the pH gradient is reduced, the observed enhanced activity is more likely
attributed to more significant uptake and/or a different uptake pattern as discussed

above.

The pharmacokinetic parameters of colloidal carriers are complex, depending on
size, surface charge and steric stabilisation (Drummond et al, 1999). Several studies
have shown that PM could enhance the plasma half-life of drugs (Kwon et al, 1994),
while others have failed to demonstrate such an effect (Zhang et al, 1997). In this study,

it was noted that AICIPc PM were cleared more rapidly and accumulated less in the
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tumour than AICIPc CRM (Brasseur et al, 1999). Such a rapid uptake was unexpected,
especially because NIPA copolymers have been reported to reduce the absorption of
plasma proteins on liposomal membranes when they were in their extended
conformation (i.e. below the temperature at which they phase-separate) (Yamazaki et al,
1999). Thus, it was expected that these micelles, owing to their small size (Table 1) and
potential “stealth” effect, might exhibit prolonged circulation times in vivo. Rapid uptake
by the MPS and, in the case of poly(NIPAygs-co-MAA;-co-ODA,), significant
accumulation in the lungs could result from some micelle aggregation in plasma. Indeed,
it is known that the phase transition of NIPA copolymers is influenced, for instance, by
the presence of inorganic ions (Inomata et al, 1992; Schild & Tirrell, 1990), and partial
dehydration with aggregation of these polymers in blood at 37°C resulting from
accelerated phase transition cannot be excluded An increase in micelle hydrophobicity
could lead to their aggregation, heightened opsonization and thus rapid removal by the
MPS. If the size of the aggregates is sufficiently important, the micelles may end up in
lung capillaries (Davis et al, 1993). More importantly, the polymers used in this work
were negatively charged at pH 7.4 (ionisation of the MAA moiety), and this may
accelerate micelle removal by the MPS. For instance, it was demonstrated in a number
of studies that the presence of negatively-charged lipids in liposomes can lead to rapid
uptake by the MPS (Park et al, 1992; Senior et al, 1985). However, despite lower
tumoural drug concentrations, PM exhibited activity similar in vivo to that of the control
CRM formulation, revealing the higher potency of AICIPc PM when localised in

tumoural tissue.
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Shielding of liposomal charges by bulky hydrophilic moieties has been shown to
improve the circulation times of liposomes (Liu & Huang, 1990; Woodle et al, 1992),
and experiments are currently ongoing in our laboratory to determine whether this could
apply to PM. It would also be of interest to investigate the influence of the polymer
molecular weight on AICIPc biodistribution. Finally, it is important to note that the
molecular weight of these copolymers was relatively high (Table 1). Since NIPA
polymers are a priori not biodegradable in vivo, it would be worthwhile to study the
pharmacokinetics and biodistribution of lower molecular weight polymers which may
interact differently with blood components and which could be eliminated by renal

excretion.

6. Conclusion

In the experimental model used, pH-responsive PM formulations were more
potent than control formulations. In vitro, efficacy was influenced by polymeric
structure and endosomal/lysosomal pH. However, the PM formulations still had to be
optimized to decrease their uptake by the MPS and increase their localisation in
tumours. They represent a good alternative to cremophor preparations for the

vectorisation of hydrophobic drugs.
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Table 1. Characterization of the polymer and PM
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Poly(NIPAg;-co- Poly(NIPAgs-co- DODA.-
MAA;-co-ODA,) MAA;-co-ODA>) poly(NIPAgs-co-
MAA;)
Mn 27900 35500 9700
Mw 48500 126000 31150
CAC (mg/L) 10 8 20
Phase transition pH 5.7 6.0 6.1
Micelle size (nm) Water: 13+ 6 Water: 17+ 8 Water: 53 £ 25
PBS:35+ 17 PBS: 146 + 64 PBS: 58 + 25
Drug loading 3.9 33 1.9

% (w/w)
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Table 2. Tissue concentration (s.e.m.) of AICIPc in EMT-6 tumour-bearing mice (n=4)
after i.v. injection of dye (2 pmol . kg' of AICIPc) formulated in different vehicles

Concentration (% injected dose * /g)

Tissue

0.5h l1h 3h 24h 168 h

Poly(NIPAg3-co-MAAs-co-ODA))

Blood 24.00 ND 4.65 0.13 <1
(0.37) (0.33) (0.02)

Plasma 50.29 25.31 8.03 <1 <1
(0.65) (1.96) (0.75)

Tumour 0.96 2.02 1.70 3.27 2.16
(0.07) (0.36) (0.44) (0.57) (0.24)

Muscle 1.13 0.82 1.73 1.49 1.53
(0.19) (0.05) (0.28) (0.19) (0.08)

Skin 0.95 1.04 1.74 1.13 1.63
(0.03) (0.02) (0.05) (0.13) (0.15)

Skin 0.70 1.04 1.23 2.18 2.51

Tumour (0.14) (0.02) (0.07) (0.21) (0.28)

Liver 24.36 35.27 34.46 46.25 17.87

(222)  (3.09)  (627)  (2.89)  (1.30)
Spleen 22.65 2648 3749 6313 48.66
(0.64)  (0.34)  (422)  (1.50)  (1.62)

Lung 16.65 15.49 19.26 65.98 26.88
(0.23) (0.39) (0.37) (5.29) (1.62)
Kidney 6.96 7.42 7.12 11.02 12.41

(0.22) (0.24) (0.10) (0.32) (0.60)
DODA-poly (NIPAgs-co-MAA3)

Blood 30.99 21.15 8.18 <1 <1
(3.63) (2.06) (0.53)

Plasma 78.80 51.21 17.99 <1 <1
(8.74) (8.29) (1.08)

Tumour 1.19 0.55 0.91 1.94 1.90
(0.32) (0.14) (0.03) (0.63) (0.29)

Muscle 0.69 0.67 0.61 0.65 0.70
(0.08) (0.05) (0.05) (0.05) (0.06)

Skin 0.75 0.64 0.73 0.83 0.71
(0.07) (0.07) (0.11) (0.19) (0.06)

Skin 0.67 0.46 0.57 0.57 0.48

Tumour (0.06) (0.03) (0.03) (0.07) (0.03)

Liver 13.66 20.09 22.65 30.54 20.52
(4.09) (2.42) (1.87) (5.76) (1.92)

Spleen 146.2 607.00 613.5 540.5 550.9

(33.17)  (19.04) (9247) (55.73)  (80.9)
Lung 21.03 3786 1330 6.66 7.14




(2.52) (9.56) (1.27) (1.44) (0.56)
Kidney 8.02 7.15 5.87 6.74 3.47
(0.89) (0.68) (0.81) (2.17) (1.32)
Poly(NIPAgs-co-MAA;-co-ODA;)
Blood 33.51 7.35 7.96 <1 <1
(0.22) (0.34) (0.38)
Plasma 88.31 12.11 2.34 <1 <1
(4.30) (0.38) (0.29)
Tumour 1.93 0.75 1.36 1.19 2.34
(0.46) (0.10) (0.06) (0.14) (0.33)
Muscle 0.69 1.20 0.87 1.55 1.56
(0.07) (0.14) (0.12) (0.17) (0.04)
Skin 0.88 0.93 0.86 0.97 1.33
(0.10) (0.07) (0.15) (0.05) (0.03)
Skin 1.10 0.73 1.22 1.40 1.78
Tumour (0.16) (0.06) (0.31) (0.12) (0.03)
Liver 13.43 18.27 27.39 57.67 36.21
(3.25) (1.20) (0.59) (10.00) (1.72)
Spleen 83.05 73.5 106.6 100.3 113.3
(4.14) (4.00) (19.45) (5.66) (11.25)
Lung 23.82 79.03 187.8 109.1 27.52
(5.49) (6.82) (26.41) (29.2) (3.14)
Kidney 3.31 5.66 15.92 8.94 8.23
(0.21) (0.23) (1.63) (0.88) (2.82)

*: 1% injected dose = 0.23 ng AICIPc.
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9. Figure legends

Figure 1
Chemical structures of poly(NIPA-co-MAA-co-ODA) (A) and DODA-poly(NIPA-co-

MAA) (B).
Figure 2

Cell survival after 1 h (A) or 24 h (B) of incubation with AICIPc loaded into
poly(NIPAg3-co-MAAs-co-ODA;) (open triangles), poly(NIPAgs-co-MAA;-co-ODA,)
(closed triangles), DODA-poly(NIPAgs-co-MAA;) (open circles) or CRM (closed

circles) micelles.

Figure 3

LDgo of AICIPc after 1 h (A) or 24 h (B) of incubation, with (empty bars) or without
(closed bars) 50 uM chloroquine. Poly(NIPAg3-co-MAAs-co-ODA;) (1), poly(NIPAys-
co-MAA3-co-ODA;) (2), DODA-poly(NIPAgs-co-MAA:;) (3) and CRM (4) micelles. *)

not determined. Mean + s.e.m. (n=3).

Figure 4

Drug blood concentration after i.v. injection of 2 pmol kg™ loaded into poly(NIPAg;-co-
MAA;s-co-ODA,) (open triangles), poly(NIPAss-co-MAA;-co-ODA,) (closed triangles),
DODA-poly(NIPAgs-co-MAA;) (open circles) or CRM (closed circles) micelles, in

EMT-6 tumour-bearing mice. (*) taken from Brasseur et al, 1999. Mean = s.e.m. (n = 4).
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Figure 5

Schematic representation of (A) terminally- and (B) randomly- alkylated

copolymermicelles.
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CHAPITRE 4

CONCLUSION



1.

Syntheése et caractérisation des copolyméres

Les résultats de ce mémoire ont été obtenus a I’aide de deux types de
copolymeres : un copolymeére alkylé de fagon aléatoire, le poly(N-
isopropylacrylamide-co-acide méthacrylique-co-octadécylacrylate)  (poly-
(NIPAM-co-AMA-co-ODA)), ainsi qu’un copolymére alkylé en bout de chaine,
le dioctadécylamine (DODA)-poly(NIPAM-co-AMA). Nous avons fait varier le
rapport molaire des monomeres de nos copolyméres afin d’obtenir des
caractéristiques différentes. Le rapport molaire est indiqué en indice des
monomeres (tableau 1). La chromatographie d’exclusion stérique a été utilisée
afin d’établir les poids moléculaires moyens de chaque copolymére. La
proportion d’AMA a été déterminée par titrage acide-base. Par analyse de RMN-
'H, la proportion de chaines alkyles a été obtenue en comparant les signaux a
4,03 ppm spécifique au NIPAM et a 0,89 ppm spécifique a ’ODA et au DODA.

Tableau 1 : Caractéristiques des copolymeres utilisés

Copolymeéres Mp OobA/ AMA (mol%)
DODA (mol%)
DODA-poly(NIPAMgs-co-AMA;) | 31100 0,7 6,46
Poly(NIPAMy;-co-AMA;-co-ODA,) | 40000 6,2 52
Poly(NIPAMy;-co-AMA;s-co-ODA;) | 27890 1,96 4,7
Poly(NIPAMgs-co-AMA;-co-ODA,) | 126400 0,70 2,26
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2. Concentration d’agrégation critique des copolymeres (CAC)

La CAC des différents copolymeres a été obtenue par spectrofluorimétrie
en mesurant les rapports I;/13 ou I338/1333 de la fluorescence du pyrene en fonction
de la concentration en polymeére (voir chapitres 1, 2 et 3). Les valeurs de CAC de
nos 4 copolyméres se situent entre 8 mg/L et 20 mg/L, que leur milieu soit de
I’eau ou du tampon phosphate salin (TPS) (chapitres 2 et 3). La présence de
’ODA dans nos copolyméres semble indispensable a la formation de micelles
car, lorsqu’il est absent, le rapport I,/I; demeure constant, confirmant ainsi
I’absence de micelles. Certaines études ont déja démontré que les polymeres de
NIPAM modifiés contenant des chaines alkyles sont capables de former des
micelles!-2. Dans notre étude, nous avons démontré que I’incorporation d’AMA
hydrophile n’interfére pas dans la formation des micelles. Etonnamment,
I’augmentation du pourcentage en ODA n’entraine pas une diminution de la
valeur de la CAC. Par contre, les micelles formées par le copolymere contenant
4 % de ODA possedent un cceur plus hydrophobe, ceci étant démontré par un
rapport I;/I; plus bas a des concentrations élevées de copolymere, par une plus
grande augmentation de la pente prés de la CAC et par la précipitation du
copolymere dans le TPS a des concentrations supérieures a 310 mg/L (chapitre
2). Les résultats de cette étude démontrent également que la valeur de la CAC
n’est pas affectée par la présence de sels car elle demeure la méme dans ’eau et
dans le TPS. Zhang et coll.3 ont rapporté que la CAC du méthoxypoly(oxyde
d’éthyleéne)-b-poly(DL-acide lactique) est la méme dans I’eau, dans une solution

saline 0,9 % ou dans une solution de dextrose 5 %. Cette observation n’est pas



étonnante si on considére la nature non-ionique du polymere. Toutefois, dans le
cas du des copolymeéres de NIPAM contenant de I’AMA, "augmentation de
'ionisation des copolymeres dans le TPS par rapport a I’eau, permettrait de

compenser [’effet des électrolytes qui généralement tendent a abaisser la CAC#.

. pH de transition de phase des copolymeéres

Le poly(NIPAM) est un polymere thermosensible possédant un point de
trouble a 32°C. A des températures en-dessous du point de trouble, le polymére
est soluble mais précipite si la température augmente au-dessus de 32°C3. En
ajoutant une petite quantité d’'un monomere hydrophile titrable (e.g. AMA), il est
possible d’augmenter le point de trouble du poly(NIPAM) et de rendre ce
polymere sensible au pH®7. Le polymére devient donc soluble a la température
du corps (37°C) mais précipite lorsque le pH diminue. Les copolymeres
contenant 5 mol% d’AMA possédent une transition de phase a des pH de 5,7-5,8
a 37°C tandis que les copolymeéres contenant 3 mol% d’AMA ont une transition
de phase a des pH de 6,0-6,1 (chapitres 2 et 3), ce qui confirme les observations
précédentes8.?. La présence de 2ou 4 mol% de ODA ne semble pas affecter le pH
auquel s’effectue la transition de phase. Nos observations ont démontré que le pH
de transition de phase des copolvmeéres restait similaire avec ou sans ODA. Des
¢tudes ont démontré que le point de trouble peut étre modifié en ajoutant des
groupements hydrophobes & I’homopolymére de NIPAM!10.11. Par contre, dans
notre cas, I’arrangement micellaire des chaines polymeres permet a ’ODA d’étre

protégé du milieu aqueux environnant. Donc, celui-ci ne peut faire une
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contribution hydrophobe au point de trouble, et, par analogie, n’entraine pas de
changement du pH de transition de phase!2.13.

Chen et Hoffman!4 ont démontré qu’une augmentation de la force
ionique abaisse la valeur du point de trouble et cette différence est plus évidente
a des pH proches de la neutralité. Dans notre cas, il semble que le changement du
pH de transition de phase, induit par la présence de sels, soit trop petit pour étre
détecté, malgré la grande sensibilité de notre méthode a une concentration de
polymere de 25 mg/L. Par contre, & des concentrations élevées, la présence des
électrolytes favorise la précipitation du polymére.

A 37°C, lorsque le pH atteint des valeurs autour de 5,5, le cceur
hydrophobe des micelles est détruit et le ratio 1;/I; augmente (chapitre 2). La
température affecte de la méme fagon le rapport I;/I; du NIPAM modifié par des
chaines alkyles!2.13. En effet, I’affaissement des chaines de poly(NIPAM) crée
un environnement plus polaire que celui ol se trouve le pyréne solubilisé a
I’intérieur des micelles & pH 7,4 et ceci induit un mélange de la région interne
(cceur) et de ’enveloppe hydrophile causant I’augmentation du rapport I,/I51s.
L’explication alternative serait la libération du pyréne dans 1’environnement
aqueux lors de I’abaissement du pH. Cela a été observé précédemment avec la

doxorubicine qui a été libérée des micelles sensibles a la température de

poly(NIPAM)-poly(méthacrylate de butyle) lorsqu’on élevait la température!6.

4. Taille des micelles



Les mesures de taille des micelles polyméres (MP) ont été effectuées
avant et apres la filtration des solutions sur un filtre de 0,22 pm. Avant la
filtration, les MP présentaient une distribution de taille multimodale avec une
grande proportion d’agrégats (chapitre 2). Apres la filtration, les MP avaient
toutes une taille inférieure a 60 nm dans I’eau. Lorsque nos polymeres se
trouvaient dans un tampon phosphate non-isotonique ou dans du TPS, Ia taille
des micelles était plus élevée, probablement a cause de [’ionisation des
groupements carboxyliques a pH 7,4. L’ionisation de ces groupements permet
une meilleure interaction entre les chaines de polymére et ’eau et donnerait a la
micelle une conformation étendue. La différence de taille entre les milieux peut
étre causée également par un changement dans le nombre d’agrégation
micellaire?. In vivo, il est possible que les micelles s’agrégent apres injection,
suite aux interactions avec les électrolytes et/ou les protéines du plasma.
L’agrégation micellaire pourrait étre, du moins en partie, prévenue en diluant

suffisamment les solutions et en injectant lentement le médicament.

Incorporation de phthalocyanine

Nous avons incorporé environ 3 % (p/p) de phthalocyanine
(phthalocyanine de chlorure d’aluminium, AICIPc) a I'inténieur des micelles de
poly(NIPAM-co-AMA-co-ODA) et environ 1,9 % (p/p) pour les micelles de
DODA-poly(NIPAM-co-AMA) (chapitres 2 et 3). Nous pourrions augmenter ces
taux de chargement mais, une plus grande incorporation de médicament nous
demanderait plusieurs filtrations afin d’éliminer la phthalocyanine précipitée non

incorporée dans les MP. La solubilité de la phthalobyanine utilisée dans ’eau a
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20°C est inférieure 4 0,2 ug/mL. En incorporant ce médicament a I’intérieur des
MP, il est possible d’augmenter sa solubilité dans 1’eau au dela de 0,3 mg/mL.
De plus, I'incorporation d’AICIPc a I’intérieur des MP ne modifie pas la valeur

du pH de transition de phase (chapitre 2).

Photo-inactivation cellulaire

II a ét¢ démontré que [Defficacit¢ d’un photosensibilisateur était
dépendante de sa captation par les cellules et de ses propriétés photochimiques!”.
Les formulations micellaires d’ AICIPc ont été évaluées sur des cellules tumorales
mammaires murines EMT-6. L’ AICIPc¢ incorporée dans des MP sensibles au pH
(AICIPc-MP) s’est avérée plus active que 1’AlICIPc solubilisée dans des micelles
contrdles de Cremophor EL (AICIPc-CRM) (chapitre 2). Cette augmentation de
Pactivité de I’AICIPc peut étre reliée a la différence de stabilité des 2 types de
micelles, a la différence de quantité de médicament captée par la cellule et/ou a la
sensibilité au pH des MP qui modifierait la distribution intracellulaire du principe
actif. Il a été démontré par exemple que les MP pouvaient étre captées en partie
par les cellules par un processus d’endocytosel®. Nous avons obtenu une plus
grande efficacité lors des essais avec les micelles de copolymere alkylé
aléatoirement comparé aux essais avec les micelles de copolymere alkylé en bout
de chaine (chapitre 3). Cette observation peut étre expliquée par la différence des
interactions entre les copolymeres et la membrane cellulaire. Les copolymeres
alkylés en bout de chaine s’associent en micelles de maniere a ce que les

segments hydrophiles linéaires forment une barriere sténique en les laissant



mobiles et exclus du cceur de la micelle!-13 . Cette conformation est moins portée
a interagir avec les macromolécules et les membranes cellulaires!®. Par contre,
dans le cas des copolymeres alkylés de fagon aléatoire, la mobilité des chaines
est restreinte et le cceur hydrophobe peut étre exposé a ’eau. Cela favorise les
interactions des micelles avec la membrane cytoplasmique et devrait
théoriquement augmenter I’internalisation cellulaire. Nous pourrions également
expliquer cette différence d’efficacité par la stabilité des micelles. Les micelles
de copolymeére alkylé en bout de chaine seraient moins stables que les micelles
de copolymere alkylé aléatoirement car elles ont une CAC plus élevée et peuvent
donc se dissocier plus facilement lors d’une dilution par le milieu de culture.
L’hypothése que le pH induirait la déstabilisation de la membrane
cytoplasmique (i.e. modification de la distribution intracellulaire du principe
actif) et/ou la libération de médicament, est indirectement soutenue par 2
constatations. Tout d’abord, le copolymere synthétisé avec 3 mol% de AMA est
plus efficace in vitro que le copolymere synthétisé avec 5 mol% de AMA
(chapitre 3). Les micelles du copolymere contenant 3 mol% possédent un pH de
transition de phase de 6,0-6,1 tandis que les autres MP possedent un pH de
transition de phase de 5,7-5,8. Sous de faibles conditions acides, les micelles
ayant le pH de transition de phase le plus élevé changeraient de conformation
plus rapidement et de fagon plus prononcée aprés internalisation cellulaire.
D’autre part, en présence de chloroquine, les MP sensibles au pH perdent une

partie de leur efficacité (chapitre 3). En effet, la chloroquine est une base faible

capable d’augmenter le pH des compartiments endosomaux/lysosomaux 20-22.



Cela implique donc, qu’une activité optimale de I’AICIPc-MP requiert une
réponse du polymeére a un changement de pH. La grande activité des MP ne peut
pas €tre seulement attribuée a la sensibilité au pH de ce systeme, car en présence
de chloroquine, I’AICIPc-MP reste d’une maniére générale. plus efficace que
I’ AICIPc-CRM. Bien que nous ne puissions pas exclure une sensibilité résiduelle
au pH, lorsque le gradient du pH est réduit, I’augmentation de I’activité observée
peut €tre attribuée a une meilleure internalisation et/ou une plus grande stabilité

des PM.

Biodistribution

Les parametres impliqués dans la pharmacocinétique et la biodistribution
d’un transporteur colloidal sont trés complexes, et font notamment intervenir sa
taille, son potentiel zéta et sa stabilité stérique?3. Plusieurs études ont démontré
que les MP pouvaient augmenter la demi-vie des médicaments?4, tandis que
d’autres n’ont pas réussi a leur attribuer un effet?3. Les MP sensibles au pH ont
donc été injectées par voie intraveineuse a des souris Balb/c porteuses de
tumeurs mammaires EMT-6 intradermiques (chapitre 3). Dans cette étude, il a
été observé que I’AICIPc-MP était plus rapidement éliminé et s’accumulait
moins dans les tumeurs que I’AICIPc-CRM26. Une élimination rapide des MP
par le systtme des phagocytes mononucléés (SPM) et dans le cas du
poly(NIPAMys-co-AMA;-co-ODA;), une accumulation significative dans les
poumons, peuvent étre causées notamment par 1’agrégation des micelles dans le

plasma. De plus, il est possible que la transition de phase des copolymeres de



NIPAM soit favorisée par la présence d’ions et de protéines plasmatiques27-28,
Dans ces conditions, une déshydratation partielle des copolyméres dans le sang a
37°C augmenterait I’hydrophobie des micelles ce qui pourrait amener la
formation d’agrégats et bermettre ’opsonisation des MP d’ou une capture plus
rapide par le SPM. Si la taille des agrégats est suffisamment importante, les
micelles se retrouvent emprisonnées dans les capillaires des poumons29. De plus,
le polymére que nous avons utilisé était chargé négativement a un pH de 7,4
(ionisation de I’AMA), ce qui peut dans certains cas accélérer la capture des
micelles par le SPM30. Malgré le fait que la concentration de I’ AICIPc-PM dans
les tumeurs EMT-6 étaient inférieures a celles de la formulation contrdle, les MP
ont démontré une activité in vivo similaire & 1’AlICIPc-CRM (chapitre 3). Donc,
nous pourrions espérer une plus grande efficacité de I’AICIPc-PM si les PM se

localisaient de maniere plus marquée au niveau des tumeurs.

Objectifs futurs

Afin de caractériser plus avant les MP sensibles au pH in vivo, nous
pourrions faire I’étude de I'influence du poids moléculaire de nos copolymeéres
sur la biodistribution de I’AICIPc car les masses moléculaires des copolymeéres
utilisés pour cette étude étaient relativement élevées. Nous pourrions également
incorporer des comonoméres trés hydrophiles telle la N-vinyl-2-pyrrolidone
(VP), qui modifieraient probablement les propriétés physico-chimiques et la
pharmacocinétique des MP. En effet, il est connu que les polyméres hydrophiles

et flexibles tel le PVP ou le poly(éthylene glycol), peuvent diminuer



I'opsonisation des vecteurs colloidaux et augmenter la demi-vie
plasmatique31.32. Bref, les formulations de MP doivent étre optimisées afin de
réduire leur élimination par le SPM et augmenter leur localisation dans les
tumeurs. Nous devons mentionner ici que seul le modele tumoral EMT-6 a été
utilisé au cours de ce travail et qu’il serait intéressant de tester les MP sensibles
au pH sur d’autres modéles tumoraux.

En conclusion, les MP restent une bonne alternative aux préparations
contenant du Cremophor® pour 1’administration parentérale de médicaments

hydrophobes.
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