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-Abbréviations-

-1-

1H : Isotope de I'hnydrogéne de masse égale a & deimasse atomique
-2-

2H : Isotope de I'hydrogene de masse égale a 2aidé masse atomique
-A-

ADN : Acide désoxyribonucléique

AMPc : Adénosine MonoPhosphate cyclique
APCs : Cellules présentatrices d’antigéne

ARNmM : Acide Ribonucléique messager

AUC : Area Under the Curve (Aire sous la courbe)

-B-

BEGM : Bronchial EpitheliaCell Growth Medium (Milieu de croissance epithedial
bronchique)
BSA : Bovine Serum Albumine (Sérum Albumine Bovine)

-C-

CaSR : Calcium Sensing Receptor (Récepteur seraibdalcium)
CD : Circular Dichroism (Dichroisme Circulaire)

CDC : Cell Division Cycle (Cycle de division celaite)

CER : Céramide

CH : Cholestérol

CS : Sulfate de cholestérol

CMC : Concentration Micellaire Critique

CsA : Cyclosporine A

CV : Cocoyl valine

D : Coefficient de Diffusion (s’
DCC : dicyclohexylcarbodiimide
DCU : dicyclohexylurée



DLS : Dynamic Light Scattering (Diffusion dynamiqde la lumiere)

Dlg : Discs large protein

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Medium (Milieu esgiel minimum de Dulbecco)
DOSY : Diffusion-ordered spectroscopy

-E-
EPO : Erythropoiétine

-E-
FID : Free Induction Decay
FT : Transformée de Fourrier

-H-

H : Constante de Plank (6,62 .s"

HBSS : Hank’s balanced salt solution

hGH : Human Growth Hormone (Hormone de Croissano@ine)

HMBC : Heteronuclear Multiple Bond Correlation (@&lation hétéronucléaire)
-|-

IL2 : Interleukine 2
IV : Intraveineux

-J-
JAM : junctional adhesion molecule (Molécule d’asiibé@ de jonctions intercellulaires)
-K-

K : constante de Boltzmann (1,3807%0/k)

-L-
LAAs : Lipoamino acides
LDH : lactate déshydrogénase
LUV : large unilamellar vesicles

-M-

M : Molaire (1 Mole par litre)
M1 : Moment d’ordre 1



MAG : membrane associated guanylate kinase witbrted domain structure
MLV : multilamellar vesicles (vésicules multilamailes)

MMAD : Mass Median Aerodynamic Diameter

MUPP1 : multi-PDZ domain protein 1

-N-

NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide
NHS : N-hydroxysuccinimide
-O-

OA : Oleic Acid (Acide Oléique)

PA : Palmitic acid (Acide palmitique)

PAD : Amplificateur discriminent a pulsation
Papp : Perméabilité du c6té apical vers le cotélatsal
PC : PhosphatidylCholine

PDB : Protein Data Bank

PE : PhosphatidylEthanolamine

PG : PhosphatidylGlycérol

Pl : Phosphatidylinositol

PKC : Protéine kinase C

PMT : Photomultiplicateur

PS : PhosphatidylSérine

PSD-95 : Postsynaptic density-95

RF : RadioFréquence

Rh : Rayon hydrodynamique

rhEPO : Recombinant Human Erythropoietin (Erythii@ioe Humaine Recombinante)
rhGH : Recombinant Human Growth Hormone (Hormone @eoissance Humaine
Recombinante)

RMN : Résonnance Magnétique Nucléaire

-S-

SB : Strate basale

SC :Stratum Corneum

sCT : Calcitonine de saumon
SDS : Sodium Dodécyl Sulfate
SG : Stratum granulosum



SM : Sphingomyéline

SS : Stratum Spinosum

STDFH : Tauro-24,25-dihydrofusite de sodium
SUV : Small Unilamellar Vesicles

-T-
TEER : Résistance électrique transépithéliale

THF : Tétrahydrofurane
Tm : Température de fusion

UV : Ultra Violet

ZO : Zonula Occludens
ZOT : Zonula Occludens Toxin (Toxine de la Zonuleclddens)
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CHAPITRE 1
GENERALITES

Dans le secteur de la santé, le terme de bioteohmoldésigne en particulier les
techniques de génie génétique qui permettent deféer un géne d’un organisme a un autre,
ce qui fut fait d'une bactérie a une autre en 1971.

Il devient alors possible de faire fabriquer pae lnactérie, une levure ou une cellule
de mammifére en culture une protéine humaine ayanntérét thérapeutique, puis, apres
purification, de l'injecter au malade. La protéitlgérapeutique ainsi fabriqguée est dite
recombinante. Aujourd’hui, plus de 160 protéinesombinantes ont déja obtenu leur

autorisation de mise sur le marché en Europe.

La production de ces protéines par génie géenétequeellules procaryotes ou en
cellules de mammiféres a permis d’en disposer enagdnce et sans risque de contamination.
La difficulté de la thérapie protéique reste somigmistration. En effet, la délivrance de ces
protéiness se fait traditionnellement par voie dtgble, ce qui ne pose pas de problemes
particuliers pour les traitements hospitaliers aigDependant, certains traitements s’averent
trés contraignants puisqu’ils prévoient par exengmer I’hormone de croissance humaine
(hGH) une injection 6 jours sur 7 sur de longuegédsi (2 a 5 ans) et 3 jours sur 7 pour
I'Erythropoiétine humaine (hEPO).

L’auto-injection plusieurs fois par jour du traitent par le patient est une vraie source

de difficultés, réduisant le confort et donc I'obhsmce des traitements.

La voie orale, la plus pratique et la plus agréaddur les patients, est inaccessible aux
protéines sans un systeme de formulation adaptéff&n plusieurs problemes fondamentaux
se posent. Tout d’abord, le systéme digestif hunesinfait justement pour dissocier les
protéines, par I'action conjuguée des protéasee®frcides biliaires au niveau de I'estomac.
Dans I'hypothése ou une protéine aurait réussi ssgacet obstacle, la seconde difficulté
majeure qui se présente est le franchissement plaréd du tube digestif, afin de rejoindre le
systeme sanguin. Les molécules de grandes taitlas pas la capacité a passer naturellement

cette membrane. La quasi-totalité des protéingspleétiques est dans ce cas la.
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D’autres voies d’administration moins contraigmantioivent étre envisagées. Nous
nous sommes donc intéressés dans ce travail analgtion de 'hGH, de la hEPO et d'un
peptide, la calcitonine de saumon (sCT) pour parmé&tur administration par voie nasale et

par voie topique.
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1. Généralitéssur lespeptides et protéines
1.1.Introduction

Les protéines sont des polymeres qui jouent un chleial dans la structure et la

fonction des cellules et organismes biologiquesir lmids moléculaire se situe entre' &0

10° Da. Leurs structures sont trés variables et dégrerdk leurs séquences en acides aminés.
On peut les classer en 3 types : les protéinegudms, globulaires et désordonnées. Les
protéines fibreuses sont composées de chainesgmbigigues qui s’arrangent autour d’'un
axe linéaire commun. La fonctionnalité de ces ppnete fibreuses (collagéne, kératine...) est
largement associée a leurs propriétés mécaniqussiemtissus tels que le muscle, la peau, et
les cheveux. Dans les protéines globulaires, un@losieurs chaines polypeptidiques sont
repliées de maniére compacte pour former une sheittidimensionnelle. Une grande partie
des protéines globulaires sont des enzymes (trypsitalase, etc.), mais certaines ont des
fonctions biologiques, ce sont les hormones (insulicalcitonine, hormone de croissance,

etc.), d’autres des réles dans les processus mEfdera(hémoglobine).

Les protéines sont des polyélectrolytes capablésred’a la fois positivement et
négativement chargés. Les groupements ionisabtedespK différents, ce qui implique que
la distribution de charge est dépendante du pHn@Uemcharge globale en solution aqueuse
est égale a zéro on dit que le systemeésesiectrique(pH = pl). Pour beaucoup de protéines,
le point isoélectrique est proche de 5, mais aeetabnt des valeurs plus basse (pepsine pHi
2) et plus élevée (lysozyme pHi 11). La solubitisns I'eau des protéines solubles augmente
en proportion avec la quantité de groupes polateke leur charge relative et décroit lorsque
la masse moléculaire augmente. Les protéines onmimmum de solubilité au point

isoélectrique ou les interactions électrostaticaee® minimales.

1.2.De I'ADN aux protéines

Les protéines sont des chaines d’acides aminés. dyethése fait intervenir I'acide
désoxyribonucléique (ADN) qui se trouve dans le aabydes cellules. L’ADN est une

molécule, en forme de double hélice, qui contiemfdrmation génétique, autrement dit
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'ensemble des caracteres s’exprimant dans un mmgan L'information génétique est codée

sous forme de codon, une suite de trois nucléoti@eaque codon représente un des 20
acides aminés qu'’utilise la cellule dans la syrghds n'importe quel type de protéine (figures

1.1etl.2).

La synthése des protéines comprend 2 étapes :

» la transcription permet de copier 'ADN en ARN naggs (ARNm). Elle se déroule
dans le noyau chez les eucaryotes. On parle dsctiption, car I'ADN est copié en

ARNmM sans changement de code, seule la thymineremsplacée par l'uracile.

e La traduction correspond au décodage de linfoonagportée par 'ARNmM en
protéines. Dans ce cas, on passe du langage déotidek au langage des acides
aminés grace au code génétique. La traductiorualbes le cytoplasme au niveau des
ribosomes. Parmi les 64 %4codons possibles, seuls, 61 codent pour les Rlesic
aminés naturels, les trois codons restants étamtcddons de fin de traduction.
Plusieurs codons flérents représentent donc un méme acide aminé, da gdar

dégénérescence du code génétique.

1.3.Polymeres d’acides aminés

Une protéine est un polymere d’'acide aminé. On ¢er2@ acides aminés naturels
différents. Les acides aminés naturels sont essentiellementadees a-aminés dont la
structure de base est composée d'une fonction aaid®xyligue (COOH), d’'une fonction
amine (NH), d'un atome d’hydrogene articulé autour d’'un atode carbone asymétrique

(Ca) dans sa conformation R et d’une chaine latéR)ey(ii différencie les acides aminés.

A=
N

C, OH
-
H,N

0O

Figure 1.1: Représentation générique des acides aminés (sgublme, de forme cyclique)

10
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Cas a part ) )
Sérine Thréonine Asparagine Glutamine
(S, Ser) (T, Thr) (M, Asn) (Q, Gin)
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I CHa0H CHOH CHa CHz
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Acide glutamique Acide aspartique Lysine Arginine Histidine
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?00‘ ('300‘ [slaloy coo Coo”
I I I
*HgN-?—H *HaN=C —H *HgN—C—H *HgN—C—H *HaN—C—H
| 1 | I i
CHs CHa CHa CHs CHa Polaires
| I 1 | I et chargés
CHa coo" CHy CHg - NH
COo" CHy CHay )
| I C-N*
CHo NH H H
[ 1+
HayN* C = NH3
Négativement ,.'_m2 Positivernent
Méthionine Cystéine Tryptophane Phénylalanine Tyrosine
(M, Met) (C, Cys) (W, Trp) (F, Phe) (Y. Tyr)
?W' ?00 coo" coo" coo-
I I I
*HaN-’C-’H .HaN-G‘-H * —_—=H *HaN=C=H THaN = =H .
i ! BN =G N=¢ an=¢ Non-polaires
?Hz ‘Iv‘Hz CHo CHy CHo
CHa SH S=c
I
SI ) MNH
CHa OH
Contenant du soufre Aromatiques
Alanine Valine Leucine Isoleucine Proline
(A, Ala) (v, val) (L, Leu) (1, lle) (P, Pro)
coor coo" coo" coo" coor .
| 1 1 I | Non-polaires
*HgN—-C—H *HaN—C —H *HgN—C —H *HgN—-C—H HN-C—H
I I I 1 I
CH3 CH CHs HC - CH3 HoC CH>
| | Nedh
CHy CHa /Grj\ ?Hz 2
Aliphatiques CHy CHy ChHs

Figure 1-2 : Les 20 acides aminés naturels avec pour chacumétaation biochimique en 3
lettres, le code et la formule semi-développéeaspondante.

La condensation entre deux acides aminés d'unetifonamine et d’'une fonction
acide carboxylique forme un groupe amide, qui ctuesta liaison peptidique (figure 1.3). La
structure de cette liaison a été déterminée palifgaorey et Branson par des mesures de
diffraction aux rayons X La liaison peptidique — CO — NH — est un hybritterésonnance

11
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dans lequel les électrons du doublet de I'azoteseélectrons de la liaison C=0 occupent la

méme orbitale délocalisée entre les atomes d'atat®xygene.

Figure 1-3 : Liaison peptidique avec sa forme mésomere

La liaison C — N a donc le caractére d’'une doulaisdn partielle. Ainsi, la liaison
peptidique est :

- Trés stable
- Plane (les 6 atomesuCC, O, N, H et @ sont coplanaires)

- Rigide : la rotation autour de la liaison C — N iegbossible

La liaison peptidique s’établit par élimination d&i molécule deau entre le
groupement carboxyle d’'un acide aminé et le growgnaminé de l'acide aminé voisin
(figure 1.4)

Acide aminé (1) 4 Acide aminé (2) M

Dipeptide

Figure 1-4 : Formation de la liaison peptidique

12
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De proche en proche se crée un polymere d’acideg@grautrement dit un polypeptide.
Suite a la condensation, un acide aminé dans uidpegst privé d’un atome d’hydrogéne sur
sa fonction amine et/ou d’'un groupe alcool surcsection acide, on parle alors de résidu. Le
résidu dont le groupe amine n’est pas engageé danBaison peptidique est dit N-terminal ou

( N-ter ). L’autre extrémité est dite C-terminale (€-ter) (figure 1.5).

0 R, o)
HW/L
H OH
Ry o R &

Smité N-terminale - Extrémité C-terminale
Extrémité MN-terminale Résidu

Figure 1-5 : Résidus d’'un tripeptide avec les extrémités N-teaigiet C-terminale.

1.4. Structure des protéines

Les protéines sont constituées d'acides aminés desfacon covalente, plus
précisément des liaisons peptidiques, mais dontelasons non covalentes permettent entre
autres des repliements des chaines d'acides agtinés arrangements tridimensionnels. On

distingue ainsi les structures primaire, secondégréaire et quaternaire

1.4.1. La structure primaire

La structure primaire, ou séquence, d'une protémmeespond a la succession linéaire
des acides aminés (ou résidus) la constituantpt@gines sont donc des polymeres d'acides
aminés, reliés entre eux par des liaisons peptdigla séquence primaire d'une protéine a un
sens bien défini ou polarité. Le premier acide a@mile la séquence de la protéine est par
convention celui qui posséde une extrémité amiore lion parle d'extrémité N-terminale ou
de N-terminal. De maniere symétrique le derniedacaminé est celui qui posséde une

extrémité carboxylate libre, on parle de C-terminal

13
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Exemple d'une séquence d'acide amindattalbumine humaine (figure 1.6):

MRFFVPLFLVGILFPAILAKQFTKCELSQLLKDIDGYGGIALPELICTMFHTSGYDTQAI
VENNESTEYGLFQISNKLWCKSSQVPQSRNICDISCDKFLDDDITDDIMCKKILDIKG
IDYWLAHKALCTEKLEQWLCEKL

Figure 1-6 : Séquence primaire dexflactalbumine humaine (Structure extraite de ladde

donnée Uniprot)

1.4.2. La structure secondaire

Cette structure a été découverte en 1951 par Ba@iorey et Bransdit. Bien que la
liaison peptidique soit rigide et plane, deux lais peptidiques consécutives peuvent pivoter

autour du @ commun, dans la limite des contraintes sphériques.

Figure 1-7 : Une fraction d’'une chaine polypeptidique montraes$ lpossibilités de libre
rotation de chaque unité peptidique. Les seulesipiisés de mouvement permises sont les
rotations autour de la liaison C— N @) et de la liaison ¢ — C (7). Dapres
http://cmgm.stanford.edu

Par convention, I'angle de rotation autour dedistn G — N est désigné par la lettre
® (phi) et 'angle de rotation autour de la liaisBn — C par la lettreV (psy). Le plan de
référence est celui passant par Ny €€ C de C=0. La valeur absolue de I'angle est c@m®ap
entre 0 et 180°, le signe est négatif si la rotaéidieu dans le sens des aiguilles d’'une montre
et positif dans le cas contraire. Les angbest ¥ définissent les positions relatives des deux
liaisons peptidiques autour du carbaneommun. Pour des raisons stériques la plupart des
valeurs deb etV ne sont pas permises. Celles qui sont autoris&esndinent les structures

secondaires des protéines.

14



Chapitre 1 - Généralités

Les valeurs permises pour ces deux angles peutrenvidualisées en un diagramme
2D appelé RamachandfanLes zones autorisées représentent les différestrestures
secondaires de la protéine. Comme le laisse apatal diagramme, les deux structures

secondaires les plus importantes sont les hélicksite et les feuillet (figure 1.8).

180 T— 5 e )
. 4 . o il +
TR * ‘e
_.:: - . W+ &
120 ¢ e Feuillet B
| Y
{
60 |
| %
l.l) { o : ¥4+
B - ottt
0 : ';‘, A
] ;,;.‘-} -:"".l“ -
I ] rl:" ,_"‘.": I.‘.".:
| _ \& o
-60 - : "-;.'.:c.,.'
| Hélice a &
-120 |
1 * ™
| 3 + +
-180 +—— A i — Y X ; i . 1 & : |
-180 -120 -60 0 60 120 180

Figure 1-8 : Une représentation de Ramachandran (du nom ders@mieur) qui montre les
valeurs® et ¥ stériquement permises. Les régions ou les angjles¥ sont « normalement
autorisés » sont ombrées en jaune et vert, tandis Bps régions ombrées en rose
correspondent a des conformations qui ont des wists de van der Waals « limites ».
D’aprés Richardson J.S. 1981

v' L’hélice a (figure 1.9)

L'hélice a s'éléve de 0,15nmar résidu et de 0,54nm & chaque YoBile compte 3,6

résidus par tour.

Elle est stabilisée dans sa forme hélicoidale @& mbnts hydrogéne établis entre
I'hydrogéne d'un groupement aminé -NH et 'oxygéna groupement carboxylique -C=0 et

situé quatre résidus plus loin. Une telle hélicet facilement avoir une nature amphipathique

15



Chapitre 1 - Généralités

si les chaines latérales se trouvant toutes du neétdeont une nature hydrophile et que celles
se trouvant de l'autre c6té ont une nature hydhoph®our chaque résidu, I'angle vaut
approximativement -57°et I'angl# -47°. Toutes les liaisons hydrogene dans une énélic

sont quasiment alignées avec une méme orientailomd) de I'axe de I'hélice.

Etant donné qu’il y a 3,6 résidus par tour, lesiredmlatérales auront tendance a étre
alternativement hydrophobes ou hydrophiles avec péréodicité de 3 a 4 résidus. Cette
tendance est parfois visible dans la séquencedidssaaminés, mais elle n’est pas suffisante
pour permettre une prédiction fiable parce querdsslus qui font face a la solution peuvent
parfois étre hydrophobes et il arrive que des B8lic soient completement enfouies a

I'intérieur de la protéine ou au contraire compié¢at exposées.

'AN @

- ;
I:‘ H
il 1]
@ . L
= F g
2 e Al
M |

3.6 residuesfturn

L 2 ON 4
¢

Figure 1-9 : Représentation schématique d’'une hélicdroite. Les chaines latérales sont

représentées en vert. Les liaisons hydrogénes samt pointillés noirs. D’aprés
www.chusa.jussieu.fr
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v" L’hélice 39

L'hélice 3o se caractérise par la formation d'une liaison tgéne entre le
groupement -CO d'un résiduet le groupement -NH d'un résidit3. Un pas d'hélice 13
moyen contient 3 résidus et mesure 0,60 nm, sattranslation de 0,2 nm par résidu. Les
angles diedres ety des liaisons peptidiques sont en moyenne de -49,626,0°. Le tour
d'hélice 3o est donc plus étroit et plus contraint que celai lthélice a. Ce type de
conformation est peu fréquent et sa longueur dépassment 1 a 2 tours.

v L'hélicen

L'hélicen se caractérise par la formation d'une liaison bgelne entre le groupement
CO d'un résidu et le groupement NH d'un résithtb. Un pas d'hélice& moyen contient 4
résidus et mesure 0,50 nm, soit une translatiod, e nm par résidu. Les angles diedpest
vy des liaisons peptidiques sont en moyenne de -%%,169,7°. Le tour d'hélice est donc

plus large que celui de I'nélice Ce type de conformation est tres rare.

v" L'hélice de type Il

Les hélices de type Il sont des hélices gauchaesées par des polyglycines ou des
polyprolines. Un pas moyen d'hélice de type Il @nit3 résidus et mesure 0,93 nm, soit une
translation de 0,31 nm par résidu. Les angles dsaget y des liaisons peptidiques sont en
moyenne de -79,0° et +145,0°.

v’ Le feuilletp

Le feuillet p est le deuxieme élément de structure dominanpo@sines globulaires.
Cette structure résulte de la combinaison de plusieegions, les brin§, d’'une chaine
polypeptidique alors que I'héliae est constituée d’une seule région continue. Les Br en
général longs de 5 a 10 résidus, sont dans unercoation presque totalement étirée avec
des anglesb et ¥ dont les valeurs se trouvent dans la zone du oaglrpérieur gauche du
diagramme de Ramachandran qui correspond globateawenvaleurs permises pour cette

structure (figure 1-8). Ces brifissont alignés les uns a coté des autres (figur@) b4 telle
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sorte que des liaisons hydrogene peuvent se faentez les groupements C=0 d’un bfiret

les groupements NH du brfhadjacent et réciproquement.

Figure 1-10: Représentation schématique d'un feuillgt antiparallele. D’apres
http://cmgm.stanford.edu

Les feuilletsp qui sont formés a partir de plusieurs bfinsont plissés, et leurs atomes
Ca sont successivement positionnés un peu au-desausdessous du plan du feuilpetLes
chaines latérales suivent cet arrangement générsbide que les chaines latérales d’'un prin
pointent alternativement au-dessus et au-dessofeidiet 3.

Les brinsp peuvent interagir de deux facons pour former wnllé plissé. Quand les
acides aminés dans les brins alignés sont orietdas la méme direction, de I'extrémité
amino-terminale vers I'extrémité carboxy-terminade, parle de feuillet parallele. Quand les
acides aminés dans les brins successifs ont destidits opposées, on parle dans ce cas de
feuillet antiparallele. Dans chacune de ces deumds, les liaisons hydrogene ont une
disposition particuliere. Les feuillefs antiparalleles (figure 1-11 (a)) ont des paires de
liaisons hydrogéne trés rapprochées qui alternet des paires plus largement espacées. Les
feuilletsp paralleles (figure 1-11 (b)) ont des liaisons log@me régulierement espacées, mais
qui forment un angle avec les atomes des groupamelids. Dans les deux types de feuillets
B, tous les CO et NH des brins internes sont engdaés des liaisons hydrogene, ce qui n’est
pas le cas pour les brins se trouvant aux bordsulllet et qui n'ont donc qu’un seul brin

avoisinant.
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Figure 1-11: Deux types de feuillet® (a) antiparallele et (b) parallele. D’apres
http://cmgm.stanford.edu

v’ Le coude3 ou tourf

Le motif le plus simple impliquant des brifs est constitué de deux brins
antiparalleles adjacents reliés par une bouclem@gf fréquemment observé est également
déenommé motif en épingle a cheveux. Il est présimts la plupart des structur@s
antiparalléles sous forme de ruban isolé ou endaetpartie de feuillgt plus complexe. La
longueur de la boucle entre deux brfinest variable, elle comprend en général 2 a 5uésid
On ne connait pas de fonction spécifique associge motif. Dans cette structure, la chaine
polypeptidiqgue forme une boucle serrée par uneeux diaisons hydrogéne qui se forment
entre le premier et le dernier résidu du coudai(égl-12). Cette liaison hydrogéne contribue

a la stabilité du coudg
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Figure 1-12 :Représentation schématique d’'un cofidees atomes de carbone sont en gris,
d’hydrogéne en blanc, d'oxygene en rouge et d’arviebleu. Les chaines latérales sont
représentées en mauve. Les liaisons hydrogéenes eaonpointillés rouges. D’apres
http://cmgm.stanford.edu

1.4.3. La structure tertiaire

La structure tertiaire d'une protéine fait réfée@acl'organisation dans l'espace de ses
structures secondaires (figure 1.13). La structmidimensionnelle adoptée par tous ces
feuillets et toutes ces hélices est la structurgatee de la protéine. Plusieurs interactions
entre difféerents résidus de la chaine polypeptigigepliee dans I'espace maintiennent la
structure de la protéine. On retrouve des intesastélectrostatiques (charge-charge, charge-
dipéle, liaison hydrogéene), hydrophobes (groupementliques de la phénylalanine et de la
tyrosine), des forces de Van Der Walls et des pdisisifures. Ce repliement global donne a
la protéine sa forme finale et son activité biotpg. Cependant, pour certaines protéeines, la

structure quaternaire est nécessaire pour soritactiv
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Figure 1-13 : Structure tertiaire de la chaine A de la triose pploate isomérase de la levure.
Les hélicesx sont représentées en hélices de couleur bleudelakets g en fleches roses
(d'aprés le logiciel RASMOL, figure de la PDB ré&fécée 1tim).

1.4.4. La structure quaternaire

Cette structure ne concerne que les protéinesamqiconstituées d’un certain nombre
de sous-unités protéiques. Cet assemblage impligsiénteractions entre les parties externes
de ces sous-entités protéiques par lintermédideeliaisons ioniques et d'interactions
hydrophobes (de van der Waals). Il n'est pas tasjpossible pour une protéine de se replier
sur elle-méme de maniere a ce que les groupes piyalbes soient tous localisés en son
centre. Certains parmi ces groupes hydrophobestssuvent parfois a la surface de la
protéine. Si, a cet endroit, il y a apparition dypetite aire hydrophobe, on peut logiquement
imaginer qu'il doit étre plus avantageux pour demmémes sous-unités protéiques de
s’assembler en dimére, en permettant ainsi aux dees hydrophobes de se faire face. Ainsi,
'enzyme triose phosphate isomérase de la levuremsstituée de deux chaines A et B de

deux molécules d’acide 2-phosphoglycolique commedsenté sur la figure 1-14.
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Figure 1-14 : Structure quaternaire de I'enzyme triose phosplsdenérase de la levure. La
chaine A est en bleu et la chaine B en rouge. @ncafi également deux molécules d’acide
2-phosphoglycolique (C2H506P) (d'apres le logi®®SMOL, figure de la PDB référencée

1ypi)

1.5.Dénaturation des protéines globulaires

Les stabilités conformationnelles fragiles des gir@s natives les rendent sensibles a
la dénaturation par modification de I'équilibre desces faibles non liantes qui maintiennent
la conformation native. Quand on chauffe une pnetéen solution, ses propriétés qui
dépendent de la conformation, comme le pouvoirteots la viscosité, et 'absorption UV,
changent brutalement dans une zone étroite de tampe (figure 1-15). Un changement
aussi brutal ne peut s’expliquer que si la protéatve se déplie de fagon coopérative : tout
dépliement local de la structure déstabilise lacstire restante, qui prend immédiatement une

forme déroulée dite enroulement au hasard.

La température de demi-dénaturation est appelé@pé&eure de fusion . de la

protéine, par analogie avec la fusion d’un solide.

Outrent les températures élevées, des conditioriéegaet des substances diverses

dénaturent les protéines :
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* Les variations de pH modifient les états d’ionisatides chaines latérales d'acides
aminés, qui changent la répartition des chargda peotéine.

* Les détergents, dont certains perturbent les siresfprotéiques.

300 —
290 ~
0 - . Une heure
g 8 61,2°C
3
T
270 =
260 —
- | | | | J
30 40 50 L [ 80

T (*C)

Figure 1-15 : Mesure de la rotation optique, a 366 nm, en fomctle la température de la

ribonucléase A (RNase A) de pancréas de beeuf eticsptlans un tampon de KCI 0,15M et
de cacodylate de sodium 0,013M, pH 7. La tempéeatigr fusion J est définie comme celle

qui correspond au milieu de la transition. D’aprésn Hippel. 1965

» Des concentrations élevées de substances orgarsqubles dans I'eau, comme les
alcools aliphatiques. Les substances organiquest gjasieurs groupes hydroxyles,
comme I'éthyléne glycol ou le saccharose, sontmeg@et de médiocres agents.

* L’influence des sels est plus aléatoire. La figliré6 montre les effets de plusieurs
sels sur la | de la ribonucléase A de pancréas de bceuf. Certalss comme
(NH,4).SO, et KHPQ,, stabilisent la structure de la protéine natieeTg, augmente) ;
d’autres, comme KCI et NaCl, ont peu d'effet ; algque d'autres encore, comme
KSCN et LiBr, la déstabilisent. L'ordre d’efficaéitdes différents ions pour stabiliser
une protéine, correspond a leur capacité a précilgs protéines. Cet ordre est appelé

série d’Hofmeistér
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Anions : SQ* > H,PO, > CHCOO > CI > Br > > ClO; > SCN
Cations : NH' > C$ > K" > Li* > Mg** > C&" > B&"

70

Figure 1-16 : La température de fusion de la RNase A en fonaties concentrations
différentes en sels. Toutes les solutions contr@naassi du KCI 0,15M et un tampon de
cacodylate de sodium 0,013M, pA 7

On peut ajouter a cette liste I'ion guanidiniunf@tée non ionique,

'|‘1|H2‘ 0
P PN
HoN NH, HoN NH,

lon guanidinium Uree

qui, a des concentrations comprises entre 5 a $0N,les agents dénaturants de protéines les

plus utilisés.
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2. Généralités sur lesmembranesbiologiques

2.1.Introduction

Les cellules contiennent plusieurs types de mendstainoutes les cellules ont une
membrane cytoplasmique, ou membrane plasmique, antles fonctions est de séparer le
cytoplasme de son environnement. Dans les prena@ergs de la Biochimie, on n’accordait a
la membrane plasmique guere d’autres fonctions aplie de partition. Cette vision est
devenue caduque, car il est maintenant admis queelmbrane plasmique joue un réle
prépondérant dans un grand nombre de processusolpigygues puisqu’elle comporte la
plupart des éléments essentiels aux échanges lantedlule et son environnement. D’une
part, la membrane plasmique est capable de setws®u@our participer activement a la
signalisation intracellulaire nécessaire au mamntie la vie cellulaire ; d’autre part, les
altérations auxquelles elle est soumise constitsans doute autant de signaux de transfert

intercellulaire d’informations biologiques.

En 1968 P. Bothorel et C. LusSapuis, en 1972, S.J. Singer et G.L. NicofSomnt
proposé le modéle de la mosaique fluide pour detaistructure des membranes, modele qui
suggere que les membranes sont des structures iyrenmcomposées de protéines et de
phospholipides (figure 1.17). Dans ce modele, lesspholipides de la bicouche forment une
matrice bidimensionnelle, fluide, se comportant owmn un solvant des protéines
membranaires. Singer et Nicolson ont défini delassts de protéines membranaires. La
premiere classe, celles des protéines périphérigqaesprend les protéines qui ne pénétrent
pas la bicouche de fagon significative ; elles smsbciées a la membrane par des interactions
ioniques ou des liaisons hydrogene entre la surffzda membrane et la surface des
protéines. Les protéines intrinséques ont, au awairdes surfaces hydrophobes qui peuvent
facilement pénétrer dans la partie lipidique dbei@uche par interactions hydrophobes avec
la partie non polaire des lipides. Le modéle dmtsaique fluide sert aujourd’hui de support
pour toutes les études de structure et fonctionmabranes.
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Cholestérol Glycolipide

Glucide

Glycoprotéine

Protéine intrinséque

Phospholipide
membranaire

V%,
// ///

////// i
”ﬂﬂ?\i

Microfilament du cytosquelette

Figure 1-17 : Modéle de mosaique fluide proposé par S.J. Singds.le. Nicolson pour
décrire les structures membranaires. Ce modele asgpjgue les lipides et les protéines sont
mobiles et qu’elles peuvent rapidement diffusersdenplan latéral de la membrane. Un
mouvement transversal de ces molécules est pgssiaie il est beaucoup plus lent.

2.2.Principaux lipides de la membrane plasmique

Les lipides des membranes plasmiques appartierprendipalement au groupe des
glycérophospholipides. On y trouve également ddsingplipides et du cholestérol en
guantités variables selon les types cellulairesndemble des lipides intervient en général
pour quelgque 50% dans la composition chimique déoliles membranes, le reste étant

constitué de protéines.

Tous les phospholipides sont constitués d'un gbfcgrhosphorylé (un acide
phosphatidique), auquel sont ajoutés d'un c6té dgueues"” hydrophobes d'acides gras et de
lautre une "téte" hydrophile. L'ensemble constitune structure dite amphiphile avec une

partie polaire et une partie apolaire.

En milieu aqueux les phospholipides s'organisetdraatiquement en micelles ou en
bicouche. Cette organisation permet de minimises ieteractions entre les parties

hydrophobes, tournées vers l'intérieur, et lesgmhtydrophiles, tournées vers l'extérieur. Les
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lipides constituent donc le coeur de la membrandegt bicouches phospholipidiques
constituent une barriere stable entre deux conmmpantis aqueux et sont la trame

fondamentale de toutes les membranes biologiques.

La nature des "tétes" et des "queues" est éminemuaiable. Les tétes que l'on
trouve le plus souvent sont la choline, I'éthanah&m la sérine et linositol. Les
phospholipides formés sur cette base formeront esdsgment les groupes de la
phosphatidylcholine (PC), de la phosphoéthanolartitte), de la phosphosérine (PS) et du
phosphatidylinositol (P1) (figure 1-18).

La composition d’'une membrane en lipides varie rsdlorigine de la membrane
(tableau 1-1) ; les phospholipides sont néanm@ssbmposants majeurs ; parmi eux, la PC
est I'un des plus abondants dans les membrandgjligs.

Origine/position PC PE + PS SM Cholesteérol
Erythrocyte 21 29 21 26
Myéline 16 37 13 34
E. Coli 0 85 0 0
Réticulum 54 26 . .

endoplasmique

Golgi 45 20 13 13

Mitochondrie
(membrane 45 45 2 7

interne)

Mitochondrie
(membrane 34 46 2 11

externe)

Tableau 1-1 :Composition lipidique de différentes membranes®fede la quantité totale de
lipides). PE, PS, PC : phosphatidyl éthanolamagine, choline ; SM : Sphingomyéfthe
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Figure 1-18 : Structure de quelques lipides membranaires a) In®dstoyl phospholipide :
phosphatidyl choline PC, -Ethanolamine PE, -GlytéP&, -Sérine PS et —inositol Pl b)

Cholestérol et ¢) Sphingomyéline
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Nous venons de voir que les phospholipides comstitla classe lipidique qui domine
'ensemble dans les membranes plasmiques. Nousngplus loin que dans Ilgtratum
corneum la composition lipidique est largement dominée [@s sphingolipides et les

stéroides.

2.3.R0le des membranes biologiques

Roéle de barriére de perméabilitéa double couche phospholipidique de la membrane
sépare la cellule de I'extérieur, constituant ceguappelle une barriere de perméabilité. Elle
empéche la pénétration des molécules étrangerdautiles et la sortie des constituants
intracellulaires. La membrane est orientée et naihies difféerences de composition entre
I'extérieur et l'intérieur. Par exemple, le conteimtracellulaire est riche en ions K+ tandis
gue les liquides extracellulaires contiennent sirda+. Il y a tres peu de diffusion spontanée
des ions ou d’autres molécules a travers la daztalehe lipidique. Le passage des ions et des
autres molécules est realisé par des protéinegras spécifiques jouant le rble de
transporteurs. Certains permettent un transposifpasest-a-dire commandé par un gradient
de concentration et correspond a des canaux. RR@issurent un transport actif, contre un
gradient de concentration et nécessitent une saligseergie. On les appelle, de maniére

imagée, des pompes.

Roéle structural Bien que la membrane soit déformable, elle ptésan moyen de
défense de lintégrité cellulaire, surtout grace @adre et au support que lui offre le

cytosquelette.

Role de reconnaissance entre cellules et aveddssst conjonctifs environnantses
glycoprotéines qui tapissent I'extérieur des memésafournissent des signaux aux cellules

voisines. Ainsi, les diverses cellules peuventsiager en tissus et en organes.

Roéle de support pour les récepteuts membrane sert de support aux récepteurs
spécifigues de nombreux types de molécules, ericpiet d’hormones. Ces récepteurs

servent ainsi au contréle de I'activité cellulgiar les hormones.

Roéle de support d’enzymd3uelques enzymes sont disposées sur la surfaameou
interne de la membrane plasmique, ce qui faciite hction, en leur fournissant une grande

surface de contact avec les molécules a transformer
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2.4.L’asymétrie de distribution des phospholipides

La distribution asymétrique des phospholipides eenkes deux monocouches
membranaires a été mise en évidence pour la preffaisrdans les membranes d'érythrocytes
humaing®. Cette caractéristique a ensuite été admise pweruie régle pour toutes les
membranes des cellules eucarybteainsi, la PC et la SM se situent préférentiellasur la
couche externe de la membrane, tandis que les phospholipides, PE, PS Pl sont
principalement localisés sur la couche interneadeémbrane.

Le maintien de cette distribution semble cruciar Bxemple, les plaquettes activées
en perdant leur asymétrie membranaire déclenchemtphénomenes de la coagulation
sanguin&’. Pour I'ensemble des cellules, I'exposition d€$asur la couche externe de la
membrane est considérée comme un signal d'élimmalés cellules par les macrophages et
le systeme réticulo-endothélial. Ainsi, les celuldétectées comme anormales peuvent

disparaitre sans dommage.

2.5.Les radeaux lipidiques ou « rafts »

Il a longtemps été admis que les lipides étaientang&s au hasard dans chaque
feuillet d’'une bicouche. Des études récentes onstulé cette croyance de longue date. En
effet, au sein de la membrane plasmique se foraesitiomaines particuliers correspondant a
'assemblage de sphingolipides et de cholestéiguiré 1-19). lls constituent au sein de la
membrane des plates-formes mobiles qui ont la tacld sélectionner des protéines et de se
regrouper en larges domaines a la surface membear@@@s microdomaines sont impliqués

dans les voies de transport des protéines membearetide transduction de signal.

Figure 1-19 : Organisation lipidiqgue en radeau. La région (1) este bicouche lipidique
standard, la région (2) est une organisation lipjgé en « raft »
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2.6.Cas dustratum corneum
2.6.1. Structure de la peau et du stratum corneum

La peau est constituée de différents tissus guissent pour accomplir des fonctions
précises. Sur le plan structural, la peau est ferdeedeux parties principales (figure 1-20). La
partie superficielle, la plus mince des deux, esnmosée de tissu épithélial et appelée
épiderme. La partie la plus profonde et la plusissgaest composée de tissu conjonctif et
appelée derme. Elle surmonte la couche sous-cytlingeoderme, qui n'appartient pas a la
peau proprement dite. Il est composé de tissu @réadt de tissu adipeux. Des fibres issues
du derme unissent la peau a I'hypoderme et celaeaiattache a son tour aux tissus et aux
organes sous-jacents. L'’hypoderme sert de résesvéisdus adipeux et contient de gros
vaisseaux sanguins qui irriguent la peau. Cettecltmuenferme aussi des terminaisons

nerveuses appelées corpuscules lamelleux, qussastbles a la pression.

La peau a une fonction de protection qui est at@ritliée awstratum corneum
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Figure 1-20 : Structure de la peau

Cette organisation en strates se retrouve au s&nende I'épiderme puisqu'il est, lui-
méme agencé en quatre couches qui sont, de |pmfade a la plus superficielle (figure 1-
21) .

- La strate basale (SB)

- Le stratum spinosum (SS)

- Le stratum granulosum (SG)
- Le stratum corneun(SC)

C’est I'épiderme vivant : couche basale, stratginasum (SS), stratum granulosum
(SG), qui est responsable de la formation et douesllement dustratum corneun{SC).
Pendant leur différenciation et leur maturatiors k&ratinocytes synthétisent et expriment
différents types de protéines de structure et wiffes lipides. L'étape finale de cette

32



Chapitre 1 - Généralités

différenciation, associée a de profonds changemdatsstructure, donne naissance aux

cornéocytes.

Les cornéocytes, éléments constitutifs du SC, steg cellules mortes, plates,
contenant de l'eau et de la kératine. L'enveloppenéocytaire est formée de protéines
associées en couches denses autour des fibresratind® Une enveloppe lipidique est
chimiquement liée a cette “membrane cellulairefaeime une interface essentielle entre le
milieu hydrophile des cornéocytes et les lipidetrazellulaires non polaires. Enfin, les
cornéodesmosomes, interconnexions entre les com@spgouent un rble essentiel dans la
cohésion du SC.

STRATUM
CORHELUM

STRATUM
GRANULOSUM

STRATLUM
SPINQSU M

STRATLUM
BASALE

Figure 1-21 : Schéma des différentes couches de I'épidefin&tratum corneun® Phase
lamellaire intercornéocytair€® Cornéocytes

2.6.2. Fonction du Stratum Corneum

Le SC est l'ultime frontiére entre le milieu biolgge et I'environnement. Il a donc
une fonction essentielle pour notre organisme folaction de barriere. Son réle est de

protéger le corps contre l'infiltration de substs&trangeres a I'organisme et d’empécher la
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perte de fluides comme le sang et I'eau. Il rédunsi la perte obligée en eau chez ’'homme a

un demi-litre environ. Sans SC, cette déperditiveau serait théoriquement de 12 littes

L’opinion la plus répandue est que cette fonctierbdrriere sélective, semi-perméable
est assurée par les lipides du SC. En effet, lappression par I'application de solvants
organiques ou par l'utilisation de bandes adhés{tase stripping) accroit le flux d'eau
transépidermal ou la pénétration de molécules étrangéres commmatmitof®. D'autre part,
cette délipidation artificielle du SC entraine uaecélération de la synthése des lipides
essentiels du SC si bien gu’en moins de 6 heunes d@ traitement, la fonction de barriere
est rétabli®. Enfin, une restitution des lipides manquants dili $minue nettement sa

perméabilité®.

2.6.3. Les lipides du stratum corneum

C’est au niveau du SG qu’apparaissent dans legifkécgites des corps lamellaires
caractéristiques et essentiels pour la formationSdli Ces corps lamellaires (ou corps
d’Odland) contiennent pour majorité des lipidesapels et des enzymes nécessaires au
transport de ces précurseurs des lipides interoogtaires. Il s’agit de glycosphingolipides,
de stérols libres et de phospholipides. Lors ddifférenciation kératinocytaire, a I'interface
SG/SC les corps lamellaires fusionnent avec la mangbplasmique des kératinocytes, et leur
contenu est expulsé dans les espaces intercaedilalres lipides polaires sont alors
enzymatiquement transformés en lipides non polatesssemblés en structures lamellaires
intercellulaires. Lors de ce processus, I'hydrolgies glycolipides donne les céramides, alors
gue les phospholipides sont transformés en acidas ljpres. C'est ce changement de
composition lipidique qui donne naissance a l'oig@tion dense et imperméable du SC. Les

lipides majoritaires du SC sont les céramideshtdeastérol et les acides gras libres.

Le tableau 1-2 rassemble les compositions lipidiqies feuillets intercellulaires dans
le SC sain et psoriasiqile Ces valeurs doivent étre considérées avec bepudeu
précautions. En effet, elles different non seulenasec la provenance du SC (personne ou

région du corp$¥ mais aussi avec la méthode d’extraction employée.
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Lipides %(massique) peaux saine Y(massique)
peaux psoriasiques

Lipides polaires 5,6 4,8
Glycolipides 1.4 0,6
Céramides 18,8 24.8
Cholestérol 10,4 16,2
Acides gras libres 23,1 16,3

Triglycérides 33,4 23,4

Ester de stérols 54 3,9
squalene 1,9 1,0

Tableau 1-2 : Composition lipidique en pourcentage massique dasldts intercellulaires
dans le stratum corneum sain et psoriasique. Ladds le plus abondants sont indiqués en
caracteres gras.

Par exemple, il a été montré que le taux en trégiges du SC est presque fulLa
surestimation de ces triglycérides par exempleeoglible dans le tableau 1-2 proviendrait

d’une incision dans la couche sous-cutanée quitaurdieu lors des étapes d’extractiths

Au niveau du SC, trois classes de lipides domintsg céramides, les acides gras et le

cholestérol.

v' Les céramides

lIs représentent environ 25% de la masse totaigidipe du SC. Ce fort pourcentage
contribue a rendre le SC unique parmi les systdrnmdsgiques. En effet, les céramides, bien
gue présents dans d’autres organes (intestin, a@rvestent toujours minoritaires par rapport
a l'ensemble des sphingolipid@s La premiére classification et qui prévaut encore
aujourd’hui, fut réalisée par Wertz et é8llDans cette classification les céramides sont
numerotés de 1 a 6 dans l'ordre de polarité crotesd&n 1994, Robson et coll. Découvrent
un nouveau céramide. lls proposent alors de nonehalasser les céramides selon une
nomenclature introduite par Motta et al. qui premd compte cette fois-ci, leur structure
moléculairé” ? Les céramides sont constitués d’une longue chdizmaino-alcool, liée par

une laison amide a une longue chaine d’acide drmasnature de la base varie avec le
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céramide : ce peut-étre une chaine sphingosingtfiiée par la lettre S dans la nomenclature
de Motta et Robson), une chaine hydroxysphingos{igentifiée par la lettre H) ou une

chaine phytosphingosine (identifiée par la lettre Pa chaine d’acide gras peut-étre

hydroxylée en position (identifiee par la lettre A), estérifiee en pasitio (identifié par les

lettres EO) ou enfin, non hydroxylée (identifié patettre N).

La composition du SC sain et psoriasique en cérsragdt rapportée dans le tableau 1-

3?8 qui prend en compte les nomenclatures de Wenalkeainsi que Robson et coll.

Céramides Peaux psoriasiques Peaux saines
Cer[EOS] = Cerl 5,86% 9,45%
Cer[NS] = Cer2 35,41% 21,38%
Cer29 = Cer3 6,32% 18,51%
Cer[AS] = Cer4/5 33,76% 25,23%
Cer[AP] = Cer6l1/6lI 18,65% 25,43%

Tableau 1-3 :Composition en céramides du stratum corneum huch@imée en pourcentage
massique selon Wertz et cllainsi que Robson et ol
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Figure 1-22 : Structure chimique et nom des céramides présenis astratum corneum

humain.

En plus des sept classes de céramides identifEée$yngueurs et les saturations des

chaines varient. Pour exemple nous avons reporné katableau 1-4 la composition en
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pourcentages massiques des chaines d’acides gtasphingosine trouvés dans le céramide
2 ou CER NS.

Base sphingosil % massique Acides gra % massique
16:1 3,1 16 2,C
16:0 3,1 17 0,4
17:1 3,1 18 11,4
17:0 2,7 18 0,4
18:1 10,¢ 2C 2,8
18:0 14,7 21 0,5
19:1 6,€ 22 6,S
19:0 7,C 23 3,C
20:1 3,1 24 36,5
2C:0 35,% 25 8,C
21:1 2,7 26 217
21:0 Trace: 27 1,2
22:1 Trace: 28 4,C
22:0 7,8 28 0,2

Tableau 1-4 :Composition en pourcentages massiques des chaénkslzhse et de I'acide
gras des céramides 2 ou NS dans le stratum corrfeumairf®. Les acides gras les plus
abondants sont indiqués en caracteres gras.

Au vu des tableaux 1-2 et 1-3, il est clair quedenposition du SC en céramides n’est
pas simple et gu’elle englobe un nombre considérdbl molécules de structures chimiques

différentes. Cette diversité se retrouve égalerdans la composition en acides gras.

v’ Les acides gras

Les acides gras représentent environ 25% de lddnatipidique massique du SC.
Tout comme les céramides ils sont caractérisésipagrande diversité dans la longueur et le
degré de saturation de leur chaine aliphatiqugrbportion de chacun d’entre eux dans le SC

sain et psoriasique est indiquée dans le tabléau 1-
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Acides gra Peau normale (% massiq Peau psoriasique (% massic
14:0 1,11 0,84
16:0 14,01 11,97

16:1(r-7) 2,34 3,8E
18:0 11,0¢ 10,14
18:1(r-9) 15,17 16,8(
18 :2(r-6) 21,52 15,65
18:3(n-6) - -
2C:0 1,5¢ 1,7¢
2C :3(n-6) 1,4¢€ 1,42
2C :4(n-6) 6,22 5,0C
22:0 2,6¢ 1,4C
240 10,0( 4,17
24:1(n-9) - 4,27

Tableau 1-5 :Composition en pourcentages massiques des acidssdgr stratum corneum
sain et psoriasiqu&. Les plus abondants sont indiqués en caractéres gras

Il existe des variations dans la composition emnlexigras du SC avec la partie du
corps étudiee. Toutefois, indépendamment de lsomégonsidérée, ce sont l'acide oléique
(C18:1), l'acide linoléique (18 :2), I'acide pahmue (C16 :0) et I'acide stéarique (C18 :0)
qui sont largement majoritair®s

v’ Le cholestérol (CH) et sulfate de cholestérol (CS)

Ce sont les stéroides que I'on trouve en plus graphntité dans le SC. Ces deux
molécules sont fortement dépendantes I'une deréade par leur synthese. En effet, le CH
génere le CS et inversement selon la région duC3€3t dans le SG tout d’abord que le CH
est synthétisé & partir du contenu sécrété pacdess lamellaire¥. La peau est d'ailleurs
I'organe de notre corps qui synthétise la plus deaguantité massique de &HAu niveau du
stratum corneumnférieur, le CH est sulfaté en CS par I'enzym#attansférase stéroide.
Lors du passage du CS a travers les couches supgéridu stratum cornéum, ou a lieu la
desquamation, une partie du CS est hydrolysée epaEHenzyme sulfatase stérofde

La structure chimique des deux stéroides est pmetent tres semblable (figure 1-23).
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Figure 1-23 : Structure chimique du cholestérol (A) et du sultigecholestérol (B)

Tous deux possédent en effet la méme partie hydlmpformée de 4 cycles aliphatiques en
conformation chaise, mais leur partie polaire défec’est un groupe chargé et fortement
polaire, le groupe sulfate, qui remplace le grooygroxyle.

Le CH est connu depuis des années pour ses qudétéggulateur de la fluidité
membranaire dans des systémes motfef&sil est essentiel au bon fonctionnement du SC
puisque lorsque sa synthése est artificiellementu#e, la fonction barriere du SC est

gravement affecté

2.6.4. Le psoriasis

Le psoriasis est une maladie de peau chroniquetéaisee par I'apparition d'épaisses
plaques de peau, rouges et seches a différentsitsndin corps. Environ 2 % de la population

occidentale en serait affectée.

Le plus souvent sans gravité, le psoriasis pewtrmgnt étre tres désagréable lorsque,
par exemple, il se manifeste sur la paume des mainga plante du pied, ou méme
douloureux lorsqu'il se situe dans les plis deswddtions. Certaines personnes peuvent étre
génées par leur psoriasis, ce qui peut se répemsé@tativement sur leurs rapports sociaux,

personnels et affectifs.

v’ Caractéristiques

Le psoriasis se caractérise par une desquamatiogpaississement et une rougeur de

la peau, souvent accompagnés de démangeaison® (figg#l). Les récidives sont fréquentes
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entre des rémissions de plus ou moins longue detda,guérison définitive exceptionnelle.
Certaines formes étendues sur une grande propattola surface du corps présentent un
caractére de plus grande gravité.

Peau saine Peau psoriasique

S(uames
Kératine :
Epiderme
Glande
Folicule

Derme

Couche
SOMS cutaneés

Figure 1-24 :Schéma comparatif d’'une peau saine et d’une pearigssque.

L’épaississement de la peau et les squames sorét Bumultiplication excessive des
kératinocytes, cellules de [I'épiderme qui formemt ¢ouche superficielle kératinisée

protectrice de la peau.

v Pathophysiologie du psoriasis

Le psoriasis est une maladie inflammatoire cars&ér par I'accumulation de
lymphocytes T activés dans I'épiderme et le derrtimutant I'hyperprolifération des
kératinocytes. L'antigéne qui déclenche le psasiast encore inconnu. Le déclenchement du
psoriasis se fait en 3 étapes (figure 1225)

Etape 1: La cellule présentatrice d’antigéne (APCs) situdans I'épiderme internalise
I'antigene responsable du psoriasis, le dégradesgmrenzymes et le présente a sa surface.
L’APCs ainsi activée se rend dans les nodules latighes ou elle interagit avec les
lymphocytes T naifs. Le résultat de cette intecactest la formation de lymphocytes T

activés.

40



Chapitre 1 - Généralités

Lynj ph [I_ode

I Reactivation,
Keratinocyte
Proliferation,

and Cytokine
Production

T-Cell Activation,
Proliferation, and
Cytokine Production

Figure 1-25 :Les trois étapes intervenant dans le déclenchethepsoriasi&’

Etape 2: Les lymphocytes T activés passent alors dangdalation sanguine et se lient aux

cellules endothéliales. Les lymphocytes T activégent alors dans le derme et I'épiderme.

Etape 3 : Une réactivation des lymphocytes T par une dugi exposition a I'antigéne a lieu
dans le derme ou I'épiderme. Les lymphocytes Ttiésx sécrétent alors des cytokines qui

vont engendrer la prolifération des kératinocytes.

‘ T Cell Activation ‘ | Cytokine Release ‘

‘ Psoriasis Response |

Antigen on MHC
T Cell Receptor

Siiz Cell

*MHC
Ponriaus Anfigen

Co-Stimulatory

Antigen-presenting Cell
Molecules

Figure 1-26 : Mécanisme de l'activation des cellules T resporestde I'apparition du
psoriasig’.
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2.7.Cas de la muqueuse nasale

2.7.1. Structure des fosses nasales

Les fosses nasales font partie du systéme respiratélles s'étendent des narines
jusqu'au pharynx (figure 1-27). Elles représentené¢ surface de 150 a 180 cm?, pour un

volume compris entre 15 et 19 ml. On distinguestregions différentes :
- la zone vestibulaire, qui sert a filtrer lestgarles contenues dans l'air

- la zone respiratoire, richement vascularisée,egticonsidérée comme la plus importante
pour I'absorption des médicaments

- la zone olfactive, la plus petite, qui nous pdriohe sentir les odeurs et qui est capable de
métaboliser les drogues

Figure 1-27 : Coupe longitudinale des fosses nasales. (1) zomstibutaire, (2) zone
olfactive, (3) zone respiratoire

Un mucus est sécrété par des cellules spéciaktéabss glandes a mucus. Il recouvre
les fosses nasales. Il est composé a 95% d’eatiecbuiverses protéines et enzymes qui
peuvent lier ou dégrader les médicaments admisig@ié cette voie. Son pH est compris entre
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5 et 6,5. Le mucus de la zone olfactive est plsgjueux par rapport a celui de la zone

respiratoire.

La zone respiratoire est composée principalementraie types cellulaires : les

cellules ciliées, les cellules sécrétrices de metuliss cellules basales.

rerf alfactif
Eulbe olfactif |

= ; /G//I\:'\“‘i}_ g 0z spongieux
a 1 3\ b, s x Cellule basale
A~ ! Fn " y
spongieux L ghitins- 7L 1% Epithli
~ S S pithélium
//H;'_ s 3 ﬁ oliactit
Epithélium o
olfactif \_.__ B ) @ a Cellules de soutien
/ e "w‘. - J J d " lvl
R\ S i, AL
- s ‘ A Cilz des cellules olfactives
. —aq N
Mucus
hir f 3
inhalé
8 Falais ®)

Figure 1-28 : (a) Localisation et (b) structure de I'épithéliunifacctif. L'épithélium olfactif
est constitué de cellules réceptrices, basales e$ Icellules ciliées. D’aprées
http://www.mpsycho.ugam.ca

2.7.2. Fonction des différents types cellulaires

Les cellules basales se situent prés de la mdiasale, qui est essentiellement constituée de
collagéne. Elles servent au renouvellement dealeslte la muqueuse nasale. Elles n’ont pas
de jonctions étanches entre elles et baignent aiarfisiide intercellulaire. Les cellules ciliées
sont responsables de la clairance mucaociliaire dieurintranasal. Dans cette zone, le mucus
est toujours en mouvement et remonte vers les posirabla gorge. Les cellules ciliées des
fosses nasales ont une bordure apicale compos@ks gératiles qui permettent d’augmenter
la surface d’échange de I'épithélium. Ces cils afiies permettent aussi de maintenir

I’humidification et la température de l'air inspiré
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3. Généralitéssur les promoteursd’absor ption membranaire

3.1.Introduction

La vectorisation, ou délivrance spécifique de ppes actifs vers un organe, un tissu
ou une cellule malade grace a des transporteursiresies défis majeurs de la recherche
thérapeutique. En effet, de nombreux principedsaptiésentent des caractéristiques physico-
chimiques peu favorables au passage des barriekgigues (charge, faible perméation,
molécule de haut poids moléculaire...). Certains gagdents se heurtent aussi a des barrieres
enzymatiques entrainant leurs dégradations et/dabwmiésation rapides. La distribution de
ces molécules actives vers les zones cibles majzelgsdonc étre déficiente. De plus, une
accumulation de molécules thérapeutiques dansidegstsains peut entrainer une toxicité

rédhibitoire, entrainant 'abandon du traitementgreason efficacité.

Le développement de vecteurs de principes actiisaib un essor considérable depuis
une vingtaine d’années. Cette partie bibliographiggsume les avancées dans ce domaine.
Nous avons choisi de présenter plus particulierérdenx grandes familles de vecteurs que
sont les systemes matriciels et les vésicules, taf@h I'objet de nombreuses études.
Différentes voies d’administration de principesifadiormulés existent. Dans ce travail, nous

avons privilégié deux voies d’administration : @esnasale et la voie topique.

3.2.Les différentes voies d’administration
3.2.1. La voie locale

Elle concerne les médicaments topiques, c'esteaesiux dont I'action est strictement

limitée a I'endroit ou ils sont appliqués.

Les médicaments administrés par voie locale peemiette traiter différentes
affections de la peau, de I'ceil, de l'oreille exterdes muqueuses nasale, pharyngée,

bronchique, digestive, vaginale et vésicale.

Les substances médicamenteuses sont présentées faoos d'aérosols, de
comprimés, de cremes, de gels, de liquides podicagipn ou pour instillation au goutte-a-
goutte, de pommades ; dans le cas de la vessigst#iations sont pratiquées a l'aide d'une

sonde introduite dans l'uretre.
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3.2.2. La voie orale

Cette voie utilise la bouche pour introduire dalsghnisme des médicaments ou une
préparation médicamenteuse, sous forme solidejaidé.

Le principe actif des médicaments ainsi absorbésepan partie dans la circulation
sanguine, parfois des son arrivée dans l'estomais, @ssentiellement a hauteur de l'intestin
gréle. Une fois dans le sang, le médicament estélar la veine porte vers le foie, ou il
subit des transformations chimiques plus ou maimgortantes, qui ont le plus souvent pour
effet de l'inactiver partiellement. La partie dingipe actif demeurée intacte gagne ensuite la

circulation générale.

La voie orale présente l'avantage d'étre non tréisame, simple et facile a utiliser par
le patient lui-méme ; en cas de surdosage, le &gastrique et/ou l'administration de

charbon activé limitent les risques d'intoxicatignaves.

Outre la voie orale proprement dite, il existe dewdes particuliers d'administration
qui utilisent la muqueuse tapissant la bouche ig¢mvainsi le passage du médicament dans le
foie. Ce sont la voie buccale et la voie perlinguau sublinguale), qui consistent a placer le
médicament respectivement entre la joue et lessdent sous la langue, puis a le laisser

fondre.

Lorsque, momentanément, un malade ne peut plusitdégiar exemple apres une
intervention chirurgicale, on Ilui administre les ditdments a laide d'une sonde
nasogastrique, long tube introduit par le nez etspé jusqu'a I'estomac. La sonde peut aussi
étre insérée par une incision pratiquée dans lel@simédicaments ainsi introduits le sont le
plus souvent sous forme liquide, plus rarement $oumse solide (apreés avoir été écrasés, si

cela est possible).

3.2.3. La voie parentérale

Ce mode d'administration nécessite une aiguillerogathéter (petit tube), a I'aide de
laguelle la peau est percée ; le médicament, enicolaqueuse, huileuse ou alcoolique, est
contenu dans une seringue ou un flacon a perfyaiministration au goutte-a-goutte). Plus
rarement, le médicament est injecté dans une clemiplantable (petit réservoir mis en

place a l'intérieur du corps, généralement soyseku, lors d'une intervention chirurgicale
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mineure, et se prolongeant par un tube qui permdibdrer le produit lentement sur son lieu
d'action).

On distingue les injections par voie générale &misculaires, intraveineuses, sous-
cutanées) — le médicament est alors destiné a fagsati dans tout l'organisme — et les
injections locorégionales, pour une diffusion phestreinte du médicament. Ces dernieres
comprennent les injections intra-articulaires, wfiltrations, et les injections intra-artérielles,

intracardiaques, intradermiques et intrarachidisnne

L'inconvénient majeur de la voie parentérale est lopn risque d'introduire ainsi des
germes pathogenes dans l'organisme si des regsgpdie trés strictes ne sont pas
appliguées : hygiene des mains, désinfection geda avant la piglre, utilisation de matériel
stérile a usage unique. Un autre risque, minesgglox I'injection est pratiquée selon les regles

professionnelles, est une lésion des arteres oneatés

3.2.4. La voie rectale

Elle consiste a introduire un médicament par l'arsass forme de pommade, de
suppositoire ou de lavement, le principe actif tirectement absorbé par la muqueuse du

rectum, trés riche en vaisseaux sanguins.

Cette voie présente les avantages d'étre utilisetide des patients ne pouvant pas
avaler, ou en proie a des vomissements, et de ffiaiseer le médicament dans le sang en
n'‘agressant ni I'estomac, ni l'intestin, ni le f&#e est en revanche peu confortable ; en outre,
'absorption du médicament est variable. Ce moddnahistration doit étre utilisé avec

précaution chez le tres jeune enfant pour éviterparforation des tissus.

3.2.5. La voie respiratoire

Cette voie consiste a administrer un médicament dappareil respiratoire par

inhalation ou par instillation.

L'inhalation consiste a faire pénétrer dans lees/oespiratoires du gaz ou de la
vapeur d'eau chargés de substances médicamentelggies. Elle est notamment utilisée

dans le traitement de I'asthme.
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L'instillation consiste a administrer dans le nezmédicament liquide, a l'aide d'un

compte-gouttes ou d'un atomiseur.

Un acces facile et une utilisation rapide du prbghar le patient font partie des
avantages propres a la voie respiratoire : le na@aknit est absorbé par le tissu bronchique,
qui tapisse largement les poumons et qui est @rigar un réseau capillaire important. La
limitation des effets indésirables — en raisonfdédsdes quantités de médicaments administrés
par cette voie est aussi d'un grand intérét. Emneawe, I'imprécision du dosage, le godt
désagréable de certains médicaments, qui peut aatens cas provoquer des nausees, et
l'irritation des bronches et de la trachée qu'émergparfois I'administration fréquente d'un
médicament par cette voie en sont les principawonuénients. Un manque d'hygiene

(appareils insuffisamment nettoyés) peut égaler@ata I'origine d'infections bactériennes.

3.2.6. La voie nasale

Les formes galéniques destinées a la voie nasatedss préparations solides, semi-
solides ou liquides renfermant un ou plusieursgyies actifs. Elles sont introduites dans les

fosses nasales en vue d’une action locale ou sigiém

Ces préparations nasales se présentent sous wliéferéormes de conditionnement
(flacon pressurisé ; flacon pulvérisateur, flacampte-gouttes), en récipient unidose ou
multidose. L'absorption du médicament a lieu aeaivde la muqueuse nasale. Pour certains
médicaments, notamment les protéines thérapeutigaes/oie nasale permet d'éviter
'administration par la voie parentérale, qui estivgent peu confortable lorsque les injections

sont quotidiennes et sur plusieurs années.

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressentiellement a 'administration

de biomolécules par voie topique et nasale.

3.3.Les différents promoteurs d’absorption

3.3.1. Les systemes matriciels

Les systémes matriciels désignent ici des réseadiméensionnels formés par des
polyméres, des tensioactifs ou encore des dendranét dans lesquels sont piégés les
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principes actifs. Cette partie est axée sur I'étdele micelles, des émulsions, des hydrogels,

des dendriméres, des nanosphéres ainsi que desifesrsolides de lipides.

v' Les micelles

Les micelles sont des agrégats de molécules amjgsmont la téte hydrophile est au
contact de I'eau tandis que les parties hydrophabes regroupées afin de minimiser leur
contact avec I'eau (figure 1-29). L’hydrophobie stitue donc la principale force motrice de
'auto-association des tensioactifs, qui formens dacelles lorsque leur concentration est
supérieure a leur concentration micellaire critig@C). La taille moyenne de ces objets
varie en général de 1 a 10 nm. Il est a noter gqseobjets sont dynamiques puisque les
tensioactifs s’échangent librement et trés rapidgraptre la structure micellaire et la solution

aqueuse.

Figure 1-29 :représentation d’'une micelle directe.
D’aprés http://lamp.tu-graz.ac.at/~hadlggnoscience/week4/4.html

A la fin des années 60, les micelles ont susciténté@rét grandissant dans le domaine
de la vectorisation de principes actifs grace antréte aisé de leurs propriétés ainsi que pour

leurs caractéristiques pharmacologid(i€

La distribution anisotropique des molécules d’eansdla structure de ces objets (la
concentration en eau décroit de la surface dedlascel'intérieur des agrégats d’ou I'eau est
exclue) permet de solubiliser de nombreux principesifs hydrophobé8 au sein de la
micelle et de les rendre ainsi biodisponibles. ai&urs, les molécules actives sont protégées
des enzymes pouvant entrainer leur dégradation eat métabolisation en milieu

biologiqué® %

Les micelles sont donc, en général, utilisées mmiubiliser des principes actifs

hydrophobes afin de les rendre biodisponibles eprdéonger leur temps de circulation en
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milieu biologique. Cependant, I'inconvénient majelas vecteurs micellaires, surtout ceux

formés par les tensioactifs, est leur sensibili@ dilution, au pH ainsi qu’a la stringence.

v' Les émulsions

Les émulsions sont des colloides métastables abtenumélangeant deux phases
liquides non miscibles. L'un des liquides est dispedans I'autre sous forme de gouttes de
taille caractéristigue de l'ordre du micrométre. Gent des systemes hors équilibre
thermodynamique. Elles sont stabilisées cinétiqureerfaans le temps) par I'ajout d’agents de
surface qui ralentissent leur évolution vers laasgfion macroscopique des deux phases. Ces
agents peuvent étre de nature variée, il s'agitedsioactifs, de protéines, de polyméres de

bas poids moléculaires ou de particules.

Figure 1-30 :Observation d’'une émulsion en microscopie optique.
D’aprés http://www.lgpm.ecp.f

Les émulsions sont des systemes de formulation é@icament flexibles dont les
caractéristiques peuvent étre facilement modifiéesajustant des parameétres tels que la
fraction volumique de phase dispersée, la taille gieuttes et le gradient osmotifueDe
plus, les émulsions peuvent étre produites endraade quantité moyennant [|'utilisation

d’'une technologie adéquéte
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Bien que les émulsions offrent de nombreuses pbtssbdans le domaine de la
délivrance de principes actifs, quelques diffiéslfreinent leur utilisation. Notamment, la
concentration en tensioactifs élevée (surtout daasmicroémulsions) peut entrainer des
risques de toxicité importants. De plus, ces systene sont utilisés que pour solubiliser des

principes actifs hydrophobes afin de les rendreldeldans les fluides biologiques.

v' Les dendrimeéres

Les dendriméres sont caractérisés par trois rédiars spécifiques : le cceur central,
les branches dendritiques et la périphérie. Lewrciire est schématiquement représentée
dans la figure 1-31. Le nombre de branches deqde$ connectées au coceur central
polyvalent est défini par la connectivité du ccewr, Wt chaque unité de branchement de
multiplicité Nb, caractérise une génération, Gdéadrimére.

Coeur polyfonctionnel . Point de branchement
M, : Connectivité du cocur M, Multipicité des ranches

O GCroupes péraphiérigues

Figure 1-31 :Représentation schématique de la structure d’'urdderere.

Tandis que les polymeres hyperbranchés sont pplgdiss, les dendrimeéres, du fait de leurs
méthodes de synthése, sont en général monodispefsggendant, la croissance des
dendrimeres n’est pas infinie et est limitée par pleeénomenes de congestion stérique décrits

par de Genné$
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Les dendrimeres offrent donc de nombreuses pagssbipour la vectorisation de
principes actifs hydrophobes ou hydropHitegrace a leur structure globulaire et a leur

nombre élevé de fonctions de surface.

Cependant, la synthese de dendrimeres est déletatees onéreuse. Un autre
inconvénient majeur de ce type de vecteurs résahs te relargage des principes actifs en
milieu biologique. En effet, dans certains casgéme stériqgue associée au dendrimére, de
structure dense, rend difficile le clivage desugments hydrosolubles et biodégradables de
la couche périphérique par les enzymes et domliarance des principes acfifs Dans
d’autres cas, les molécules encapsulées ne sordgmsment retenues et sont relarguées tres

rapidement”.

v Les hydrogels

L'hydrogel est un réseau tridimensionnel de polgwédrydrophiles dans lequel une
grande quantité d'eau est présente. En générgldatité d'eau est comprise entre 20% et
95% du poids totd}. La principale caractéristique de I'hydrogel estapacité a gonfler en
présence d'eau et a se contracter en l'absenae Getie propriété est conditionnée par la
nature des chaines du polymére et par leur demb@échevétrement. Dépendant des
interactions mises en jeu, les hydrogels peuver®@ €bit chimiques soit physiques. Les
hydrogels sont dits "chimiques" lorsqu’ils sont ntanus par des liaisons covalentes. Ces gels
ne sont pas homogenes et contiennent habituellenestzones d’enchevétrement élevé
contenant peu d'eau, dispersées parmi des zonbasdenchevétrement qui présentent un
gonflement élev&. Les hydrogels sont dits "physiques” quand ilst somintenus par des
liaisons notamment de faible énergie incluant esds ioniques, les liaisons hydrogene ou
hydrophobe®. Les hydrogels physiques sont moins homogénesegugydrogels chimiques,

car ils présentent de nombreuses régions d’enaleevénts élevés.

L’encapsulation de molécules actives hydrophilesésdise simplement par mélange
de ces molécules avec les monomeres, suivi d'ulyengoisation, ou bien par gonflement du
gel dans un milieu aqueux contenant les substaneesapsuler. Les principes actifs peuvent
ensuite étre relargués en milieu biologique pafusién (suivant la loi de Fick), par
dissolution de I'hydrogel, par différences de feroesmotiques ou encore par échange

d'ions’t.
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v’ Les nanospheres

Les nanosphéres sont des particules colloidaledesplde diamétre généralement
compris entre 100 et 200 nm, et formées par uneigagbolymérique. Plusieurs types de
polyméres peuvent étre utilisés pour la préparatiences nanospheres : des polyméres
naturels (ou biopolyméres), des polyméres symjhét dégradables ou des polymeéres

synthétiques non dégradables.

L'intérét des nanosphéres dans le domaine de leongation réside dans la nature
solide de la matrice polymérique, leur conférane wrande stabilité. Dans ce type de
systeme polymérique solide, des principes actiisvget étre dispersés a l'intérieur de la
nanosphére ou bien adsorbés a leur surface. Laeraléte des substances actives par les
nanosphéres se fait généralement par diffusion’aetgpdce a travers la matrice ou par
dégradation de la matrice. Les nanosphéres dengoé/ont un grand potentiel d’application
dans le domaine de la vectorisation pharmaceutimaés la principale limite de ces vecteurs
réside dans leur mode de préparation, pouvantcéimgraignante a I'échelle industrielle et
limitant donc les applications de ces vecteursplDe, la formation de ces systemes nécessite

I'utilisation de solvants et de monomeres parfoisgues et difficiles a éliminer.

3.3.2. Les vésicules

Les vésicules désignent des systémes colloidautaitles inférieures au micron
pouvant étre formé de polyméres, de tensioactifermore de lipides, et dans lesquelles le
principe actif est confiné dans une cavité aqueusbkuileuse entourée d’'une membrane. Les
vésicules permettent donc généralement d’encapsulerquantité de principes actifs plus
importante que les systémes matriciels, ce qui eere diminuer la concentration en
vecteurs a administrer. De plus, la plupart de systemes ont des propriétés de transport

versatiles, permettant de vectoriser des substdnyciephiles comme hydrophobes.

v’ Les liposomes

Les liposomes sont des vésicules constituées dlume interne aqueux entouré d'une
membrane lipidique. lls se forment spontanémentndudes lipides (en général des
phospholipides) sont dispersés dans un milieu agquetur dimension est tres variable selon

la facon dont ils sont préparés. Leur diametre pdet de quelques dizaines de nanometres a
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guelques dizaines de microns. Dans la grande n@jordes cas, les étapes générales

d’obtention des liposomes sont les suivatites

- dissolution des lipides dans un solvant organique

- évaporation du solvant organique

- dispersion des lipides séchés dans une solutjoeuse

Les différents types de liposomes sont les suivants

Les veésicules multilamellairesn(ltiiamellar vesicles MLV) qui ont un diamétre
allant de 0,1um a 10um. Les MLV sont constituéscoieches membranaires superposées

concentriques.

Figure 1-32 :Gros plan sur un liposome multilamellaire. D’aprés
http://www.cnrs.fr/cw/dossiers/doschim/decouv/pleaipe liposomes.html

Les petites vésicules unilamellairesm@ll unilamellar vesicles SUV) qui ont un
diametre de 15nm-25nm. Ce sont les plus petitegtstes vésiculaires qui peuvent étre

obtenues.
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Figure 1-33 :Gros plan sur un SUV. (http://www.espacesciences).co

Les grandes vésicules unilamellairégrde unilamellar vesicles LUV) qui ont un

diameétre de I'ordre du micrométre.

Les liposomes sont capables de vectoriser desasutes hydrophobes, ancrées dans
leur bicouche ainsi que des substances hydropleitempsulées dans leur cavité interne. Par
ailleurs, leur instabilité physique et chimique itenleur utilisation dans le domaine de la
vectorisation. Chimiquement, leur instabilité pétre provoquée par I'hydrolyse des liaisons
esters des lipides, et physiquement, une agrégatiame fusion de plusieurs liposomes peut
conduire a la formation d’objets de tailles trespartantes et donc inutilisables en
vectorisation. De plus, ces objets peuvent fuilargant donc les substances actives

encapsulées avant l'atteinte de la cible.

v' Les niosomes

Les niosomes sont des sphéres de 1 micron corestiti@plusieurs couches de lipides
de synthese. Leur architecture est similaire aeceédls structures lipidiques incluses dans
I'espace intercellulaire de la couche cornée, ilesomes vont franchir la couche cornée pour
s'intégrer dans les couches plus profondes deléapkie, y libérant ainsi d'éventuels principes
actifs. Ces systémes, analogues aux liposomescapables de vectoriser des principes actifs
hydrophobes insérés dans leur bicouche ainsi geiswestances hydrophiles, encapsulées au
sein de leur cavité aqueuse. Contrairement ausdipes formés de phospholipides, les
niosomes, formés de tensioactifs, ne sont pastdessi I'hydrolyse et a I'oxydation, ce qui
est un atout pour leur utilisation en milieu biatpge. Les niosomes ont donc été développés
pour atteindre les mémes objectifs de délivrandéeiSgue de principes actifs qu'avec les
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liposomes, tout en remédiant aux désavantages alidwstilisation des phospholipides.
Cependant, peu d'études de toxicité des niosomeésétn réalisées bien que le profil
toxicologique soit un élément essentiel pour leettiypement de vecteurs dans le domaine

pharmaceutique.

3.4.Les mécanismes d’absorption
3.4.1. Les mécanismes d’absorption nasale

Avant de présenter les résultats de perméatiortafe sur les protéines d'intéréts, il
est important de s’intéresser aux différentes vqies la protéine peut emprunter pour passer
la barriere épithéliale. Les muqueuses sont tagesdé cellules épithéliales jointes les unes
aux autres par des jonctions serrées et qui bladlemtrée de ces protéines thérapeutiques a
la circulation sanguine. Le passage de moléculesndieu extérieur vers la circulation
sanguine peut se faire de deux maniéres : passape les cellules, c’est le passage

paracellulaire ou passage a travers la cellulst téepassage transcellulaire.

v’ Le passage paracellulaire

Les cellules épithéliales nasales sont jointeseesites grace a des jonctions serrées.
Pour pouvoir étudier le passage de molécules desecellules, il faut tout d’abord

s’intéresser aux éléments constituant les jonctensees.

Les jonctions serrées (figure 1-34) scellent ldtules épithéliales entre elles. Elles
forment une barriére sélective régulant le passhgeions et molécules a travers I'espace
paracellulaire en empéchant les lipides et lesépres de la membrane apicale de diffuser
dans la membrane basolatérale et inversethéntQuatre types de protéines membranaires,
claudines, occludine, JAM (junctional adhesion mole) et Crumb ont été identifiées. Les
claudines, qui composent une famille d’au moins i2dmbres, sont responsables de la
formation des jonctions serrées. Les claudinesoecludine possedent quatre domaines
transmembranaires. Elles interagissent via leursailtes extracellulaires avec celles de la
cellule voisine pour établir le contact cellulelakd. Les claudines sont capables de se
polymeériser et de former des pores qui permetterd diffusion sélective des ions et

molécules a travers I'espace paracellulaire. Biee de nombreuses études menées sur les
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cellules épithéliales en culture aient indiqué pontance de I'occludine dans la fonction de

barriere des jonctions serrées, son rble n'esepesre établi.

Les protéines JAM, qui composent une famille déstpyotéines, possédent un seul
domaine transmembranaire ; elles régulent la magrales monocytes a travers les cellules

endothéliales et seraient impliquées dans la foamates jonctions intercellulaires.

Contrairement aux claudines et a I'occludine, JAdflexprimée dans les plaquettes et

les leucocytes.

Crumb, protéine présentant un domaine transmemibeanaique, est exprimée dans
les neurones et les cellules épithéliales. Lestpres membranaires (claudines, occludine et
JAM) constituent le noyau d’'un échafaudage molémilelié & une multitude de protéines
cytoplasmiques. Celles-ci peuvent étre répartiedearx groupes : le premier est composé de
protéines a domaines PDZ nommé d'apres les troigipes ou il a été d'abord identifié :
PSD-95 (Postsynaptic density-95), DIlg (Disks lapgetein) et ZO-1, telles que ZO-1 a 3
(zonula occludens), MUPP1 (multi-PDZ domain proteip, Par-3/ASIP (partitioning
defective/atypical isotype-specific interacting ein), Par-6, Pals (Protein associated with
Lin-7), PKC (Protein kinase C), MAG-1 a 3 (membrassociated guanylate kinase with
inverted domain structure). Les domaines PDZ sapibles de reconnaitre des motifs de
trois acides aminés (Ser/Thr-X-Val/lle) situés extrémité carboxyterminale des protéines
membranaires. Les protéines a domaines PDZ sorgdi#gsateurs moléculaires permettant la
liaison de diverses protéines membranaires au qyebstte d’'actine ou a des protéines
régulatrices. Le second groupe de protéines cydoptpues impliquées dans la formation des
jonctions serrées contient différents types deledgurs : Rab13, Cdc42 (cell-division control
protein 42), cinguline, symplekine, PKCa (PKC atym), ZONA B (ZO-1 associated nucleic
acid protein), huASH1 (abcent, small or homeotiscdil) ou SAF-B (scaffold attachment
factor-B).
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Occludin
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: Claudin-1
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Figure 1-34 : Jonctions serrées des cellules épithéliales. Lemlionanes plasmiques des
cellules épithéliales sont jointes grace a 4 typesprotéines qui sont les occludines, les
claudines-1 les JAM-1 et les E-cadherine. D’apres
http://www.fmp-berlin.de/schmieder/research/tighhgtions.htm

Il serait donc intéressant de pouvoir maitrisenVerture de ces jonctions serrées pour
faire passer entre les cellules épithéliales, desromolécules biologiques comme les
protéines.

La grande majorité des protéines thérapeutigapscapables de diffuser a travers les
jonctions serrées par l'intermédiaire de pores agueaversant les jonctions serrées. Cette
diffusion est possible grace a [I'’hydrophilie de cpsotéines. Cependant, on peut
considérablement augmenter le passage paracedldiprotéines en utilisant des promoteurs
de passage comme des chélatants de calcium, diestants, des acides gras a chaine
moyenne, des acides biliaires et quelques polymeés®niques. La plupart de ces
promoteurs d’absorption agissent en activant deiémarindirecte une protéine kinase C
(PKC). Des études ont montré que si le calciumaegliulaire était retiré grace a des
chélatants du calcium, on avait une activationa®KC. Or l'activation de cette PKC est
médiée par les cadhérines qui sont des protéiredhésion calcium dépendante. La PKC

activée va agir sur les filaments d’actine situéssdle cytoplasme des cellules épithéliales et
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entrainer I'ouverture des jonctions par l'interns@ des protéines ZOT (Zonula occludens

toxin)®°.

Une autre explication de l'ouverture des joncticesrées par les surfactants a été
donnée par Colin Mc Martin et Lusie E. F. Hutchimo lls postulent qu’une partie des
interactions protéine-protéine des jonctions sersgefait par interaction hydrophobe et par
conséquent la chaine grasse du surfactant seifisarda partie hydrophobe de ces protéines
les rendant plus hydrophiles grace & leur téteiggoda élargissent ainsi les jonctions sertées
Selon eux, si cette explication se révele exacsenit possible de fabriquer des surfactants
sélectifs (modification de la chaine grasse) atafes (modification de la partie polaire). II
semble que la chaine grasse du surfactant doitigfpius rigide possible pour favoriser sa
fixation sur les parties hydrophobes des proténgt que sur la membrane plasmique de la
cellule. Les molécules a base d’acide cholique igigsent plus sélectives que les surfactants

dont la chaine grasse est flexible.

Un autre effet permettant d’augmenter le passaghbulaiee de protéines
thérapeutiques est la tonicité. Il y a trés pexmpieimentations qui ont été faites a ce sujet,
mais les informations que I'on peut tirer de cepéeiences indiquent qu’une déviation de
l'isotonicité vers I'hypotonicité ou I'hypertoni@tinfluence grandement I'absorption. Des
auteurs ont réussi a obtenir une biodisponibilitigée entre 4% et 7% pour I'érythropoiétine
par voie nasale en faisant simplement varier 'danté de leur solution et sans utiliser de

promoteur d’absorpticfi

Une étude identique a été réalisée avec la calo#goans des conditions isotoniques,
la biodisponibilité de la calcitonine de saumon ya@ie nasale n'est que de 0,15%. Dans des
conditions hypotoniques elle est comprise entre200,8t 0,8%. Dans des conditions
hypertoniques, la biodisponibilité est comprise@®6% et 0,7%. L’explication postulée est
gue les solutions hypertoniques causent une ratractdes cellules épithéliales alors que les
solutions hypotoniques engendrent un gonflementedigles. La résultante dans les deux cas
est une modification de la taille des pores erg jbnctions serrées ce qui augmente le

passage paracellulaire de molécules thérapeutijues

v’ le passage transcellulaire

Il est gouverné par la diffusion libre ou la traytese. La diffusion libre d’'une

substance dépendra de sa capacité de diffusion ldaphase lipidique de la membrane
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plasmique. La diffusion libre dépendra donc de soefficient de partition huile/eau. Des
stratégies utilisées pour améliorer le passagendekicaments a travers la barriére épithéliale
sont fondées sur une «lipidisation» des molécutésapeutiques. Cependant, la présence
d'une p-glycoprotéine sur les membranes plasmigdes cellules épithéliales favorise
I'extraction du cytoplasme des molécules pharmagglees hydrophobes. Apres inhibition de
la p-glycoprotéine, des auteurs ont réussi a autpnda passage, a travers les cellules
épithéliales de l'intestin, de I’hormone de croissahumaine (hGH) couplée a un vecteur la

rendant plus hydrophoffe

Les protéines peuvent pénétrer dans la celluleh@mte par transcytose. Certains
vecteurs couplés a la protéine favorisent ce mad@absage. Dans un premier temps, la
protéine vectorisée se fixe sur la membrane plasenilg la cellule endothéliale via le vecteur
et des récepteurs situés sur la membrane plasn@gpendant, la transcytose peut s’effectuer
sans mettre en jeu les récepteurs de la membrasmigjue. Ce sera le cas lorsque le vecteur
chargé positivement interagira avec la membranenpffue chargée négativement. Cette
interaction initie la transcytose du complexe &dra les cellules épithéliales. Le devenir de
cette vésicule de transcytose est assez complemmede montre la figure 1-35. Une fois la

vésicule formée il peut y avoir exocytose du c@sdbatéral de la cellule. C’est le chemin (1).

Le chemin (2) décrit la formation d’un endosomecgastade il peut y avoir exocytose
du cbté basolatéral ou fusion avec des saccul&otig. Par la suite, il peut y avoir exocytose
du cété basolatéral (b) ou apical (a). L’endosomiesqrt du Golgi peut également fusioner
avec des lysosomes primaires (c) pour donner desdynes secondaires dans lesquels les
protéines d'intérét seront dégradées. Une vésidi@dedocytose peut directement fusionner
avec un lysosome primaire pour donner un lysosarnerslaire (). Aujourd’hui on ne sait
pas quel est le chemin majoritaire empreinté parvésicules de transcytose. On voit bien
gue le mode de passage par transcytose d’'une rEotRérapeutique est soumis a une

dégradation via la fusion avec les lysosomes.
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Figure 1-35: Devenir des vésicules de transcytose dans le lagime des cellules
épithéliales. Voir les explications dans le texfigure adaptée de I'article de U. Bick8l

3.4.2. Les mécanismes d’absorption cutanée

Comme nous l'avons évoqué plus haut, la peau ¢oastine véritable barriere au
passage de molécules extérieures. Cette barriéiefacs n’'est pas absolue, elle est perméable
a pratiguement toutes les substances, seul le diegperméabilité varie, il est lié a I'état
physiologique de la peau et aux propriétés physiiotiques des composés dont elle est

supposee restreindre I'entrée.

La pénétration d'une substance a travers la peaesgond en terme physique a une
diffusion passive a travers chaque structure dwrnémt: couche cornée, épiderme de
malpighi, derme et annexes cutanées. Elle estlsodépendance d’'une étape préalable de
partage, se produisant a linterface environnerneanthe cornée, sans laquelle aucun
échange n’est possible. Cette étape indispensahiespond, a partir du milieu extérieur ou
du véhicule, a la libération de la molécule quidifiuser, donc a sa mise a disposition de
'organisme. Une fois absorbée la substance esthiiée dans I'organisme puis métabolisée.
Pour qu’un traitement local garde tout son sensstilimpératif que I'étape de résorption soit
la plus faible possible, ceci par exemple afin télatier les effets toxiques de certaines

molécules thérapeutiques.
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Fig 1-36 : Représentation schématique de I'absorption cutafdaprés Progrées en

dermatoallergologie, John-Libbey eurotext)

Deux voies distinctes s’offrent pour la pénétratiofune, a travers les espaces
intercellulaires de la couche cornée et a travess dellules cornées elles-mémes (voie
transépidermique), l'autre empruntant les annexganées (follicules pilo-sébacés et/ou
glandes sudoripares). Dans la majorité des cgsernétration ne s'effectue pas uniqguement
par 'une des voies, les deux participent au phé&mamet la pénétration globale est la

résultante d'un passage transépidermique et d’'ssgue par les annexes.
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v La pénétration transépidermique

Comme mentionnée plus haut, la structure de la lumornée permet de la
représenter schématiquement comme un mur de «Sriguconstituées par les cellules
cornées entourées d'un « ciment » lipophile camstipar les lipides qui remplissent les
espaces extracellulaires. La diffusion a traversdache cornée peut s’effectuer soit par
passage transcellulaire, avec traversée succedssveellules et des espaces extracellulaires,
soit par passage intercellulaire dans les espateset libres entre les cornéocytes (figure 1-
37).

Compte tenu de la faible surface relative des espentercellulaires, qui ne représente
que 0,4% a 1% de celle des cellules cortféamit environ 5% du volume de la couche
corné&® il a longtemps été admis que la diffusion pardé&va plus directe, transcellulaire,

constituait 'unique route d’entrée des molécubesgenes.

La diffusion intercellulaire a été longtemps colsék comme quantitativement
négligeable et proposée comme voie de migratiorr pesi molécules de faible taille et
fortement lipophiles. L'analyse structurale de lauche cornée montre que les lipides
intercellulaires sont organisés en bicouches arenséparant des zones « hydrophiles » et
des zones « lipophiles », créant ainsi un espackffdsion lamellaire aux propriétés physico-

chimiques opposé&s

Intercelular route Transcellular route
1 J
1
= s o1 )
—
S —F
—] e | @Ef——
; v
Plasma | Cell v
membrane | cytoplasm Falty ackd  Aqueous

Iivtercgliular
Space

Lipid Agueous Cholesterol Caramide Lipid¥? Keratin
Glucosylceramide

Figure 1-37: Les voies de pénétration transépidermique (d'aprésogres en

dermatoallergologie, John-Libbey eurotext).
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Si 'importance de la voie intercellulaire est désais reconnue, les modalités exactes
de cette pénétration demeurent toutefois hypothésigLes molécules polaires pourraient se
diriger vers les régions « hydrophiles » des cosidilpdiques intercellulaires alors que les
régions « hydrophobes » des chaines lipidiques gttnarent la diffusion des molécules

moins polaire¥.

v La pénétration a travers les annexes cutanées

La couche cornée sur la plus grande partie du cespdraversée par les follicules
pilosébacés et les glandes sudoripares qui offieatzones de moindre résistance pour la
pénétration des molécules. L'importance de cessvde diffusion dépend de leur surface
relative par rapport a celle de la couche cornéez@homme, ces deux types d’annexes ne
représentent que 0,1 & 1% de la surface cutarade’tot

Les glandes sudoripares interviendraient dans leamgme de diffusion d’'une part
des électrolytéd, et d’autre part, des formes ionisées pour leoutés ionisables, ce qui est
réalisé dans le cadre d'une administration per@#aassistée par le courant électrique
(ionophoréséy.

Les follicules pilo-sébacés ont toujours été cofigid comme une voie permettant un
passage plus rapide pour les substances appliquééspeau. Les zones possédant une forte
densité en follicules (cuir chevelu, aissellesyarif une perméabilité supérieure a celle des
sites moins bien pourvus (avant bras, paltmecheuplein en 1967 démontra que les
« shunts » jouaient, pour les molécules peu difflesaa travers la couche cornée, un role
prépondérant et principalement pendant les presiiéngnutes ou heures qui suivent
I'application’®. Cette théorie fut vérifiée expérimentalement, zch&@nimal, pour la
testostérone, composé rapidement absorbé qui péngtéférentiellement par voie
transépidermique, la diffusion transfolliculairemérvenant que pendant les premiéres heures
de contact, et pour le benzopyrene, plus difficéatmabsorbé, qui migre principalement par

voie transfolliculairé®.
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4. Etat del’art sur lestensioactifs

4.1.Structure et propriétés

Les tensioactifs sont des molécules constituéesedextrémité hydrophile liée de

facon covalente a une ou plusieurs chaines hydbmshcen général des chaines carbonées

(figure 1-38).
.4 £ .

Figure 1-38 :Représentation schématique d’un tensioactif

La coexistence des caractéres hydrophile et hydtmplconduit les molécules a
s’associer spontanément pour former des agrégagulelles sont en solution dans certains
solvants. Elles séparent ainsi I'espace en uneomégipolaire, contenant les chaines
hydrophobes, et une région hydrophile. Les contaaa/chaines hydrocarbonées, tres
défavorables d’un point de vue énergétique, sordi aninimisés. L’agrégat le plus simple est
la sphere. Dans I'eau, les chaines hydrocarbongestittient le cceur hydrophobe, et il est

appelé micelle directe.

Aux faibles concentrations, les molécules de texdib se dispersent a I'état de
monomeres. Au-dela d’'une certaine concentratiorel@epconcentration micellaire critique
(CMC), I'état énergétique stable du systeme esti @@ micelles en coexistence avec des
monomeres (figure 1-39).
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monhomere

micelle

concentration en
! surfactant

Figure 1-39 :Organisation des tensioactifs en fonction de learraentration.

La nature des phases obtenues en mélangeant deeatgifis avec de l'eau et
eventuellement de l'huile varie avec les propodiodu mélange et est extrémement

diversifiee (phases de micelles, phases lamellgifesses de vésicules...).

4.2.Le polymorphisme

En solution, les molécules tensioactives s’'assocetnconstituent une interface
assimilable & une frontiére qui sépare une régiaidphobe et une région hydrophiteLe
moteur de cette association spontanée est estangel la compétition entre deux forces qui

s'exercent au niveau du film du tensiodétif

- une interaction hydrophobe attractive entre lesndsahydrocarbonées fluides. Elle
tend a diminuer la surface de contact eau/huile.
- Des interactions répulsives entre les tétes palaikdles tendent au contraire a

augmenter I'aire interfaciale.

L’équilibre subtil entre ces interactions d’inteésélevée et opposée est a l'origine du
polymorphisme structural extrémement riche desgajséde tensioactifs. La phase la plus
simple est la phase micellaire. Les micelles ol&sesv peuvent étre globulaires ou

cylindriques.

4.3.Description géométrique de I'agrégat

La structure de ces micelles peut étre détermiaéeip certain nombre de parameétres

caractéristiques de la géométrie des moléculesrdioactif®. Ces paramétres sont :
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- I'aire optimale par téte polaire notaeElle est déterminée par la condition d’équilibre
entre les interactions attractives et répulsivasstgxercent au niveau de l'interface.
Dans le cas des tensioactifs ioniques, elle dépandmément de la force ionique qui
modifie les répulsions électrostatiques.

- Le volume effectif de la partie hydrophobe notdl dépend de la nature de la phase
apolaire.

- Lalongueur maximale que peut avoir la partie hgticbe du tensioactif notée

A partir de ces trois parameétres qui peuvent égsumés, il est possible de calculer le
rapport de la section moyenne de la partie hydrophi@|) a l'aire par téte polaira. Ce
rapport, appelé parametre d’empilemgnt= v/a conditionne la courbure moyenne de
'agrégat. Intuitivement il est facile d’admettraegpourp>l, les agrégats les plus favorables
sont les micelles inverses. Mais, IsraelachVifprévoit de facon générale la morphologie des
agrégats en fonction de la valeur ple des micelles sphériques popxl/3, des micelles
cylindriques pouip compris entre 1/3 et 1/2, des vésicules gmaompris entre 1/2 et 1, des

bicouches planes lorsqpeest de I'ordre de 1.
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Paramétre Géométrie du Structure des agrégats
d’empilement ¥/, tensioactif

Céne Micelle sphénque

: % )
V—r
Cone tronqué
% _ I/’z
Cone tronqué Vésicule
fluctuante
()
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4
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Cdne tronqué - Micel \"5 wil

3

AT
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Figure 1-40 : Influence de la géométrie moléculaire du tensidagir la morphologie des
agrégats formés (Adapté de Israelachvili J.N., 1992

5. Présentation deslipoamino acides et de la technologie BIODIS®

5.1.La technologie BIODIS®
5.1.1. Aspects généraux

Physica Pharma a développé une nouvelle technol@mievet A61 K31/195)
permettant d’augmenter la biodisponibilité de dega molécules. La biodisponibilité d'un
principe actif dépend de ses caractéristiques ptyadiimiques : la solubilité dans les liquides
biologiques (sang, fluides gastro-intestinaux) &t dapacité a diffuser au travers des

membranes sont de rigueur pour une efficacité mabeim
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D’aprés le Professeur Gordon Amidon de [I'Universd@ Michigan, chaqu

médicament peut étre classé selon ses propriétéssotigilité et de perméabili

membranair®.
¢ | class II | class I
| &
g to improve Dissoltion
E class IV (class III
=gl
o — |t improve Dissolution +
\_ permeshility to improve Permeability
L\ Low High y,

SOLUBILITY

Figure 1-41 :Systeme de classification biopharmaceutique. Lecaidents sont class
en 4catégories selon leurs propriétés de solubilitdepermeéabilit

Physica Pharma, grace a sa technologie breveté®D(BI®) peut agir sur le
molécules de classe Il (faibsolubilité, haute perméabilité) et Il (faible pe¥abilité, haute
solubilité). Cette technologie s’appuie sur I'@iltion de composés amphiphiles innov :

les lipoamino acides (LAAS).

5.1.2. Cas des molécules peu soluk

Les molécules actives possédant mauvaise solubilité (classe Il) peuvent bénéfi
de la technologie BIODIS® pour augmenter leur biliké. En effet, la technologi
BIODIS® est basée sur l'utilisation cLAAs pour former un systéme dispersé dans
fluides biologiquesLes LAAs présntent des propriétés tensio actives du fait de ¢baine
hydrophobe (Acide gras) et hydrophyle (Amino acid® par leur propriété tensio active,
LAAs peuvent s’organiser en systeme disg lorsque leur concentration est supérieure
CMC. C’estcette propriété qui est utilisée pour former dedtésyes encapsulal » les actifs

hydrophobes afin de les solubilis
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Viater aoluble
cirug dispersad
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delwvery sgent drug

Figure 1-42: Principe de solubilisation d'un principe actif painteraction avec un
lipoaminoacide (figure de la société physica pharma

5.1.3. Cas des molécules faiblement perméables

Les molécules possédant une bonne solubilité deas ket une faible perméabilité
cellulaire peuvent se solubiliser dans les liquidiEdogiques, mais ne peuvent pas traverser
les membranes plasmiques cellulaires (classeLlljilisation de la technologie BIODIS® va
augmenter la perméabilité cellulaire de ces mo&tuEn effet, les LAAs vont former des
complexes ioniques avec des molécules de classwosdédant des charges opposées aux
LAAs. Ce complexe passera plus facilement les &@asi biologiques pour enrichir la

circulation sanguine.

MMolecyilar cormiplex
+ { M pamar)

Figure 1-43 :Principe de I'amélioration de la diffusion membramapar interaction avec un
lipoaminoacide. (figure de la société physica phaym

Grace a cette technologie, Physica Pharma a amd&ansiblement la biodisponibilité

d’'un grand nombre de molécules thérapeutiques (8ipta, Lidocaine, Aciclovir...).

Face a de tels résultats, la société a décidérgiéon champ d’action en appliquant
BIODIS® aux biomolécules et plus particulieremenx @eptides et protéines thérapeutiques

afin d’accroitre leur passage par voie nasale owqa topique
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5.2.Les lipoamino acides

5.2.1. Structure

Les lipoaminoacides (LAAs) sont constitués de basstion covalente d’'un acide

aminé et d’'une chaine grasse (de typeCg...) (figure 1-44)

Acide gras

Figure 1-44 : Structure générale des lipoamino acides

Les LAAs possedent une fonction carboxylique litmegui leur permet d’étre chargés
négativement ou d’étre neutres en fonction du pidchexistence des caracteres hydrophiles
de la fonction carboxylique et hydrophobe du sdtelde I'acide aminé et de la chaine grasse

fait des LAAs des tensioactifs anioniques.

5.2.2. Propriétés
v" Amphiphilie

Les LAAs sont largement retrouvés chez les micraoigmes et du fait de leur
amphiphilie, ils posseédent une bonne activité agtimhbienne, sont capables de s’organiser en
micelles, sont facilement biodégradables et ne qgoent aucun effet indésirable lorsqu’ils
sont appliqués sur la pddu’® Chez les mammiféres, il a été montré que les LAAsse
d’'acide arachidonique sont capables de supprimerd@ileurs inflammatoirés Physica
Pharma a effectué des essais préliminaires cheimi& par voie nasale en utilisant des LAAs
et a obtenu pour le Sumatriptan une biodisponébd# 90% par voie nasale.
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Les propriétés d’absorption des LAAs ont tres piguédudiées. Leur toxicité varie en
fonction de la nature de la chaine carbonée eadété polaire. D'une maniére générale les
chaines carbonées courtes (C6-C8) et les acidasarmydrophobes (leucines...) présente une
toxicité importante sur les cellules nasalesitro a l'inverse des LAAs constitués de chaines
carbonées longues (C12-C14) et d'acides aminéglydes (valine...). Comme nous l'avons

démontrés, les LAAs sont de bons promoteurs d’gibisor pour les voies nasale et topique.

v lonisation de la fonction acide carboxylique

Les sulfates, sulfonates, carboxylates, et phosphaéprésentent les fonctions
anioniques les plus communément rencontrés poualakse des surfactants anioniques. La
dissociation des deux derniers groupes de moléestegH dépendant. Par exemple, I'espéece
prédominante pour les surfactants a base de cddiesya des valeurs de pH en dessous de
pH 5 est la molécule dont I'acide carboxylique h’pas dissocié. Pour des valeurs de pH
supérieurs a pH 10, on rencontre essentiellemefdriae ionisée de la molécule. Ainsi, la
lauryl proline (G2P) est un surfactant a base de carboxylate. Ungdaglmétrique nous a
permis de déterminer son pKa qui est de 5,6

-

pHe =9

pH
o

pKa=|559

Vel2 = 585 Ve="1170

] 200 400 GO0 &00 1000 1200 1400
V{NaOH) pl

Figure 1-45 : courbe de titration de la GP par la soude 1N. Courbe caractéristique d'un
acide faible. Le pKa déterminé graphiquement esi,fe
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Suivant le pH de la solution, les especes de LBeptént en solution ne seront pas les

mémes

* ApH=7ona:log ([A-]/[AH]) = 1,41 et donc [A-] = 26 [AH cela signifie que 96%

de la G-P sera salifiée.

* ApH=4o0na:log ([A-J/[AH]) = -1,59 et donc [A-] = 0,@[AH] cela signifie que

3% de la G,P sera salifiée.

C’est donc a pH 7 que la P sera en majorité salifiée et donc susceptibleatagir
avec des composeés portant des charges positives.

6. Objectif et plan dethese

Au cours de cette these, je me suis attaché armaufation de systémes colloidaux
formés de LAAs, de peptides/protéines et a leuraatarisation physico-chimique. Ces
systemes colloidaux ont pour but d’accroitre lespge de ces peptides/protéines par les voies
nasale et topique. Nous détaillons dans le chagtriéaspect théorique des techniques
physiques d’analyse utilisées (dichroisme circaladiffusion dynamique de la lumiere,
résonnance magnétique nucléaire, et dynamique olaléx), de I'utilisation de modeles de
cellules nasalem vitro et de la préparation des modeles lipidiques mirtastructure de la
peau. Le chapitre 3 décrit la formation colloiddke LAA et de protéines. Des études en
dichroisme circulaire nous ont donné des infornmaticur la structure secondaire des
protéines dans le colloide formé. L'analyse enudifin dynamique de la lumiére nous a
apporté des informations sur le complexe collojol@itéine-LAA. Enfin, pour évaluer la
perméabilité membranaire de ces colloides, desegindvitro sur cellules nasales et des
études précliniqgues ont été réalisées. Dans leitochap nous nous sommes intéressés au
développement et a la validation de modeéles lipieggde peau saine et psoriasique par la
RMN du deutérium. Le développement d’'une formulatomlloidale a base de LAAs et de
cyclosporine en vue du traitement par voie localesoriasis est détaillé dans le chapitre 5.

Une conclusion générale et des perspectives teranhee manuscrit.

72



Chapitre 2

Matériaux et méthodes






Chapitre 2 - Matériaux et Méthodes

CHAPITRE 2
MATERIAUX ET METHODES

1. Matériaux

1.1.Les protéines

1.1.11’hormone de croissance humaine (hGH)

a. Structure

L’hormone de croissance humaine (ou hGH ou somiakdpest une hormone
polypeptidique (protéine non glycosylée) de 22k&mstituée de 191 acides aminés.

Des études de cristallographie aux rayons X onttréoque 'hGH est une protéine
globulaire asymétrique possédant sept hélicgsincipales anti-paralléles. Ces hélices sont

reliées entre elles par des segments flexiblesigng dans la liaison aux récept&brs

La protéine présente 2 ponts disulfures intramadédes impliquant : la Cys, située
dans la chaine peptidique entre les hélices 2 &itld,Cysss de I'hélice 6 et un pont disulfure

impliquant la Cyss; et la Cysggg proches de I'extrémité C-terminale.

T AAAAANNAN D
BTIELERLE MAWL RAHRLHG EE YIE OQKY FLG P A LCFSESIETE
: 18 15 b 25 b 35 45 sh 1 b
L AAANL AL RN,
E K5 LoLL SLLLIQEWLEFV FL Y3 5D D YOLL O LEE
6! Th 75 ' bk T T 9 o s T ile LS
; — L AANN—A,
GIOTLUGRLE PRTGQAFKQTY D SHND DA 1L CFREDWMOEVET
1tlo 135 T udn s o ' Tso oo s 1l 1T

Porr——t

FLETVOQCR VE 505
Is TodsT 19

Figure 2-1: Représentation de la séquence primaire et de lectire secondaire de 'hGH.
(Figure de la base de données swissprot)
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Figure 2-2: Structure tridimensionnelle de la rhGH avec la repgntation des sept hélices
principales anti-paralleles (d’aprées le logiciel BMOL, figure de la PDB référencée 1hgu)

L’hGH est constituée de :

- 60% d’'hélicesy
- 11% de coudes

- 29% de pelotes

Ces informations structurales ont été obtenuesgida banque de données protéique
swissprot (http://www.expasy.ch/sprot/) et sontnrgumportance capitale pour le suivi de

I'’évolution de la structure secondaire de I'hGHslde sa formulation.

b. Pureté et composition

L’hormone de croissance humaine recombinante rh@&ignt de chez Auspure
Biotechnology (Shanghai, Chine). Sa pureté est @&9%. Elle est sous forme de poudre

contenant 87% de mannitol, glycine et tampon phaigph

c. Fonctions

L'hGH est une hormone peptidique qui est sécrétéd'gantehypophyse de chaque
individu. Elle passe ainsi dans le plasma, de fagoatteindre les organes cibles et ses

récepteurs.

On distingue cing fonctions principales de 'hGH :
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- Stimuler la synthese des protéines et des acidedéigues dans le musc
squelettique.

- Stimuler la croissance des os longs (en longuele} s ne sont pas encore sou

- Stimuler la lipolyse, conduisala I'augmentation des concentrations en acides
libres et a une diminution générale de la massegpase

- Augmenter la concentration sanguine de glucoseéghe).

- Favoriser la cicatrisation des accidents musctdi

1.1.21’érythropoiétine humaine hEPO)

a. Structure

L’érythropoiétine (EPO) est unsialoglycoprotéinede 30kDa,constituée de 166
acides aminésLes 4 chaines glycosylées de I'EPO représentezitea seules 40% de

masse de la protéine.

L’EPO posséde 5 hélice. La protéine présente 2 pomtisulfures intramoléculaire
impliquant : la Cyg située avant I'hélice 1 et la (361, de 'hélice 5 et un pont disulfu
impliquant la Cysy et la Cyss proches de I'extrémité C-terminale

Ay NP N b NI
Y o
APPRLICDSRVLERYLLEAKE AEK [ TTOCAENCS LNEK I T VEDTRY W EY AWK RME VOQ0A
5 1h 15 0 ak b 15 ah ak =0 sk b
H4

WA AN ——————

FEWWOOLALLEEAVLREIQALL VEE SOPWEP LOQLHYDHAY SOLR SLTTLLRALSAQKEATS
&5 Th 75 an ak b a5 100 s Lo L5 13D

HS
— AAANANANNI——

FPOWASAAPLRTITADTFRKL FRVYSHNFLROKLK LY TI EACRTSDR
135 FEA] 135 14 1ds 150 185 180 185

Figure 2-3: séquence primaire et structure secondaire de I' (figure de la base de donn
swissprot)
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Figure 2-4: Structure 3Dde 'EPO avec ses 5 hélica (d’'aprésle logiciel Rasmol, figure d
la PDB référencée 1buy).

L'EPO est constituée de :
- 63% d’hélicesx
- 14% de coudes

- 23% de pelotes

Ces informations structurales ont été obtenuesegedda banque ddonnées protéique

swissprot.

b. Pureté et composition

L’érythropoiétine humaine recombinar (rhEPO) provient de chez Dragon
Pharmaceutical (Vancouver, Canada). Sa pureté e$00%. Elle s trouve dans un tampc

citrateNaCl a une concentration de 1,24mg

c. Fonctions

Sécrétée naturellement par les reins (80%) etiée(RD%), I'érythropoiétine humai
(hEPO) stimule la production de globules rougegseeinet d'augmenter la quantité d'oxne
transporté par le sang. Elle est sécrédes que la concentration sanguine en oxyg

diminue.
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1.1.3La Calcitonine de sauma
a. Structure

La calcitonine de saum (sCT) est une hormongeptidique (peptide nc
glycosyl de 1340Da, constituée de 32 acides aminés etarbamp unpont disulfure.

— WMWVWW———

CSHMLSTCVLGELSOELHELOTY FRTDVEAGTE
H
|. I 1 Il.l 20 I Z’,Il.l . l

Figure 2-5: Séquence primaire et structure secondaire de laittaline de saumon (figul
de la base de donnéswissprot

‘
\

Figure 2-6: Structuretridimensionnell de la calcitonine de saumon avec son unique ha
(d’aprésle logiciel Rasmol, figure de la PDB référencée9)

La sCTici représentée possede une hélo. Cependant elle estécrite dans la
littérature comme étant majoritairement sous fodaepeloe. Cette hélice est en fait tres
flexible et la structure représenté-dessus, faisant apparaitre I'héliceest celle que l'ol

retrouve lors de l'interaction de la calcitonineason récepte'3® 3’

La sCT, une fois liée a son récepteur est constitu :

- 48% d’hélicesr

- 6% de coudes

- 25% de feuillet$
- 22% de pelotes

79



Chapitre 2 - Matériaux et Méthodes

Ces informations structurales ont été obtenuesegedda banque de données protéique

swissprot

b. Pureté et composition

La sCT provident de chez Welding (Hamburg, Allenggrsa pureté est de 98,4%.

Elle contient 8,2% d’acide acétique.

c. Fonctions

Elle est sécrétée par la glande thyroide et a i@ lkefpocalcémiant. Sa sécrétion est
essentiellement régulée par la calcémie et plusiggndent la fraction ionisée, €a
laugmentation de la calcémie I'augmente et sanditian la réduit. Le calcium extracellulaire
agit par l'intermédiaire de récepteurs au calciyppelés CaSR, calcium sensing receptors.
En dehors du calcium ionisé, €acertaines hormones peuvent augmenter la sécrééon
calcitonine : les catécholamines par effet 3, lecayon, la gastrine, la cholécystokinine qui
agissent en augmentant la concentration d'’AMPc tiensellules parafolliculaires. L'effet
hypocalcémiant de la calcitonine résulte d'une @irtion de la libération de calcium par l'os,
du fait de la diminution de la résorption osseuael@s ostéoclastes, et accessoirement d'une
augmentation de sa fixation par l'os sous linfageendes ostéoblastes. L'effet
hypophosphatémiant résulte des mémes phénomehgpotalcémie et I'hypophosphatémie
sont donc la conséquence de la diminution du clsab® osseux. La calcitonine augmente
I'élimination urinaire de calcium, de phosphateletsodium, mais cet effet reste accessoire
par rapport a l'effet osseux. La calcitonine a fiiet #asodilatateur, a l'origine des bouffées de
chaleur observées aprés son injection, et un affetigique.Les spécialités pharmaceutiques
sont toutes a base de calcitonine de saumon (sCdlje-ci serait plus active que la
calcitonine humaine & dose édale
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1.2. La cyclosporine A

1.2.1 Structure

La cyclosporine découverte en 1970 a l'occasionredberches sur de nouveaux
produits antifongiques, est un métabolite d'un giignon du sol Tolypocladium inflatum

Gamg. Il s'agit d'un polypeptide cyclique de 11 acidesnés dont certains sont N-méthylés.

CHz. _H
[| MeBmt
MeLeu MeVal H ,«'C ~ CH. Abu Sar
e
CHI}.H _,,-CHH HO. _CH
e i L . H
(:'_:H CH, i H___CH:j CH CHy Cl-:H:a
E_l”;H;_, CH, f|3H (leH Cl:HE. LFHa
CHz—N—CH—CO N—GH—ﬁ——N—CH—GD'—N -CH ﬁ - CH,
; @)
CHa.__x MelLeu ?D cO
“CH—CH, (_l':H '
CH; CHy—N H (l;lj H NCHy
oc CH —-ril--GC}—[[?H-N--CD—fllH- N—TC ?H-—N--CD—DH
CHy H CH4 CH, CH4 /_CH___ CH,
| CHy CH,
CH__ _CH__
CH; CH, CH; CHg
D-Ala Ala MeLeu val MeLeu

Figure 2-7: Structure de la cyclosporine A. MeLeu: méthylleaciMeVal: méthylvaline,
MeBmt: (4R)-4-[(E)-2-butenyl]-4-méthyl-L-thréonindbu: acide 2-aminobutyrique, Sar:
Sarcosine

Figure 2-8: Structure 3D de la cyclosporine A (figure de la PE#érencée 3EQV obtenue
aprés extraction de la cyclophyline par le logidRASMOL).
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1.2.2Pureté et composition

La cyclosporine A provident de chez Poli Indust@aimica (Rozzano, Italie). Sa

pureté est de 99,4%. Elle est sous forme de paaire aucun excipient.

1.3.Les lipides

1.3.1.Le céramide

L’ensemble des échantillons utilisés dans les ttesplV et V a été préparé a partir
d’'un céramide de type 2 selon la nomenclature deeANé coll (voir chapitre 1). Ce produit,

d’'une pureté de 98% a été fourni par la sociétBi@. (Nanterre, France).

1.3.2Le cholestérol

Le cholestérol utilisé pour former nos systemesdifues destratum corneum

provient de chez Avanti Polar Lipids (Alabaster,A)SSa pureté est de 98%.

1.3.3L’acide palmitique

Selon la localisation cutanée il est présent es plumoins grande quantité. C'est en
moyenne l'acide gras majoritaire que I'on retroaesein dustratum corneumCe produit

provient de chez interchimie (Paris, France). Satpuest de 97%.

1.3.41’acide palmitique deutéré

Incorporé lors de la fabrication de nos modéléaslilijpes destratum corneuml’acide
palmitique deutéré agit comme un reporter de I'dtatganisation de la membrane lipidique
en RMN du deutérium. Il provient de chez Euriso{Spint-Aubin, France). Sa pureté est de
97%.
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1.4.Les lipoamino acides
1.4.1 Présentation des structures étudiées

Un partenariat avec la société Seppic (filiale de lguide) spécialisée dans la
fabrication de LAAs a été conclu. Une partie desAKAltilisée lors de ce travail provient de
cette société. Certains LAAs non produits par Seppint été synthétisés au laboratoire. Le

tableau 2-1 récapitule les LAAs étudiés au coursedgavail ainsi que leur provenance.

Svnthstis
MNom Abbraviafion | Composition Formula Fourmnis saur au
laboratois
Qotanoy] 1
C8v 100% C8V oAl
valina N QCH
H
Lanzeyl 0
c12v | 100%cC12v PPN SEPPIC
valina N QOH
H
Langrox] M
# Cl2P | 100% C12P N SEPPIC
prolins
HOOC
Mristexd i

Cl4V | 100%CI4V MN‘\/\/\,J\
valine lrj QOH

Cosgyl
. cv + SEPPIC
wvalina

Lo
WMN QoM
H
Palmitox] o
CI6V | 100%C16V [ e~~~ AL
valine M QOH
H
Stsasen) 0
cLev Lo0%Clsw WWN/\\JL
valine m OOH
—
o Cl2im,, | 100% €12 0, D D: J-L I
valine Zvw-"Has ) i
- . 'H;_', D._\L.—L\.L.-L'xc_.- '-‘c_.r ‘\Cp— '\-\.C “OOH
Bafdsntins Da : Oy

Tableau 2-1 :Composition, formule et provenance des LAAs étudiés
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1.4.2.Synthese et purification de LAAs et de lipoaminddes deutérés
a. Méthodologie des synthéses
v' Synthése des LAAs non deutérés

La C8V, la C14V, la C16V et la C18V ont été synikes en suivant majoritairement
le protocole de Y. Lapido et . Les deux étapes de cette synthése sont détadii¢eln
figure 2.8: L'acide grasl est condensé avec la N-hydroxysuccinimide (NRI8h présence
de dicyclohexylcarbodiimide (DCQ. La dicyclohexylurée (DCU3 formée précipite et est
éliminée par filtration. L’ester de NHS d’acide gfaest obtenu sous la forme d’'un produit
cristallisé. Il réagit par la suite avec le selstElium de I'acide gras libré en solution

aqueuse pour former le LAA correspondant

v' Synthése de la;@/-*Hxssélectivement deutérée sur sa chaine aliphatique.

Le principe de la synthése de la lauroyl valinedpatérée GV -*H,zest le méme que
pour le non deutéré, a savoir dans la premiéreegtape condensation de l'acide laurique
deutéré sur sa chaine aliphatique avec la [gl¢Sdans une seconde étape une condensation
avec le sel de sodium de la valiere solution aqueuse pour former Ig\C-?Hys
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0
C\
RCOOH + [ /NOH+ CgH1{N=C=NCgH14
c
1 3 3
2
Etape 1
0
G, o o
[ N—O—CR ¥ CeH14HN—C—NHCgH14
g s 4
O Elimination par filtration
H soor
R'—C Etape 2
6 NH,
0
R—C. H_R
H  ~COOH

Figure 2-8: Stratégie de synthése des lipoamino acides

b. Résultats et discussion

Les rendements des différents LAAs synthétisés mmumés dans le tableau 2.2.

Lipoamino acide ; Re'ndement

Etape 1 Etape 2 Total

c8Vv 32%

CpV 60% 50% 30%
CvV 52% 60% 31%

CieV 39% 70% 27%

CiVv 73% 48% 35%

CiV -Haa 44% 82% 36%

Tableau 2-2 :Rendement des étapes 1 et 2 et rendement totalyddsses chimiques des
lipoamino acides
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Le rendement total de la réaction se situe aut@r3@%. Ce qui peut paraitre
relativement faible ; ceci provient du fait queslale la premiére étape la réaction doit se faire
dans des conditions anhydre. Toute trace d’eaudiconsidérablement la réaction. Dans la
deuxieme étape, une purification est nécessage it par recristallisation. Trouver la bonne
proportion dans le mélange des solvants de relisatéon peut étre trés long. Il aurait été
intéressant de renouveler les synthéses en essHgptimiser les conditions opératoires et de
recristallisation. Toutefois, notre objectif étdibbtenir suffisamment de produit pur pour
effectuer nos tests de formulation.

Les LAAs non deutérés ont été caractérisés par RIMNroton. Le spectre RMM

de la lauroyl valine dans le chloroforme deutéré0G2st représenté figure 2-9.

CH,-CHy CH{17)
T+
CHy CH, CH, {de 10 4 14)

]
|

1
‘\/\DH

o =T

18 16, 14 12 10, 8
- F - =
T g Ty T e T
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CHyCH, CO(8)
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CH, (18}

CH__
HC T g3y TCHy

&
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(5]

HH () CH@

3 A

" Y

! T
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Figure 2-9: Structure numérotée de la lauroyl valine et soncepeRMN'H dans le
chloroforme deutéré CDgI

La CoV-’Hys a été caractérisée par une HMBC. Le spectre HMBQadlauroyl valine

deutérée dans le chloroforme deutéré GGt représenté figure 2-10.
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Figure 2-10: Structure numérotée de la lauroyl valine deutértésoa spectre HMBC dans le
chloroforme deutéré CDglI

La lauroyl valine est deutérée sur sa chaine grass@mme il est impossible de

visualiser les atomes de deutérium en RiHy{a chaine ne sera pas visible. De ce fait, une
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HMBC a été réalisée de maniére a visualiser d’'@éastcouplages entre les atomes de
carbones de la chaine grasse et les hydrogenes\ddirie. Un couplage intéressant qui est
mis en évidence sur la figure 2-10 est celui elgtrearbonyle (7) et 'azote (6). Cela prouve

gue le couplage entre I'acide laurique deutéré e@aline a bien eu lieu et que la synthése de

C1oV-2H,3 S'est déroulée avec succes.

c. Partie expérimentale

Les pesées sont realisées avec une balance dsiqméblettler-Toledo (a 0,01mg).

Tous les réactifs sont préalablement séchés sdas vi

v" Synthése de 'octanoyl valine

L’'acide octanoique (360mg, 2,5 mmoles) est ajoutéuree solution de N-
hydroxysuccinimide (288mg, 2,5 mmoles) dans deélaie d'éthyle sec. Une solution de
dicyclohexylcarbodiimide (0,515¢g, 2,5 mmoles) dales|'acétate d’éthyle sec (22 ml) est
ensuite ajoutée. La mixture réactionnelle est reaim¢ sous agitation toute la nuit a
température ambiante. La dicyclohexylurée est éémipar filtration et I'acétate d’éthyle est
évaporé. On obtient une huile impure. La purifatpar recristallisation n’a donné aucun
résultat. 270mg du brut réactionnel sont dissowissdlOml de THF puis ajoutés a une
solution de L-valine (140mg) et de bicarbonate dditsn (105mg) dans I'eau. Apres 16
heures la solution est acidifiée a pH 2 a I'aidené’ solution d’acide chlorhydrique 1N. Le
THF est évaporé sous vide. Aprés addition d’eaunf§de composé est filtré, séché et purifié

par recristallisation dans le mélange cyclohexdne/oforme (4 : 0,4 /v : v).

Caractérisation physique de I'octanoyl valine : RMN400OMHz, CDC}), 5 (ppm) : 8,25 (s,
1H, COOH), 6,20 (d, 1H, NH), 4,30 (m, 1H, CH), 280, 3H, CH, CH), 1,7 (m, 2H, CH),
1,3 (s, 8H, fatty Ch), 1,0 (m, 6H, CHCH), 0,90 (s, 3H, Ch)

v' Synthése de la lauroyl valine

L’acide laurique (1g, 5 mmoles) est ajouté a unatem de N-hydroxysuccinimide
(0,576g, 5 mmoles) dans de l'acétate d’éthyle Bee. solution de dicyclohexylcarbodiimide
(1,089, 5 mmoles) dans de l'acétate d’éthyle s&m(P est ensuite ajoutée. La mixture
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réactionnelle est maintenue sous agitation toutend# a température ambiante. La
dicyclohexylurée est éliminée par filtration etd&date d’éthyle est évaporé. On obtient une
poudre blanche impure. Le produit a été purifié nearistallisation dans de 'éthanol (5 ml).
300mg du composé purifié sont dissouts dans 10rilHfe puis ajoutés a une solution de L-
valine (120mg) et de bicarbonate de sodium (89nagsd’eau. Aprés 16 heures la solution
est acidifiee a pH 2 a l'aide d’'une solution d’aichlorhydrique 1N. Le THF est évaporé
sous vide. Apres addition deau (30 ml) le compest filtré, séché et purifié par

recristallisation dans le mélange éther de pétblefoforme (5/0,5 : v/v).

Caractérisation physique de la lauroyl valine : RIMN40OMHz, CDC¥), 5 (ppm) : 6,20 (d,
1H, NH), 4,60 (g, 1H, CH), 2,30 (m, 3H, CH, @H1,70 (m, 2H, CH), 1,30 (s, 16H, fatty
CHy), 1,0 (g, 6H, CHCHzs), 0,90 (t, 3H, CH)

v' Synthése de la myristoyl valine

L’acide myristique (1,199, 5 mmoles) est ajouté ree solution de NHS (0,575g,
5mmoles) dans de l'acétate d’éthyle sec. Une swlutie DCC (1,08g, 5 mmoles) dans de
l'acétate d’éthyle sec (22ml) est ensuite ajoutg.niixture réactionnelle est maintenue sous
agitation toute la nuit a température ambianteDICGU est éliminée par filtration et I'acétate
d’éthyle est évaporé. On obtient une poudre blanotpure. Le produit a été purifié par
recristallisation dans de I'éthanol (5 ml). 325mgabmposé purifié sont dissouts dans 10ml
de THF puis ajoutés a une solution de L-valine (ddg)yet de bicarbonate de sodium (84mg)
dans I'eau. Aprés 16 heures la solution est aéiglii pH 2 & l'aide d’'une solution d’acide
chlorhydrique 1N. Le THF est évaporé sous vide éa@ddition d’eau (30 ml) le composé est

filtré, séché et purifié par recristallisation dahscyclohexane.

Caractérisation physique de la myristoyl valineMN¥'H (400MHz, CDC}), 5 (ppm) : 6,20
(d, 1H, NH), 4,60 (g, 1H, CH), 2,30 (m, 3H, CH, §HL,70 (m, 2H, CH), 1,30 (s, 22H, fatty
CHy), 1,0 (g, 6H, CHCHzs), 0,90 (t, 3H, CH)

v' Synthése de la palmitoyl valine

L’acide palmitigue (0,64g, 2,5 mmoles) est ajouté uae solution de N-
hydroxysuccinimide (0,288g, 2,5mmoles) dans deétate d'éthyle sec. Une solution de

dicyclohexylcarbodiimide (0,515g, 2,5 mmoles) dalgs 'acétate d’éthyle sec (12ml) est
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ensuite ajoutée. La mixture réactionnelle est mreau¢ sous agitation toute la nuit a
température ambiante. La DCU est éliminée paafitin et 'acétate d’éthyle est évaporé. On
obtient une poudre blanche impure. Le produit apitafié par recristallisation dans de
I'éthanol (5 ml). 177mg du composeé purifié sonsdigts dans 5ml de THF puis ajoutés a une
solution de L-valine (58,6mg) et de bicarbonatesddium (42mg) dans l'eau. Apres 16
heures la solution est acidifiée a pH 2 a I'aidené’ solution d’acide chlorhydrique 1N. Le
THF est évaporé sous vide. Aprés addition d’eaunl}3e composé est filtré, séché et purifié

par recristallisation dans du cyclohexane.

Caractérisation physique de la palmitoyl valineMN¥'H (400MHz, CDC}), 5 (ppm) : 6,20
(d, 1H, NH), 4,60 (g, 1H, CH), 3,90 (s, 1H, COOR)30 (m, 3H, CH, CH, 1,70 (m, 2H,
CHy), 1,30 (s, 42H, fatty C}J, 1,0 (q, 6H, CHCHzs), 0,90 (t, 3H, CH)

v' Synthése de la stearoyl valine

L’acide stéarique (0,71g, 2,5 mmoles) est ajouténa solution de NHS (0,288g,
2,5mmoles) dans de l'acétate d’éthyle sec. Unetisolde DCC (0,515¢g, 2,5 mmoles) dans
de l'acétate d'éthyle sec (12ml) est ensuite ajolémixture réactionnelle est maintenue
sous agitation toute la nuit a température ambidrdaeDCU est éliminée par filtration et
'acétate d’éthyle est évaporé. On obtient une poibthnche impure. Le produit a été purifié
par recristallisation dans de I'éthanol (5 ml). &®ldu composé purifié sont dissouts dans
5ml de THF puis ajoutés a une solution de L-valis@ 6mg) et de bicarbonate de sodium
(42mg) dans I'eau. Aprés 16 heures la solutionaestifiée a pH 2 a l'aide d’'une solution
d’acide chlorhydrique 1N. Le THF est évaporé soue.vApres addition d’eau (15 ml) le

compose est filtré, séché et purifié par recristtion dans du cyclohexane.

Caractérisation physique de la palmitoyl valineM¥R'H (400MHz, CDC}), 5 (ppm) : 6,20
(d, 1H, NH), 4,60 (g, 1H, CH), 2,60 (s, 1H, COOR)30 (m, 3H, CH, CH), 1,70 (m, 2H,
CHy), 1,30 (s, 46H, fatty C}J, 1,0 (q, 6H, CHCHzs), 0,90 (t, 3H, CH)

v' Synthése de la lauroyl valine deutérégCH,s)

L’acide laurique deutéré (1g, 4,48 mmoles) estt@jauune solution de NHS (0,5164,
4,48 mmoles) dans de l'acétate d’éthyle sec. Uratisn de dicyclohexylcarbodiimide

(0,92¢, 4,48 mmoles) dans de l'acétate d'éthyle(88ml) est ensuite ajoutée. La mixture
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réactionnelle est maintenue sous agitation toutend# a température ambiante. La
dicyclohexylurée est éliminée par filtration etd&date d’éthyle est évaporé. On obtient une
poudre blanche impure. Le produit a été purifié nearistallisation dans de I'éthanol (5 ml).
340mg du composé purifié sont dissouts dans 10rilHtfe puis ajoutés a une solution de L-
valine (136mg) et de bicarbonate de sodium (102tagk I'eau. Apres 16 heures la solution
est acidifiee a pH 2 a l'aide d’'une solution d’aichlorhydrique 1N. Le THF est évaporé
sous vide. Apres addition deau (30 ml) le compest filtré, séché et purifié par

recristallisation dans le mélange éther de pétblefoforme (5/0,5 : v/v).

Caractérisation physique de la lauroyl valine : RMNHMBC (400MHz, CDC}), 5*H (ppm)
/ 8%3C (ppm) : 6 /175 (1H :NH ; 1C : CO), 4,5/ 20 (18H ; 2C : CH CHs), 4,5/ 30 (1H :
CH;1C:CH),45/175 (1H: CH; 1C: COOH; 1C: CO), 2,30 (1H: CH; 2C: CH
CH3),2,3/38(1H:CH; 1C:Ci 2,3/60 (1H: CH; 1C: CH), 2,3/ 175 (1H: CHC :
CO),1/30 (6H : ChICH;; 2C : CH CHy)

1.5.Préparation des complexes colloidaux lipoamino ac&s — Protéines

Le procédé de fabrication des complexes colloidgapamino acides — protéines est
le suivant : La rhGH et la sCT en poudre sont dits®o dans de I'eau déminéralisée aux
concentrations respectives de 10mg/ml (0,45mM) etg/&hl (0,58mM). La rhEPO
initialement en solution est & la concentration 1g@4mg/ml (3,6.18mM). Les solutions
obtenues sont translucides. L& est ajoutée de maniére a obtenir un ratio motaigH
(ou rhEPO)/@,P variant de 1/265 a 1/35 et un ratio molaire sGH@ariant de 1/5 a 1/2. Le
pH est ensuite ajusté entre 7 et 7,4 avec unei@olde NaOH 1N pour les complexes
colloidaux rhGH/G,P et rhEPO/GP et entre 4 et 5 pour le complexe colloidal sGIFRCCes
valeurs de pH sont optimales pour la stabilité destéines. La rhGH est par la suite
lyophilisée, car c’est sous cette forme qu’ellelasilus stabl&®. La rhEPO et la sCT ne sont
pas dégradées en solution, une lyophilisation aeese donc pas nécessaire.
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1.6. Dispositifs d’administration

1.6.1hGH

La nébulisation du complexe rhGHAR est réalisée grace au Markos-Méfar Nebulizer

(prototype) associé au ECO Markos-Méfar aérosol.

Figure 2-11: Photo de I’Aerosol Eco (photo de la société Markéégphar)

Webulisation de
/ I"émulsion

Air comprime

Figure 2-12: Photo et schéma du Markos-Méfar Nebulizer proto{@ahelle 5:1) (photo de
la société Markos-Méphar)
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Ce nébulisateur est capable d’administrer un volds&00ul & 1ml en 10 secondes.

Le volume mort est de 10%.

Le diametre moyen ou MMAD (Mass Median Aerodynaniltameter) des
gouttelettes en sortie du dispositif est déterngnéce a I'API AEROSIZER MACH 2

développé par Markos Méfar.

La MMAD d'une particule est déduite de son tempsvdeau sein de la zone de
mesure de I'APlI AEROSIZER MACH 2 délimitée par dediaisceaux laser. Deux
photomultiplicateurs détectent la perturbation f#@sceaux lasers au passage d’'une particule
et la transforment en signal électronique. Le tedgsol est mesuré avec une preécision de 25

nanosecondes.

Le choix du dispositif permettant 'administratida la rhGH par voie nasale passe par

la détermination :

» des volumes maximum et minimum. On peut ainsi atdatconcentration en protéine
et en vecteur en fonction du volume pulvérisable.

* De la taille des gouttelettes formées. En effetfailt que le systéme expulse le
minimum de gouttelettes inférieures a 5um car eltag susceptibles de passer dans
les poumons et un minimum de gouttelettes supé&sear50um susceptibles d’étre

déglutis.

Les dispositifs d’administration nasale trouvés sdldea commerce expulsent des
gouttelettes polydisperses et de grandes tailles doMMAD est comprise entre 50um et
100um.

C’est pour ces raisons que Physica Pharma a établcollaboration avec la société
italienne Markos-Mefar, filiale du groupe Air ligle car le dispositif d’administration nasal
gu’elle a développé expulse des gouttelettes mgpedies dont la MMAD est comprise entre
20um et 30um et trés peu de gouttelettes présamantaille inférieure a 5um. D'autre part,
ce nébulisateur permet d’expulser des volumes dsmeptre 500ul et 1ml ce qui est adapté a
'administration nasale de la rhGH. En effet, laless études précliniques sur moutons, un
volume de 500ul de solution de rhGH sera adminidénés chaque narine de I'animal afin
d’espérer atteindre la dose thérapeutique de lalrtéhs le sang.
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1.6.2 Administration de la calcitonine de saumon et dénythropoiétine humaine

Contrairement a la rhGH, la sCT et la rhEPO seadministrées grace au spray nasal
BD Accuspray" de BD Medical.

Figure 2-13: Photo du spray nasal BBccuspray" de BD Medical

Caractéristiques techniques :
Volume maximum administrable : 205ul

Volume mort : 50ul

Ces sprays sont adaptés a I'administration despetiumes (100-200ul). Le volume
de solution I’EPO et de calcitonine administré bes études précliniques est respectivement
de 150ul et 200ul. Ces volumes administrés sorfisanf pour espérer atteindre la dose

thérapeutique dans le sang.
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2. Méthodes

2.1. Techniques d’analyse physicochimiques
2.1.1Le dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire (CD) est une techniqugdanent développée pour étudier la
structure secondaire des protéines, car les spextre obtenus rapidement et sur de faibles
guantités de produits. Cette spectroscopie derdiftee est sensible a la quantité et a I'activité
optique des molécules chirales, qui, en interaciieec une lumiére polarisée, modifient leur
absorbance. En effet, un composé chiral aura urtrepge CD caractéristique contrairement a
un mélange racémique. Dans le cas des protéingdd, . se des composés optiquement actifs
est présent, donc chaque protéine possede uneistampectrale. Les spectres dichroiques
sont trés sensibles aux repliements de la chaiptdfmpie, et présentent alors des courbes
différentes selon la structure secondaire et Ifayeanent spatial qu’adoptent les protéines.
Ainsi, le pourcentage de chaque type de structuecg o, feuillet B, hélice de type Il ou
pelote statistique...) peut étre obtenu en déconmblieaspectre de CD d’une protéine grace a

des spectres de peptides possédant des structoeslaires définies.

a. Principe

Selon la loi de Beer-Lambert, gidst I'intensité de la lumiere entrant dans lautelet

| I'intensité sortante, I'absorbance A est défipa la relation suivante :

A= Iog{%): ecl (I1.1)

c étant la concentration dans I'’échantillon (enaire), | la longueur de la cellule de mesure
(en cm) ek est le coefficient d’extinction molaire (ou coefént d’absorption molaire, en'™M

tem?).

Le dichroisme circulaire est I'absorption différielie par un chromophore des deux

composantes circulaires gauche et droite du chdegtri@ue d’'une lumiére polarisée plane.
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On mesure la différence d’absorption de la lumieémére les deux coefficients d’extinction

molaire, définie de la maniére suivante :

Ag = %} AA (1.2)

Apres la traversée de I'échantillon, la résultad#eces composantes décrit une ellipse
dans le plan perpendiculaire a la direction de agagion. L’ellipticité, appelég, est définie
par Tany = (a/b), a et b étant respectivement les demigpeati demi-grands axes de

l'ellipse®.

L’ellipsité molaire est enfin décrite par la retatisuivante :

[0] = —‘li = 3300A¢ (11.3)

L’ellipsité molaire p] est exprimée en deg.driotn?, y en degrés.

Dans le cas des protéines, le chromophore domliasorption dans I'UV lointains
(180 a 240 nm) est la liaison peptidigue. Chagaisdn peptidique étant un chromophore,
I'ellipcité molaire mesurée doit étre pondérée lganombre de liaisons peptidiques dans la

protéine étudiée, notée n :

[6]mrw = 330n0A8 (I1.4)

Elle est notée de la méme maniére que pour I'éguiail.3) en accord avec la
littérature, mais elle devient I'ellipcité molaipar résidu §]vrw-

b. Méthode de déconvolution

Il existe de nombreuses méthodes pour déconvatsesdectres de CD. En général, la

déconvolution des spectres expérimentaux utilise bibliotheque de structures connues
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d’aprés des expériences préalables de RMN ou ftaalibn aux rayons %?’. La fiabilité

des structures standards a été assuree par #titlisde peptides synthétises.

L’ellipticité est caractéristique de chaque struefwr nous allons considérer pour nos
protéines et peptide court, qu’il n’existe que demtre conformations dont les dichrographes
caractéristiques sont présentés figure 2{I8llipcité globale est alors déterminée par la

relation suivant®:

[6] = [0]ufo + [O]pFs + [O]ufy + [0]pfp (11.5)

ou [6],, [0]p, [0]1, [6]p sont les ellipcités molaires par résidu correspohé chaque structure
standard, et,ffg, fy, fples fractions de résidus appartenant a chaquedgstructure o pour
les hélicesy, B pour les feuillet$, Il pour I'hélice de type Il et p pour la pelot@atistique).
La proportion de chaque structure au sein de @@ suit la relation ,# fg+f, +f,= 1. Un
programme de déconvolution a été mis au point bar&oire (Dufourc et Buchoux, non
publi€). Ce programme étudie toutes les combingigmssibles et détermine la meilleure

solution.

v" Obtention des courbes standards

Afin d’accéder aux structures secondaires des ipexg la réponse dichroique des
différentes structures secondaires classiquese(ldidt B, I'hélice a, I'hnélice de type Il ou
encore la pelote statistique — désordonnée) doat étregistrée en utilisant les standards

suivants :

- La poly(L-lysine) a température ambiante et pH ree(it,6) prend une forme

intégralement en pelote statistique, représentamstructure aléatoffe

- La poly(L-lysine) est également capable d’adopterdonformations héliaeou
feuillet  (pH = 11,4 & température ambiante et & 60°C réspewentf°. Cependant, en
raison du manque de précision obtenu avec la pdlygibe) pour I'hélicen et le feuilletp il
est préférable d'utiliser des peptides de référgmésentant une structure en hélicthélice
droite avec 3,6 résidus par tour, c’est le motifictural le plus répandu dans les protéines) ou
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bien en feuilletp (forme particuliere d'une hélice a deux résidug paur paralléle,

antiparalléle ou mixte) pour 'ensemble de leussdés.

- L’hélice de type Il correspond a une hélice allaggpe de la poly(L-proline), qui est

une hélice gauche avec 3 résidus par tour

Les spectres dichroiques des quatre structuresndaices standard sont montrés
figure 2-12 Chaque motif structural posséde un spectre dicheotqractéristique. En effet, le
spectre de I'hélice possede trois points singuliers : un maximum disité tres important a
192nm, puis deux minima d’intensités voisines a 20220nm. Le feuillef conduit a un
spectre de moins grande intensité que I'héi@ec un maximum d’absorption a 198nm et
un minimum a 217nm. La structure en pelote stgtistia ses maximum et minimum inversés
par rapport au feuillep : un minimum a 196nm et un maximum de tres faibtensité a
220nm. L’allure du spectre représentant I'hélicetygee 1l est proche du spectre de la pelote

statistique, mis a part pour 'intensité et poudéplacement de son minimum a 206nm.

-
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..( .]| %
2 Ox10"4 | \
\ Pelote statistigre
|
/ |
{ 1
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. J 1
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Hélice de type IT %
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L L] 2 1
180 200 220 240 260 280

[6] (deg.dmol '.cm’)

4 0x1n®
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Figure 2-14: spectres dichroiques des quatre structures sedmslastandard (d'apres

ead.univ-angers.fr)
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v’ Structure secondaire des protéines formulées

L’étape de formulation de protéines peut provoquerstress avec perte partielle ou
totale de la structure secondaire de la protéiraidque est d’avoir une perte d’activité de la
protéine, mais également de la rendre immunogérestidonc capital de s’assurer que la
protéine a conservé sa structure secondaire amd@lage au vecteur. Cette étude sera

effectuée par CD.

2.1.2La diffusion de la lumiére
a. Appareillage

La figure 2.15 représente un appareil de diffusten la lumiére. Lors de nos
expériences nous avons utilisé un ALV / CGS-3 / gach Goniometer System (ALV-GmbH,

Allemagne).

Un faisceau laser polarisé verticalement est émisealongueur d’'onde de 488nm. Le
faisceau est focalisé par des lentilles (L) verselidule de diffusion. L’analyseur (A) définit la
polarisation de la lumiere diffusée. Il est plagén bras amovible. Le détecteur est constitué
d’'un photomultiplicateur (PMT) et d’'un amplificatediscriminant a pulsation (PAD). Le
PMT amplifie les faibles signaux des photons ;Hetpn incident est converti en électron qui
est ensuite accéléré par un champ électrique. dtféle est multiplié par un facteur >t00’.

Le PAD convertit ces €électrons en pulsation ettiejles autres petites pulsations ne venant

pas de la lumiere diffusée.
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Bain thermostaté

A Cellule de
\/ k diffusion
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~
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Autocorrélateur

Figure 2-15: Représentation schématique d’'un appareillage ffagion de la lumiére

b. Diffusion dynamique de la lumiére

Cette technique mesure les fluctuations d’intessigl fonction du temps qui

apparaissent lorsque les particules sont soumisemavement brownien.

L’analyse de ces fluctuations d’intensité permeddéermination d’'une distribution de
coefficient de diffusion des particules qui sonbwerties en distribution de tailles a 'aide de

la relation de Stokes-Einstéfn

Les mesures de diffusion dynamique de la lumieteS)3ont effectuées a un angle de
90°. Les échantillons doivent étre dilués poureriiss phénomenes de diffusion multiples.
En diffusion de la lumiere dynamique, le rayon aetipules sphériques peut étre

déterminé grace a I'’équation de Stokes-Einstein.
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ke T (11.6)
67/mR

Avec D, le coefficient de diffusion (en m?/s), & Rayon de la particule (en m), T, la
température (en Kelvin), la viscosité (en kg/ms),skla constante de Boltzmann égale a
1,3807.1G° J/k

La DLS nous donne des informations sur le rayorrdgghamiqueR, lorsque celui-ci

est compris entre 0,5nm et 1um.

La diffusion de la lumiére est une bonne technidiamalyse des protéin®s®® Les
protéines sont habituellement suffisamment volumses pour diffuser a de faibles
concentrations. La DLS a été utilisée pour déteemies variations diR, de la BSA en
fonction de sa liaison aux surfactants anionigué$ D'autre part, la diffusion de la lumiére
est une technique tres utile pour étudier les m®ce d’'association, car c’est une technique

tres sensible a la présence d’agrégats, méme faifpés concentration.

2.1.3La résonnance magnétique nucléaire

Dans ce paragraphe nous rappellerons dans un prézni@s les principes de base de la
résonnance magnétique nucléaire, puis nous intragila technigue DOSY (Diffusion
Ordered spectroscopy) qui permet de détermineoddficient de diffusion d’'une molécule et
donc de remonter a son rayon hydrodynamique. Enfins aborderons I'application de la
RMN aux systemes membranaires. Le développemeiat ttiéorie que nous présentons n’est
pas exhaustif, nous avons préféré nous attarddesé@éments essentiels a la compréhension
des résultats expérimentaux qui suivront. De nomborivrages pourront étre consultés pour
plus de détaifs™*%*

a. Les bases de la RMN

La spectroscopie de résonance magnétique nuckistifendée sur les propriétés que
possédent les atomes. Il a été déterminé par Isigugy atomique qu’un noyau est en rotation
selon un axe donné et tout noyau posséde une cl&egtique positive. La charge
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transportée lors de la rotation du noyau va génératipble magnétique dans la direction de
I'axe de rotation. En physique quantique on parterapin nucléaire pour décrire la rotation

du noyau

Figure 2-16: Représentation idéalisée d’'un noyau d’hydrogéneraation générant un

dipble magnétique.

Pour un noyau possédant un nombre quantique dengpléaire non nul I, un dipéle
est induit et son amplitude est définie par le &m ce qui correspond amoment
magnétique nucléaireCette valeur est caractéristique pour chacumdgaux. Considérons
gue cette valeur soit un vecteur de la composaet@,dorientée selon l'axe . Il est
possible de relier le nombre quantique de $grla valeur pafin de s’approchedes valeurs
énergétiques des états possibles. Le nombre desf@moment magnétique sont en relation
de proportionnalité dont la constante, le rappgromagnétiquey se définit par :

ey

y=" (11.7)

Dans laquelle h est la constante de Plank.

Afin de décrire les couplages des spins nucléaives leur environnement, le concept
d’hamiltonien de spin nucléaird], a été introduit par Abragam Cet hamiltonien se
décompose en la somme d’hamiltoniens de couplagernexet d’'un hamiltonien de couplage

interne :

A :I:Iext"'ﬁint (11.8)
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v' Couplage externe : I'effet zeeman

Considérons un noyau placé dans le référentieadaratoire (x,y,z) dont le moment

cinétiquef (Ix, ly, 1) est non nul. En I'absence de champ magnétiqseydeteurs moment
magnétique des noyaux ont une orientation aléatb@&eésultante magnétique de I'ensemble

et donc I'aimantation nucléaire est nulle.

o9

W
Qe

Figure 2-17: Orientation aléatoire des vecteurs moment magnéteu 'absence de champ
magnétique

D’aprés la théorie de la physique quantique, le Emjminétiquef est quantifié : sa
norme ainsi que sa composante suivant z ne peywendre qu'un nombre de valeurs

restreint. Ces valeurs sont définies par I'expossi
I,=hm, (1I-9) avec mcompris entre —| et +I

Ouh est la constante de Planck divisée pae®l est le nombre quantique de spin nucléaire.
L’équation (11-9) indique que le nombre d’orientats possibles du moment cinétique du
noyau est limité. Il en est de méme de son momemgniEtiques puisqu’il est relié g par

I'équation (11-7).

Prenons comme exemple un noyau deutérium. Son naggyoomagnétiquey =
41,07.16 sYT et | = 1. Soumis & un champ magnétique intens@&alléle & I'axe z)e
moment magnétique d’'un noyau de deutérium peust a@rienter de trois fagcons selon la

valeur de m(figure 2-16 ).
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e

Figure 2-18: lllustration des trois orientations possibles desments magnétiques, p de
noyaux de deutérium (I=1) placés dans un champ iEge B. Seul le mouvement de
précession des moments magnétiques dans I'état fn est représenté. A I'équilibre de
Boltzman, la répartition des populations entre tesis états est telle que I'aimantation
résultante, N, est alignée avec,B

De méme, les moments magnétiques d’'un ensembleyrixi de deutérium vont se
répartir selon ces trois orientations. La mécansfadque montre que cette répartition suit la
loi de Boltzmann. On peut montrer qu’a I'équiliteeaux températures de travail, I'étatm
1 est lIégerement plus peuplé que les états r et 0. Par conséquent, la somme vectorielle
de ces moments magnétiques est positive, c'eseatde I'aimantation est dirigée selon les z

positifs a I'équilibre (Figure 2-19).
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Figure 2-19: Orientation des spins dans l'axe du champ BO, dais le méme sens
("parallele™), soit dans le sens contraire ("antipdele”)

Le champ magnétiqu@o (O, 0, BO) va agir sur le noyau de deux facorisn& part en
levant la dégénérescence en 21+1 des niveaux dimprg® nucléaires et, d’autre part, en

induisant un mouvement au moment magnétique nueléppelé précession de Larmor.

La levée de dégénérescence de I'énergie nucléairgept de l'interaction dite de
Zeeman, couplage entre le champ magnétique et lmemiomagnétique du noyau dont
I’lhamiltonien s’écrit :

A

H,=-7 By =-yhiBy = - yhi,Bo (11.9)
Cette interaction se traduit par I'apparition d’éreergie :

Em = -UBo = -WBo = -yhm, Bo (11.10)

Dans le cas du noyau de deutériumpouvant valoir -1, 0 et 1, le champ magnétique
donne naissance a trois niveaux énergétiques &tpntk. Les transitions énergétiques ne
peuvent étre observées que si le systeme obéikbada Bohr :AE = hv et siAm = £1. Les
deux transitions énergétiques observées pour lanae deutérium réclamant la méme
énergie, une seule raie devrait étre observéeus $enteraction de Zeeman (figure 2-24)
existe. La fréquence d’absorption de cette raipekie frequence de Larmor, se déduit de la
relation (11.10) :

(Do:27'EVo =Y Bo (”11)
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L’autre effet induit par le champ magnétigue surme@ment magnétique est de
I'entrainer dans un mouvement dit de précessioouaute lui-méme. Ce mouvement, illustré

sur la figure 2.20 se fait avec la vitesse angelay dont I'expression est donnée par la

relation (11.11).

Figure 2-20: Mouvement de précession d’'un spin, également ajppét&ssion de Larmor

v' Couplage interne

L’hamiltonien relatif aux interactions internkls, , décrit les interactions entre le

moment magnétique u et les champs locaux présanssi@chantillon (Mehring, 1983) :

I

HAint:HAJ+ D+HAU+HAQ+HAZ (”12)

L’hamiltonien QJ décrit les interactions spin-spin indirectes erig@e moments

magnétiques de deux noyaux d'une méme molécule,legaélectrons de liaison. Les
couplages J, indépendants de la valeur du chagnpeBvent étre homo- ou hétéro-nucléaires.
Dans le cas de couplage proton-proton, on peut thgmgu'au-dela de trois liaisons les
couplages deviennent faibles. Ce couplage est megpte des structures en multiplets

observées en RMN des liquides.

L’hamiltonien I—A|D exprime linteraction directe entre deux dipOleagmétiques
voisins PHA et uB associés respectivement aux noyaet B, voisins dans I'espace. Cette
interaction, indépendante de), Best aussi appelée couplage dipolaire et déaapidement
avec la distanceag. Elle peut se produire entre deux noyaux de méatare (couplage

homonucléaire) ou de nature différente (couplagérbgucléaire).

106



Chapitre 2 - Matériaux et Méthodes

Figure 2-21: Interaction spin-spin directe entre un noyau d’lygine A et un noyau

d’hydrogéne B.

Le blindage électroniquéa, représente le couplage entre le moment magnétique

noyau et le champ magnétique local induit par feutation des électrons autour du noyau
sous l'effet du champ magnétique statique. La dém& distribution des électrons autour du

noyau et son anisotropie provoque un déplacemela fiéquence de résonnance. C’est pour
cette raison que cette interaction est egalemepelé@ déplacement chimiquéﬁgest

dépendant de Bet est sensible a tout ce qui perturbe I'enviromeat électrique du noyau.

L’interaction électrique quadripolairlelAQ n'intervient que pour les noyaux possédant

un moment électrique quadripolaire eQ (e est lagehélectrique élémentaire et Q le moment
guadripolaire du noyau). C’est le cas des noyauspies supérieur a 1/2 comme le deutérium
(I=1). Ces noyaux se comportent en effet commensemble de charges électriques n'ayant

pas de symétrie sphérique d’ou la présence d’'unenbguadripolaire.

Ces interactions ne sont pas équivalentes et dépedd type de noyau étudié et de la
nature de I'échantillon. Les ordres de grandeussh@eniltoniens sont donnés en Hertz dans le
tableau 2-3pour des échantillons dits « solides » (interagtioriernes anisotropes) et pour

des échantillons « liquides » (isotropes)
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H, H, H, H, H“Q
Solides 10° 10° 10° 10 10°
liquides 10° 10° 0 10 0

Tableau 2-3: ordre de grandeur des hamitoniens dans le cas digtions « solides » et

« liquide »

Les deux principales interactions en RMN des ligaidont I'interaction Zeeman:|(z) et le
blindage électroniqueﬁg). En RMN des solides s’ajoutent en plus, I'intéi@t spin-spin

indirectes HJ) et l'interaction électrique quadripolairé(?).

v Principe d'une expérience de RMN

Le déroulement d'une expérience de RMN est reptéséigure 2-22. Celle-ci

comprend trois phases qui sont I'équilibre, I'eatitin et la relaxation.
bupulsion

Temps

Byuilihre mort

Répétition

Figure 2-22: Schéma représentant I'expérience de RMN
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® L’équilibre : Les spins nucléaires, placés dans un champ rtigge¢ précessent a la
fréquence de Larman,. Les spins se répartissent sur les 21+1 niveaé@reatygie selon la loi
de Boltzman. L'aimantation résultante le long @& z (colinéaire adp est notée M

@ L’excitation : La distribution des spins sur les différents aiwe d’énergie est perturbée

par I'apport d’'un champ radiofréquence (RF) Be champ radiofréquence va entrainer un
phénomene de résonance seulement si sa fréqudneenedme que celle de précession des
spins. Elle va apporter de I'énergie au systemspies : c'est la phase d'excitation. Le champ
radiofréquence RF provoque une bascule de l'aimiante@sultante du groupe de spins placés
dans un champ magnétique. Cette bascule est liget@ansfert d'énergie vers le systeme de

spins.

Figure 2-23: Bascule de l'aimantation résultante suite a l'apation d'un champ
radiofréequence (RF) B1.

L'angle de bascule de l'aimantation résultante mipie l'intensité et de la durée
pendant laquelle est appliquée I'onde RF. A caeda grécession de Larmor il est nécessaire
de définir un référentiel tournant (x’, y’, z') dohaxe z’ est paralléle a I'axe z du référentiel
du laboratoire (x, y, z). On peut décomposer l'ai@don résultante en une composante
longitudinale (selon l'axe Z, dans l'axe dg) Bt une composante transversale. La phase
d'excitation, et la bascule se traduisent par uméndtion de I'aimantation longitudinale (qui
peut aller jusqu'a s'inverser), et l'apparitionnd'taimantation transversale (sauf pour une
bascule a 180 °).
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Figure 2-24: Décomposition de I'aimantation résultante en unegosante longitudinale et
une composante transversale

L'aimantation longitudinale est la traduction dalifférence de population entre spins
"paralléles” et "antiparalléles". L'aimantationnsaersale est la traduction de la mise en phase
plus ou moins compléete des spins. Si I'on prendéiigle d’'un champ radiofréquence RF
appligué pour une durée correspondant a un anglbadeule de 90° : il n'y a plus de
composante longitudinale, car il y a égalisatioa pepulations "parallele " et "antiparallele”.

Par contre, il apparait une composante transversaides spins sont mis en phidée

Figure 2-25: Disparition de la composante longitudinale et appan de la Composante
transversale suite a I'application d’'une impulsida champ radiofréquence RF dite de 90°
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En fait, lorsque les protons changent d’énerggelelfont en se mettant en phase les uns par
rapport aux autres ce qui fait apparaitre une caaupie transversale de I'aimantation (figure
2-26)

B, e B\ E2 ﬂ - ) iz ‘2@
NPT NODIPP S

Eguilibre Impulsion de 90°

Figure 2-26: Effet des impulsions RF sur le vecteur d’aimantatimacroscopique M. (a)
Avant I'impulsion RF il y a 4 protons paralleles sarnombre qui vont étre a l'origine de
'apparition d’'un vecteur macroscopique M aligné& 80, sans composante transversale car
les protons sont déphasés. (b) L'impulsion RF pgoeodes transitions EP? E2 et un
rephasage des protons. Lorsque deux des protossraembre sont passés du niveau E1 au
niveau E2 il y a égalisation des populations s deux niveaux d’énergie ; il n'y a plus de
composante longitudinai®.

® La relaxation : La relaxation correspond au retour a I'équilithed'aimantation résultante.
Elle se décompose en 2 phénomeénes obéissant aédasiemes tres différents : la relaxation
longitudinale qui correspond a la repousse de faposante longitudinale, et la relaxation

transverse, qui correspond a la chute de I'aimant&iansversale.

Figure 2-26: Repousse de la composante longitudinale et chuteladeomposante
transversale lors du phénoméne de relaxation
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La repousse longitudinale correspond au retour aeao de basse eénergie
("parallele™) des spins excités. C'est la relaxasipin-réseau. La croissance de l'aimantation
longitudinale lors de la relaxation suit une coudx@onentielle. Elle est caractérisée par le
temps T. Le T; correspond au temps nécessaire pour que l'ain@ntangitudinale retourne
a 63 % de sa valeur finale. Le tempsebt de I'ordre de quelques millisecondes a plusieu

heures.
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Figure 2-27: Croissance de l'aimantation longitudinale lors der¢laxationspin-réseau
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La relaxation transversale est due au déphasagepites : le déphasage est lié aux

interactions

précession.

spins-spins qui créent des hétérogEnée champ, et donc de fréquence de

Les spins n'ayant pas exactement la&rfréquence, ils se déphasent rapidement.

Cette chute de l'aimantation transversale suit @mégal une courbe exponentielle

décroissante caractérisée par le tempsL& T, correspond au temps mis par l'aimantation

transversale pour revenir a 37 % de sa valeugleaitLa relaxation transversale est beaucoup

plus rapide que la relaxation longitudinale,:€6t toujours plus court ou égala T

Signal
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37 %—|- - -

25 % =

O

Signal
o
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i
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I
-

0 ms

Figure 2-28

: Chute de I'aimantation transversale lors de la seldion spin-spin
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La relaxation longitudinale est liee a la dynamigwpide de I'environnement
moléculaire du noyau considéré ; son étude donmeimfermations sur les mouvements
moléculaires a I'échelle de la nanoseconde. Laaélan transverse donne quant a elle des
informations sur la dynamique lente des moléculesl®leurs assemblages (a I'échelle de la
microseconde ou de la seconde). Le signal de pwiécedibre des spins ou FID (Free
induction decay) que I'on peut détecter en placaet bobine dans le plan transverse est une
cosinusoide d’argumentyft) convoluée par une exponentielle décroissantact&isant la

relaxation transverse.

Le passage du domaine temporel au domaine frégliexdt assuré par un outil
mathématique, la transformée de Fourier (figur@Y.Zelle-ci conduit a I'obtention d’un
spectre composé de raies dont la position en friueend compte des couplages internes
électrigues et magnétiques des noyaux, et dordrggelir est associée a la dynamique et a

I'orientation des moléculé®

Amplification,
Digitalisation | ‘ ’ |

— J“ |Ii t' -l il [:',‘.n | 'nl

; :
FID ppm

Figure 2-29: Utilisation de la transformée de Fourier (FT) pgoaisser du domaine temporel
(gauche) a celui des fréquences (droite). La FlRu@he), constituée de cosinusoides est
transformée en un spectre constitué de raies Larembes.
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Lorsque I'émission de radiofréquence est interr@nfmisysteme va restituer I'énergie

absorbée pour retourner a I'état d'équilibre dadég'est la phase de relaxation.

b. La RMN a deux dimensions (RMN 2D)

La RMN 2D permet de montrer les corrélations existntre un spin A et un spin B. Ces
spectres sont donc particulierement utiles dés lgsemolécules étudiées sont complexes
(comportant beaucoup d’atomes couplés entre ewxplage a longue portée entre spins ou a
travers l'espace...) et que linterprétation du specD devient difficile. Ces spectres
permettent de trouver les corrélations entre lggadéments chimiques des différents spins
qui sont couplés entre eux. Nous avons utilisé MNR2D hétéronucléaire’{C — *H) pour
vérifier le bon déroulement de la synthese de;l&% @erdeutérée. En effet, la synthése de ce
type de lipoamino acides s’effectue par couplageeame chaine grasse deutérée et un acide
aminé. Le deutérium ne donnant aucun signal vishl®&MN du proton il n’est pas possible
de s’assurer du bon déroulement du couplage. lsolidormée suite a ce couplage étant une
liaison peptidique il suffit de montrer qu'il y aelm un couplagéJ entre le C13 du carbonyle
et I'nydrogéne de l'azote. Cette étude est réalmséeutilisant la séquence RMN HMBC
(HeteronucleaMultiple Bond Correlation). Cette technique perrditbserver les couplages
2J. La figure 2-10 montre qu'il y a un couplage enged13 du carbonyle et I'hydrogéne de

I'azote, ce qui prouve que la synthése s’est démalec succes.

c. Coefficient de Diffusion translationnel, D

La diffusion translationnelle d’'une molécule dans solvant suit un mouvement
brownien de temps de corrélationcaractérisé par un coefficient de diffusion D. d&enier
est associé a la taille de la molécule comme letradigquation de Stockes-Einstein (11.6).
Cette détermination se fait par RMN DOSY et serpligpée a la détermination du rayon

hydrodynamique des systémes colloidaux a bas@antino acide et de cyclosporine.

La séquence d’ écho de spin de Stejskal et Fdfmeissi appelée PFG-SE (Pulse
Field Gradient Spin Echo), est la méthode la plogpke et la plus communément employée.
Elle est présentée en Figure 2-31. et se décongoosee suit : une premiere impulsion RF a

90° est appliquée et est suivie par une impuld®mgradient d’intensité g et de duqui
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entraine un déphasage progressif qui est d’intedsiiérente selon la position des spins ¢

le tube.

90, 90 90,
’- 1 -|< T >|~ T > t2 >
< A . vy
i

Y
>0 < > O

Figure 2-31: Représentation schématique de la séquence d’échaulstiou PF(-STE
(Extrait de Johnsoh™).

Une impulsion RF a 180° est ensuite appliguéeddichanger le signe du déphas:
Enfin, une seconde impulsion de gradient présentant lamesiécaractéristiques qua
premiére est appliquée afin de refoca les spins. Cette refocalisation ne sera possitdest
les spins mont pas diffusé pendant le délai séparant les dmpxilsions de gradieni(A).

Dans le cas contraire, la refocalisation ne sesgp#faite et le signal de I'écho sera atté

En augmatant progressivement la force des gradients (ghlaient ainsi une série
spectres dont les signaux s’atténuent progressivecoenme illustré en Figure-32.
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Figure 2-32: Exemple de spectres obtenus lors de la mesureadefficient de diffusn.
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La puissance et le temps d’impulsion des gradieos calibrés de telle sorte qu’entre
I'application de 2% et 95% de gradient z, il neteegu’environ 5 a 10% du signal. Il existe
une relation directe entre I'intensité du signalidéel et le gradient appliqué, définie par la

relation®®:

In(1/1,) = -|y2.6°.G,2.(a - 5/3)|p (1.14)

avec §, l'intensité du pic avec un gradient z de 2%, ¢intensité résultante y étant le
rapport gyromagneétiqueA et & sont respectivement le temps de diffusion et laéelu
d’application des gradients. Tous ces parameétnescamnus, ainsi lorsqu’on trace la courbe

In(l/19) versus &, la pente permet de remonter & D.

d. Application aux systtmes membranaires
v Les interactions du noyau deutérium

Le deutérium a un spin nucléaire 1=1 et possedmoment électrique quadripolaire noté eQ
ou e représente la charge élémentaire et Q le momedripolaire du noyau. Plusieurs
interactions peuvent étre prises en compte, mais das systemes, I'interaction quadripolaire
est beaucoup plus importante que les autres. Llt@mmen total du systeme est soumis a

l'interaction quadripolaire et a I'interaction Zeamet s’écrit de la maniére suivante :
H =H, +H,
v' L’éclatement quadripolaire

Nous avons vu que linteraction quadripolaire rémvient que sur les noyaux de spins
supérieurs a 1/2 comme le deutérium (I=1). Soutet&eeman et quadripolaire il y a trois
niveaux d’énergie non eéquidistants pour lesquelexdeansitions sont possibles. Ces
transitions sont a 'origine d’un doublet de raiesntré sur la fréquence de Larnagr(figure
2-33).
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E/R
h(v0 + AvQ/2)
I~ —i v
h(v0 - AvQ/2)
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‘
| I I
v0 vO

Figure 2-33: Effet des interactions Zeeman et quadripolaire Isgrniveaux énergétiques et
le spectre obtenu par résonnance magnétique nuelédain noyau de deutérium.

L'écart en fréquence entre ces deux raies est @pigelatement quadripolaire. Dans le cas
des lipides possédant une symétrie axiale I'éclatemuadripolaire est défini par la relation :

Av, =2A{3C0322’8_1}

v Spectre de poudre

Les liaisons C-D des membranes biologiques ontdistgbution sphérique. En effet, la phase
lamellaire ne s’oriente pas dans le champ magrétiles atomes de deutérium sont alors
orientés de facon aléatoire. Chaque orientatiomasactérise par un doublet en RMN du
deutérium. La distribution des liaisons C-D peueé&chématisée par une sphére comme
illustrée sur la figure 2-34. Cependant, toutesolesntations ne sont pas equiprobables. On
voit sur la figure 2-34 que I'orientation de laisian la moins probable correspond a l'arfgjle

= 0° tandis que la plus probable correspofd=200°.
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90°

-
n

Figure 2-34: Représentation de la distribution sphérique dasdns C-D ) dans le cas
des systemes membranaires. L’orientation la plubable est obtenue lorsqgevaut 90°, la
moins probable lorsqué vaut 0°

Le spectre se présente donc comme la superpodii@oublets convolués par la probabilité
d’existence de I'orientation corresponddfiteLe spectre correspondant est présenté figure 2-

35. Un tel spectre porte le nom de doublet de €Pak

S

Figure 2-35: Spectre de poudre caractéristique des membranésgijues

Expérimentalement c’est I'écart entre les raieplas intenses (qui corresponderft a 90°)
gue I'on mesure :
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3
BV = Ay

Sa valeur devrait étre de 125 KHz dans le cas dlimison C-D. Dans les systémes
membranaires a température ambiante, ce n’est gateacas, car il faut considérer les

mouvements des liaisons qui induisent un rétrécisse deAvg,.

v Influence des mouvements sur I'éclatement quachipol

Les liaisons C-D d’une chaine aliphatique de lipident soumises a des mouvements
susceptibles de modifier I'orientation de ces 6as au cours du temps. Ces mouvements
sont des changements conformationnels de la cliadlugs par des isomérisations de type
gauche-trans, des vibrations, la rotation du li@deour de son axe long, la diffusion latérale

des lipides et les ondulations des bicouches
La présence de mouvements moléculaires et intramaiées va changer la largeur

des spectres de RMN. La figure 2-36 décrit I'inflne des mouvements moléculaires sur la

forme des spectres.
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k> Viésicules
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Figure 2-36: Influence des mouvements moléculaires sur la fafesespectres RMAH

v Parametres d’ordre

La description détaillée de I'ensemble des mouvesmamsi que la quantification de leur
effet respectif sur I'éclatement quadripolaire tess difficile dans nos systémes. Nous avons

cependant acces a une grandeur globale, le pamm@idre, qui permet de décrire les

fluctuations dues aux mouvements moléculaires.

121



Chapitre 2 - Matériaux et Méthodes

Considérons une bicouche membranaire. Attachorsystéme d’axes P (X,y,z) a un

site particulier d'une molécule (par exemple uréstn C-D, I'axe z étant colinéaire a cette

liaison) et un autre systeme d’axe B (X, y’, #ksocié a la normale a la bicouche n.

Figure 2-37: Structure de la diméthyl phosphatidyl choline eprésentation des axes
P(x)y,z) et B(x,y',2").
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Les fluctuations dans I'espace et dans le tempsaxies de P par rapport a z’' (ou n) peuvent

alors étre estimés par les parameétres d’ordresr&itequi s’expriment par :
$ = (3(cos?By) - 1) (11.13)

Ou i = x,y,z. Le terme Bos?p;) indique une moyenne dans le temps les fluctuations
angulaires par rapport a I'axe directeur du lippleGrace a la rotation du lipide sur lui-
méme, le parametre d'ordre,Sest suffisant pour rendre compte des fluctuati@s.est
compris entre O pour une chaine totalement désoéoa 1 pour une liaison qui ne subit pas
de fluctuation. Le paramétre d’ordre est donc umthode simple qui permet de dire si un
systeme est rigide (S proche de 1) ou fluide (Sherale 0).

Chaine rigide, Chaine « liquide »,
ordonnée désordonnée B
S_ =1 S_ =0 -

Figure 2-38: Schématisation du paramétre d’ordre. A gauche, haigide, ordonnée avec
peu de fluctuations. A droite, chaine « liquidelésordonnée avec de grosses fluctuations.

Le produit des paramétres d'ordre est n@ig 8t est appelé parametre d'ordre orientationnel

de la liaison C-Bf’

Scp = |_nl Sz
B

L’évaluation de ce parametre d’ordre a un endréiedniné de la molécule pourra étre
obtenue par la simple mesure de I'éclatement gpaldire entre les raies les plus intenges (
=90°) puisqu'il est relié a

3
Avgy = Z AQSC—D
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2.1.4La dynamigue moléculaire

bY

La dynamique moléculaire consiste a étudier laettajre d'une molécule en
appliguant les lois de la mécanique classiqgue naemme c'est-a-dire a simuler les
mouvements atomiques au cours du temps. Ces moatem@respondent a des vibrations
autour d'un minimum ou au passage d'un minimum awre minimum d'énergie. Cette
technique permet de répondre aux questions quesamples scientifiques sur la structure et

la dynamique des molécules.

a. Minimisation des énergies

Avant le lancement d’'une expérience de modélisatiotéculaire, il faut s’assurer que
'énergie du systéme soit la plus basse possibke.t@vail s’appelle la minimisation.
Appliquer un champ de force alors qu’il y a un trgpin d’énergie conduit a « I'explosion »

des molécules et du systéme entfer

Il n'existe pas de méthode mathématique généralgegunette de trouver le minimum
global (c'est-a-dire le plus bas) de cette foncton emploie donc des méthodes d'analyse

numérique qui permettent de trouver des minimaurca

l Minima locaux
I

/

Energie potentielle

Minimum global -

conformation

Figure 2-39: Energie potentielle d’'une molécule en fonction a@eanformation.

b. La dynamique
v Principe

En Dynamique Moléculaire (DM), on fait I'hypothesgue les différentes

configurations du systeme peuvent étre généréemgagration des équations de mécanique
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classique de NEWTON. Le résultat de cette intégmationne la trajectoire (positions) et les
vitesses des atomes au cours du temps. L'algorifmnmet de calculer 'accélération a
s'appliquant sur chaque atome i de mas$&mi

F=mxag et

dzri _ Fi
dtz B m;

v" Résolution des équations de Newton : algorithmeettet

Dans la méthode de VERLET, les positions et le€lacations au temps t, ainsi que

les positions au temps (t-dt) servent & calcukentauvelles positions au tempsAty-°.

Les vitesses et les positions sont connues aux s@rsants ce qui permet de calculer
les énergies cinétique et potentielle et donc Fgieetotale. L'énergie totale étant conservée,
il s’agit d’'un ensemble thermodynamique NVE ou tembre d’atomes N, le volume V et

I'énergie interne E sont imposées.

c. Le champ de force

Le mouvement des molécules se traduit par une sxteret une compression des
liaisons ou par la variation des angles de valemceale torsion. Ainsi une molécule est
considérée comme un ensemble d’atomes dont leadtitns mutuelles peuvent étre décrites
par une fonction d’énergie potentielle ou de chatapforces. L'énergie potentielle Etot est
calculée avec un modele empirique ("champ de fdroésle systéme est constitué d'un
ensemble de "boules" (atomes) et de "batonnet%d@ins). Les interactions entre les atomes
se décomposent en une composante intramolécu@iergies de déformation harmoniques
des liaisons, des angles et diédres) et une comigosatermoléculaire” décrivant les

interactions entre atomes "non liés" (c'est a stigarés par plus de deux liaisdffs)

Etot = Estretching (déformation des liaisons)
+ Ebending (déformation des angles)
+ Etorsion (déformation des angles diédres
+ Enon-bonded (interactions non liées)
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Le champ de force dépend de la nature du matémaulé, car il contient toutes les
données physiques caractérisant les atomes etuélientent leur chimie.

v Energie des interactions liées

Les déformations des liaisons et des angles s@régsentées par un oscillateur
harmonique avec une sommation sur toutes les tigisovalentes ou sur tous les angles entre

atomes liés par liaisons "covalentes". Les potentierrespondants sont les suivants :

- Déformation des liaisons
zliaisons Kb(r B r0)2 (”)16

ol r est la longueur de liaison instantanée (em@®a valeur de liaison & I'équilibre et kb la

constante de force (en kcal.md\™).

- Déformation des angles
ZIiaisons K@(H_HO)2 (”17)

ou 8 est I'angle instantané (en °Yy la valeur a I'équilibre (en °) et ¢Ha constante de force

associée (en kcal.mdl

H

ky O

Figure 2-40: Déformation des liaisons « r » et des angles denads <« » d’'une molécule
d’'eau
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- Déformation des diédres

Le terme énergétique de déformation des diédrasoncerne trois liaisons et donc
quatre atomes A, B, C et D consécutifs. L’angleddiéd correspond a l'angle entre les
liaisons AB et CD, donc a la rotation autour dédeson BC. Ce terme contribue a la barriére
d’énergie lors de la rotation d’'une liaison. Lenter de torsion est défini de la maniére

suivante :

Z diédres Z Iiaisonsvn (1+ COS(ndD - y) (”18)

Figure 2-41: Déformation de I'angl& dans le cas des diedres

L'angle de torsion (diédre) A-B-C-Dpj est I'angle entre les plans (ABC) et (BCD)

v Energie des interactions liées

Toutes ces interactions non liées concernent lemed qui appartiennent a des
molécules différentes ou qui sont liés par plugrdes liaisons covalentes. Les interactions
sont décrites par deux termes : un terme de LENNARDES, aussi appelé terme de VAN
DER WAALS et un terme électrostatique.

- Interaction de Van Der Walls

Les interactions de VAN DER WAALS sont représest@ar un potentiel en 6-12

dont I'expression est la suivante:
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R* 6 R* 12
> —25”( "J +£i{ ”J (11.19)
>y R. R,

ou ¢ij et Rij* sont les paramétres de LENNARD-JONR&ur les interactions entre les
atomes i et |, eteij représente la profondeur du puits de VAN DER WAAa la distance
Rij*. Le terme en -Rfjreprésente la dispersion attractive de LONDONeed&ux atomes et

celui en Ri}? la répulsion due & I'exclusion de PAULI.

L_ 1 .
R distance

Figure 2-42: Modele des parametres de Van der Waals pour unéaul@ diatomique de
type X-X. Energie d’interaction en fonction de Istdnce interatomique.

- Interactions électrostatiques

Les interactions coulombiennes sont représentéasnpaotentiel en Rij :

4q;
E 11.20
i<j Rij ( )

ou g et g sont les charges partielles des atomes i et j.
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Un exemple de dynamique moléculaire est reprédeniee 2-43. La figure a représente le
systeme de départ pour lequel I'énergie a été niwéen La figure b est obtenue apres
déroulement de la dynamique moléculaire. On vod lgusysteme a évolué entre I'état initial
(a) et I'état final (b).

a

R o,
Ny A
g -

Figure 2-43: Exemple de dynamique moléculaire avec minimisatehénergie du systeme
de départ (a) et évolution de la dynamique vess/lteme final (b)

2.2. Technigue d’analyse biologique : Modéle de celkes nasalesn vitro

L’ensemble des étudda vitro a été réalisé au sein de I'Institut Pharmacologiqu
Moléculaire et Cellulaire (IPMC) de Sofia Antipalides cellules épithéliales nasales
humaines qui constituent notre modéle sont isseesiure primaire a partir de prélevements
chirurgicaux des cornets inférieurs, suite & umieitectomie lors de chirurgie ORL (figure 2-
44).
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Congle verteale montrant la paron externe de la fosse nasale droite

Nerf olfacnf
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Comets \  F grpees
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; 4 Volledn " - ou choane

externe L -

palais

Figure 2-44: Coupe verticale de la paroi externe de la fossaleadroite

Les cellules nasales sont ensemenceées sur des amaslsemi-perméables traitées au
collagéne. Une fois a confluence, les cellules suoiges dans des conditions de culture
particulieres : elles sont placées dans un miliauvpe en facteur de croissance épithélial
humain, et uniquement du coté basal, le coté apastant en contact direct avec l'air. Dans
ces conditions de culture « Air-Liquide », lesldels épithéliales nasales humaines sont
capables de former une monocouche étanche. ENetofgpent des jonctions intercellulaires,
ce qui se traduit par une augmentation de la e¥gisttransépithéliale. Aprés un plateau de 8
a 10 jours, la résistance diminue. Les expériereafsées avec ces cellules le sont donc entre

le jour 5 et le jour 8.

1500

SR

0 0 10 20 30 40

Nombre de jours en culture

Résistance transépithéliale
(QAxcm?)
=
o
o

Figure 2-45: Variation de la résistance transépithéliale dans leellules épithéliales
intestinales humaines Caco-2 en culture au courtethps
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2.2.1FEtudede perméatio

La résistancetransépithéliale (TEER) est mesurée, aveEVOM™ Epithelial
Voltohmmeterde World Precision Instruments, avant et aprépbeience de perméation a
de vérifier I'étanchéité de la monocouche de cefludprés traiteme'*?. Cependant, une
baisse du TEER pendant I'expérience de permeéaigmifie qu’il y a ouverture des jonctior
serrées avec possibilité de passage de protéigeaptutiques du compartiment apical
compartiment basdlé@ral. Dans le cas ou le TEER reste constant atsatril’'expérience d
perméation cela signifie qu’il n’y a pas eu ouvegtdes jonctions serrées pour laisser pe

les protéines thérapeutiqd&s

Les tests de perméation sont réalisés sur le sgst@enfiltre en polycarbona
« transwelb> (diametre 24 mm, porosi0,4 um). Seuls les puits présentant une résisi

transépithéliale totale (filtre+cellules) supérieure@ohms sont utilisé

Apical compartment

Figure 2-46: photo du systeme Transwell » Figure2-47: schéma dgystéme Transwell »

2.2.2Modélisation de la diffusion au travers des cellglaasale

En supposant que la diffusion des protéines aletsaste la monocouche de cellules cili

nasales suit la loi de Fitk, on ¢ :

AN _ _p a2t (11.21)
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Avec AN : quantité d’hormone (cpm)
At : temps de diffusion (s)
AX : distance (épaisseur de la membrane) (cm)
AC : différence de concentration (cpmAm
D : coefficient de diffusion (cm?3

A : surface du plan de migration (filtre) de latgine (cm?)

L’épaisseur de la membran étant difficile a connaitre, on associe au termeffient de

diffusion D un coefficient de perméabilit€ :

= X+ (K en cnmi) (11.22)

2.3.Technique d’analyse sur modéles : Préparation desadéles lipidiques de peau

La préparation de modeéles lipidiques de peau $est@wvant un protocole dérivé de
celui de Fenske, D. B. et 4 . La préparation passe par la formation de vésicul
multilamellaires (MLVs). De I'acide palmitique pendtéré (PA*Hsy), du cholestérol et un
céramide sont dissous dans un mélange Chloroforgteéiol (7/3). Le solvant est ensuite
évaporé en utilisant un évaporateur de type speeslystem AES1010 de chez Savant. La
poudre est resuspendue dans de I'eau déminéralisgdraces de solvant sont éliminées par
lyophilisation de la suspension agueuse. La poobtenue est ensuite resuspendue dans de
'eau dédeutérée. Plusieurs cycles chaud-froidjigatzon a I'aide d’'un vortex sont réalisés de

maniére a homogénéiser la suspension.
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CHAPITRE 3
ADMINISTRATION DE PROTEINES PAR VOIE NASALE : ETUDE DE L’ INTERACTION
LIPOAMINO ACIDES —PROTEINES PAR DICHROISME CIRCULAIRE ET DIFFUSION
DYNAMIQUE DE LA LUMIERE

1. Introduction

De nos jours la plupart des protéines thérapewigeent administrées par voie
injectable plusieurs fois par jour / semaine. Ggsctions répétées causent des douleurs au
point d’injection, c’est pour cette raison que kEveloppement de voies d’administrations
alternatives telles que la voie orale ou nasaléedéwurgent. Malheureusement, les protéines
sont dégradées par les enzymes protéolytiqguesadtusr digestif et par conséquent ont une
faible biodisponibilité lorsqu’elles sont adminéss par voie orale.

La société Physica Pharma a recemment utiliséiplesnhino acides (LAAS) capables
de former des colloides facilement sprayables etogtiaugmenté I'absorption intranasale
d’'une molécule antimigraineuse : le sumatriptanDans ce chapitre nous avons étudié la
capacité des lipoamino acides a complexer [|'érybiétine humaine, I'hormone de
croissance humaine et la calcitonine de saumon ddirformer des systémes colloidaux
facilement sprayables. Ces trois protéines servespectivement a traiter I'anémie, les
problemes de croissance et I'hypercalcémie. Legliions de formation des colloides entre
ces trois protéines et le LAA ont été déterminéesutdisant le dichroisme circulaire et la
diffusion dynamique de la lumiére. Un ratio molaspécifique pour lequel la protéine
conserve sa structure secondaire tout en ayantayanrhydrodynamique légerement

augmenté a été déterminé.

Les études de modélisation moléculaire montrentlguA se fixe aux protéines en
les recouvrant. Il a été montré également queneptexe ainsi formé passe tres facilement au

travers des cellules nasales en culture, arrivéesfiuence.

De nombreuses études sur I'administration nasalénolenone de croissance humaine
recombinante (rhGH) ont déja été menées. Par excitgffet d’un tensio actif anionique, le
tauro-24,25-dihydrofusite de sodium (STDFH) subsarption nasale de la rhGH chez le rat,
le lapin et le mouton a été évaltié Comparé a une solution aqueuse de rhGH, I'addii®
STDHF permet d’augmenter 11 fois I'absorption nasddez le rat et le lapin et 21 fois chez

le mouton. La solution de STDHF-rhGH a égalemeatéstée chez des patients déficients en
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hormone de croissance humaine (h&&)La biodisponibilité relative de la forme intranks
versus la forme sous-cutanée (s.c.) est comprise £/6 — 3,0 %. Dans le méme registre, des
formulations contenant de la rhGH et du didecansyHphosphatidylcholine ont été
administrés par voie nasale a des patients déficeem hGH™. La biodisponibilité était dose
dépendante et comprise en 3,8 et 8,9%. Chez l€utdisation de microsphéres de gélatine
pour l'administration nasale et intramusculaire S€T a été examin&8. Un effet
hypocalcémient a été obtenu apres l'administratiotranasale de sCT-gélatine de
microsphere. L'administration efficace de rhGH vels circulation sanguine par
'intermédiaire de la voie intranasale est possiloependant les promoteurs d’absorption
entrainent dans la plupart des cas des dommageiseau des cellules nasales. Par exemple,
le STDFH entraine des dommages morphologiques @@thélium nasal. Il est capable
d’arréter de maniere irréversible les mouvemeriairgs des cellules épithéliales en I'espace
de quelques minutes et entraine de graves domrsagéss membranes épithélidies Afin
d’éviter ces effets toxiques, Physica Pharma a Idppé une technologie basée sur

I'utilisation de LAAs pour former des colloides il@ment sprayables.

Il a déja été montré que I'association de LAAs eplécules d’intéréts augmente leur
absorption par voie ordfé '?® Les LAAs en plus d’augmenter la lipophilicité deslécules
d’intérét, facilitent leur interaction avec les maanes biologiques et ainsi favorisent leur

pénétration & travers les barriéres biologidftfes

A notre connaissance il n'y a pas d’études suiliation de LAAs comme promoteur
d’absorption de la voie nasale de protéines thétapees a haut poids moléculaire (>3kDa).

Dans ce travail nous avons donc étudié les cesades LAAs a complexer 'EPO, la
rhGH et la sCT pour former des colloides facilenmsprayables. Le LAA utilisé pour cette
étude est la lauroyl proline (&) constituée d’'un acide gras lié de maniére cov@la un
acide aminé par une liaison amide (figure 3-1).rélahoix s’est porté sur ce LAA car il est
déja commercialisé par la société SEPPIC dans dmhiips cosmétiques, avec laquelle la

société Physica Pharma partenaire de la conveGiieRE collabore.
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Figure 3-1 : Structure de la Lauroyl proline 1,P)

La CoP est un tensiactif et par conséquent son association avec une prqgiéirtda
déstructurer. Nous nous sommes donc intés dans un premier temps a I'étude
modifications de la structure secondaire ¢ protéine d’intérét en présence de quan
variables de P afin de déterminer le plus petit ratio protéine;,P pour lequel il n'y a pa
ou tres peu de modifications structurales de laépre. Le rayon hydrodynamique (Rh)
complexe colloidal a étdéterminé par diffusion dynamique de la lumié@emesure du R

nous donnera des informations sur la nature désides formé:

Dans ce chapitre nous avons exploré les possgilité former des complex

protéines - &P en solution.

2. Matériaux et méthodes

2.1. Matériaux

L’hormone de croissance humaine recombir rhGH provient de che:Auspure
Biotechnology (ShanghaiChine). Le produit seprésente sous la fort d’'une poudre
contenant 13% d'e rhGH 87% de mannitol, glycine et tampon phosplt L'érythropoiétine
humaine recombinanterhEPC) provient de chez DragonhBrmaceutical (Vancouve
Canada). Elle se trouve dans un tampon c-NaCl a une concentration de 1,24mg La

calcitonine de saumon (sCpjovien de chez Welding (Hamburg, Allemee). Sa pureté est
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de 98,4%. Elle est composée de 8,2% d'acide aettidqua lauroyl proline nous a

gracieusement été fournie par la société Seppiis(Faaance). Le S-MEM, et la chloramine-
T proviennent de chez SIGMA (Saint Quentin Fallgviegrance). L'iode 125 provient de la
société Amersham (Buckinghamshire, Angleterre), HBSS provient de chez Invitrogen
(Cergy Pontoise, France). Le kit GEGM (Clontech)leetmilieu DMEM proviennent de

Cambrex (Paris, France). Le matériel de culturéegtcellules polycarbonate 24 mm de
Transwells® proviennent de chez Fisher (lllkirchharkce). Le kit LDH provient de chez

Roche (Neuilly sur Seine, France).

2.2.Préparation des complexes colloidaux lipoamino acéd- protéine

La rhGH lyophilisée est mise en solution dans dead’ déminéralisée a la
concentration de 10mg/ml (0,45mM). La,E est apportée par la suite a la solution de rhGH
précédemment préparée. La quantité deP Gapportée a été ajustée en fonction du ratio
rhGH/C,P souhaité, a savoir : 1/265 ; 1/133; 1/70; 1/3B18 et 1/10. Le pH est ensuite
ramené a 7,4 (pH de stabilité de la rhGH) en atilisine solution de soude 1N. La rhGH sera
par la suite lyophilisée et conservée a 4°C. Gesis la forme lyophilisée gu’elle est la plus
stablé&®.

La rhEPO est initialement en solution & une comaéioh de 1,24mg/ml (3,6.10
“mM). La G,P est apportée & la solution de rhEPO et I'apoet ajusté en fonction du ratio
rhEPO/G.P souhaité a savoir: 1/265; 1/133; 1/70; 1/B&PO ainsi formulée sera
conserveée en solution a pH 7,4 et a 4°C. La pretést stable en solution, sa lyophilisation

n'est donc pas nécessaire.

La sCT lyophilisée est mise en solution dans deul’'déminéralisée a la concentration
de 2 mg/ml (0,58mM). La GP est apportée par la suite a la solution de s@tédemment
préparée. La quantité de £ apportée sera ajustée en fonction du ratio sGF/€uhaité, a
savoir : 1/5 et 1/2. Le pH est ensuite ajusté a(gkb de stabilité de la sCT). La calcitonine
ainsi formulée sera conservée en solution a 4°e.dst stable en solution, sa lyophilisation

n’est donc pas nécessaire.
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2.3.Analyse par dichroisme circulaire

Les spectres de dichroisme circulaire ont été sé&alau laboratoire sur un Mark VI
Jobin Yvon dichrograph avec un pas de 0,5nm er@@eel 270 nm en utilisant une cellule de
0,1mm d’épaisseur ; quatre scans ont été accumiddslanc correspondant au tampon a été
soustrait. L’ellipcité molaire par résidud]firw, deg.cmi.dmol®) est calculée en utilisant la

formulet®*

_3300A¢
n

PlvMrw 1i1)

ou n est le nombre de liaisons peptidiqguede&et e — ¢ est la différence des coefficients

d’extinction molaire des polarisations parallélg@etpendiculaire en Mcm™.

Juste avant I'expérience, le complexe protéiqueHi@s,P lyophilisé est dissout dans
de l'eau déminéralisée jusqu’'a une concentrationl@mg/ml (0,45mM). Le complexe
rhEPO-G,P est ajusté & une concentration de 1,24mg/ml 1BMM) par de l'eau
déminéralisée. Enfin, le complexe sCTA est dilué a I'aide d’eau distillée jusqu’a attien
une concentration de 2mg/ml (0,58mM). Les échamidlla analyser sont laissés 30 minutes a
température ambiante avant d’enregistrer le sigic@roique. Les courbes sont lissées avec
un filtre FFT de 5 points avant d'effectuer la déedlution avec le logiciel CDfriend,
développé au laboratoire CBMN par Sébastien BuchGe logiciel est basé sur I'utilisation
de courbes standard d’hélicgsde feuillets, d’hélice Il et de pelote statistique, obtenues de
structure secondaite’ *?° de peptides iKj connus. Bien que moins aisé d'utilisation, le
programme CD Prg’ a également été testé et donne des résultatsisesil

2.4. Analyse par diffusion dynamique de la lumiére

Le rayon hydrodynamique des colloides a été déternen mesurant la fonction
d’autocorrélation a un angle de 90° sur un ALV/C&Sompact Goniometer (ALV-GmbH,
Allemagne). Le rayon hydrodynamique moyen baséuswr distribution en volume, a été
calculé grace a la fonction d’autocorrélation ghsaint I'analyse des cumulants. La précision

du rayon hydrodynamique obtenue grace a I'équatienStokes-Einstein dépend de la
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température. La température de la salle mainteanstante est relevée par I'appareil et prise
en compte dans le calcul du rayon hydrodynamiqaecdmplexe rhGH-GP est dissout dans
de I'eau déminéralisée a une concentration de 0rain@,023mM). Le complexe rhEPO-
C,P en solution est dilué jusqu'a une concentratienOctl2mg/ml (3,5.16mM) et le

complexe sCT-GP est dilué jusqu’a une concentration de 0,5mgdilSmM).

Les échantillons passés en DLS sont tres diluésstasité de I'eau a donc été utilisée

pour déterminer le coefficient de diffusion.

2.5.Test de perméation sur cellules nasales

Ce travail a été réalisé par Sabrina Brasselet Sid&Jniversité de Nice-Sophia
Antipolis lors de sa thése financée par PhysicarRaa.a culture de cellules nasales, la
mesure de la Résistance Electrique Transépithéliak que les tests de passage sur cellules

nasales ont été effectués selon une modificatioprdiocole de Werner et Kis$&t

2.5.1 Culture de cellules nasalé€

Les cellules épithéliales nasales humaines quititoest notre modele sont issues de
culture primaire a partir de prélevements chiruagic des cornets inférieurs, suite a une
turbinectomie lors de chirurgie ORL. Les tissus @tét traités rapidement apres ablation avec
un mélange de protéase-DNase dans le milieu S-MBEMmMMol/l HEPES, 0,5ml
gentamicine, 2,5ml penstrep) pendant 4h a 4°C agiation douce.

Les cellules épithéliales isolées ont été lavéas fois avec le milieu S-MEM. Les
cellules sont ensuite centrifugées 5 minutes a 10&/minutes, et diluées dans le milieu de
croissance épithélial (BGEM) complémenté avec idsuline (2,5mg/l), de la transferrine
(5mgl/l), de I'hydrocortisone (0,036mg/l), de laiddothyronine (3,5ug/l), de l'adrénaline
(0,25mgl/l), de 'hEGF (12,5uG/l), de I'acide rétigone (5x10-8M), de I'extrait pituitaire de
bovin (15mg/l), de la gentamicine, du BSA-FAF (24fiilndes antibiotiques et enfin 1%

d’acides aminés non essentiels.

Les cellules sont mises en culture sur des fijpesnéables dans le méme tampon que
précédemment & une densité de 25000 cellulés/pnés une nuit & 37°C dans un incubateur

(5% CO2 et 95% d’humidité relative), les cellulemislavées deux fois afin d’éliminer les
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cellules endothéliales et sont resuspendues damdiéal BEGM. Le milieu est changé tous

les deux jours.

Apres 5 a 7 jours le milieu BEGM est remplacé pamelange de milieux BEGM :
DMEM 1:1 supplémenté avec 0,31ug/l de hEGF du bésal pour induire la différenciation

cellulaire. Le milieu est remplacé tous les jours.

2.5.2Mesure de la résistance électrique transépithélialEER)*

La sonde utilisée est le modele EVOM (World Precisinstruments). Seules les
monocouches de cellules dont la valeur du TEER (blime + cellules) est supérieure a 500

ohm.mz ont été utilisées pour les expériencesatesort.

2.5.3Tests de passage sur cellules nasales in Vitro

Les cellules difféerenciées sont lavées deux foiscale tampon HBSS (Hank’s
balanced salt solution, Invitrogen) et sont prééas avec le méme tampon ou avec de I'eau

déminéralisée pendant 15 minutes a 37°C.

Pour les tests de passage de la rhGH, 0,5ml deotafdBSS contenant 0,06mg/&m
ou 0,03mg/crhde rhGH (contrdle), de rhGH{gP : 1/35 ou de rhGH/GP : 1/70 sont ajoutés
sur la partie apicale des cellules. Apres deuxdsurn solution du compartiment basal est
récupérée et stockée a 4°C jusqu’au moment du doBagtampon HBSS thermostaté a 37°C
est rapidement ajouté dans le compartiment basat. I8 rhEPO, 0,5ml d’eau déminéralisée
contenant 3% (w/w) de NaCl ou 15% (w/w) de manngoht ajoutés afin d’augmenter
I'osmolarité de la solution. La solution contien@05mg/cr de rhEPO (contréle), de rhEPO
| C1oP : 1/35, de rhEPO /4¢P : 1/70 ou de rhEPO /1@ : 1/133. La solution est ajoutée au
niveau du compartiment apical. Aprés deux heuresolation du compartiment basal est
récupérée et stockée a 4°C jusqu’au moment du doBagtampon HBSS thermostaté a 37°C
est rapidement ajouté dans le compartiment basair B sCT, 0,5ml d’eau déminéralisée
contenant 0,007 mg/dmle sCT (contrdle) ou de sCT £ : 1 /5 est ajouté au niveau du
compartiment apical des cellules. Deux conditioapH ont été testées, pH 5 pour garantir la
stabilité de la sCT et pH 7 pour étre dans les itimmd de pH physiologique. Apres deux

heures, la solution du compartiment basal est &régpet stockée a 4°C jusqu’au moment du
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dosage. Du tampon HBSS thermostaté a 37°C esterapiot ajouté dans le compartiment
basal. Pour toutes ces expériences, les cellutegaolacées a 37°C pendant 15 minutes et le
TEER est mesuré afin de contréler l'intégrité demlanocouche de cellule. La perméabilité
du c6té apical vers le coté basolatéral de la mt#déd’intérét Papp (cm/s) est déterminée
grace a la formule : Papp=(dQ/dt)*(1/(A*C0) Ou A &ssurface de la membrane perméable,
CO, la concentration de départ de la molécule €dii@® débit de passage de la molécule

d’intérét vers le coté basolatéral.

2.5.4]odation de la rhGH

L’hormone de croissance humaine (Saizen) a étéomamtiquée a l'iod€> par
oxydoréduction a la chloramine T. Ce radiomarquag@ermettre de doser 'hormone lors
des tests de perméation sur cellules nasales. para®n de I'hormone iodée, de la
chloramine T et de I'iode libre se fait par tamisagoléculaire sur colonne Sephadex G-100,

d’'aprés le protocole de Ribéfa

2.5.5Analyse de l'intégrité cellulaire

La cytotoxicité est mesurée a la fin de I'expéritagion en quantifiant le taux de
lactate déshydrogénase dans le milieu extracekulan utilisant le test « Cytotoxicity
Detection Kit (LDH) » (Roche). En effet, la LDH dg&iérée lorsque l'intégrité membranaire
est perturbé€’ La LDH catalyse la réaction d'oxydation du laetatn pyruvate avec
transformation de NAD (nicotinamide-adénine digatide réduit) en NADH + H+. Cette
réaction peut étre visualisée en ajoutant dans ileumréactionnel un autre enzyme, la
diaphorase, qui prend en charge les deux ions ggdpour les fixer au sel de tétrazolium,
donnant cette fois aussi du formazan coloré (Fi§t2¢ Le test consiste a incuber les cellules
avec le composé a tester puis a prélever le suanagie culture. Aprées centrifugation, qui
permet d’éliminer les cellules qui se seraient tées, les divers réactifs, diaphorase et sel de
tétrazolium, sont ajoutés dans le milieu. Plusdasité optique sera élevée, plus il y aura perte

de l'intégrité membranaire.
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Lactate Déshydrogénase

Lactate Pyruvate
NAD" NADH + H*
Formazan \ Sel de tétrazolium
coloré < incolore
Diaphorase

Figure 3-2 : Etude de l'intégrité membranaire par mesure detliété déshydrogénase

2.6.Dynamique moléculaire du complexe rhGH/ @GP

La dynamique moléculaire a été utilisée a diffésdnitts : une premiere approche
concerne I'étude structurale et dynamique du coxepteGH/GP ; puis elle nous a

egalement permis de remonter a la valeur du raydrodynamique du complexe.

2.6.1Dynamique moléculaire

Des études de dynamique moléculaire ont été réaliaBn de mimer les interactions
pouvant avoir lieu entre la rhGH et la.B. Les ratios molaires rhGH{ : 1/32 et rhGH/
CioP : 1/86 ont été testés. Toutes les simulations évéitréalisées grace au programme
GROMACS en tout atome avec le champ de force GROM®&2. Deux types de conditions
initiales ont été considérées : « Au hasard » eh surface ». Dans le premier cas, les
molécules de GP sont positionnées autour de la protéine alors dpres la deuxieme
condition les LAAs sont proches de la surface dprtdéine. Les expériences sont réalisées
dans de l'eau explicite, c'est-a-dire que l'eau regirésentée sous forme de molécule, a
inverse des solvants implicites ou seulement comstante diélectrique est représentée. La
taille de la boite de simulation, le temps de laaiyique et le nombre de molécules d’eau
pour chaque condition sont resumés tableau 3-1.ekpsriences sont réalisées a pression

constante (1 bar).
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Conditions Nombre | Nombre de Nombre de Durée de la Taille de la
initiales de rhGH CP molécules d’eau| dynamique (ns) boite (&)

Au hasard 1 32 15484 52 60X60X60

Au hasard 1 86 21616 40 90X90X90

En surface 1 32 15484 13 60X60X60

En surface 1 86 21616 36 90X90X9p

Tableau 3-1: Résumé des difféerents parametres utilisés pourétades de dynamique
moléculaire entre la rhGH et 1&:,P

2.6.2Détermination du coefficient de diffusion par dynagque moléculaire et
taille du complexe formé

Les valeurs de coefficient de diffusion (D) sonttastues a partir de la relation
d’Einstein. La pente de la courbe, divisée par t6.&ec N, le nombre d’Avogadro
(6,023.18%), représentant le carré du déplacement moyg),de la molécule en fonction du

temps, t est égale a D. Cette relation n’est valghke dans le cas d’'un systeme dilué.

d X ,
D= ——li d—z [ (&) = (O >

3. Résultats

3.1.Compositions colloidales préservant la structure deprotéines

Les spectres de CD apres formulation de la rhGHad®EPO et de la sCT seront
comparés aux spectres de la rhGH, de la rhEPO & dET native. Aprés une recherche
bibliographique il apparait que pour les protéistescturées en solution telles que la rhGH et
la rhEPO, les hélices nous donnent des informations sur les parameétrastgraux de la
protéing” °*%% Autrement dit, une baisse du taux d’hélicese traduit par des changements
au niveau de la structure secondaire de la protélnas verrons par ailleurs que la sCT se

comporte de maniere particuliere ; Non structuréeaution des hélices alpha se forment en
présence de lipoamino-acide.
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Les ratios protéine/GP ont été déterminés de la maniére suivante : pbague
protéine, le nombre d’acides aminés dont la chkitérale est chargée positivement (Lysine
et arginine) a été déterminé. Ces charges posisiossautant de sites pouvant accueillir par
interaction électrostatique les charges négatieegees par la GP. Ainsi, la rhGH posséde
18 acides aminés dont la chaine latérale est charggitivement pour un pH autour de 7 et la
rhEPO en posséde 23. Un ratio commun rhGH(rhERIQ)P : 1/18 a été testé, mais donne un
résultat identique au ratio rhGH(rhEPO) 4 : 1/35. Afin d’éviter de surcharger les figures
le ratio rhGH(rhEPO) : 1/18 n’a pas été représeRtg. la suite, la quantité de £ a été
multipliée par 2 jusqu’a atteindre un ratio rhGH#: 1/265. La figure 3-3 montre un spectre
de CD dans I'UV lointain de la rhGH a pH 7,4 etraratio molaire rhGH / LAA de 1/0, 1/35,
1/70, 1/133 et 1/265. La rhGH native en solutioncesactérisée par des minimums a 222 nm
et 209 nm et une bande d’absorption positive artB0Ces informations sont caractéristiques
de protéines possédant une forte proportion d'egtic En augmentant la quantité de il
apparait sur les spectres de CD une diminutioriatbsdrption entre 250 et 210 nm pour les
ratios molaires rhGH / GP 1/35 et 1/70. Une plus forte diminution de l'aipgion du signal
de CD entre 250 nm et 210 nm est observée pouaties molaires rhGH / GP : 1/133 et
1/265.
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Figure 3-3 : Spectre de dichroisme circulaire en UV lointain lalehGH (10mg/ml, 0,45mM)
en présence de quantités variables@eP. Le ratio molaire rhGH [Cy,P est : 1/0 ),
1/35 (------ ), /70 (...... ), 1/1330fo00) et 1/265 (====)

La figure 3-4 montre un spectre de CD dans I'UWiain de la rhEPO a pH 7,4 et aux
ratios molaires rhEPO /,gP identiques a ceux de la rhGH. Comme la rhGHhEPO est

caractérisée par une forte proportion d’hélices

En excellent accord, en augmentant la quantité ;de iCapparait sur les spectres de
CD une faible diminution de I'absorption a 190 nauples ratios molaires rhEPO {£ 1/35
et 1/70. Une plus forte diminution de I'absorptunsignal de CD entre 250 nm et 210 nm est
observée pour les ratios molaires rhEPO,A#PC 1/70 et 1/133. Ces résultats indiquent une
diminution de la proportion en héliee Une diminution de I'absorption entre 250 et 210 n
est conservée pour les ratios molaires rhEP@PP @/35. Cette diminution ne peut pas étre
interprétée comme une baisse de la proportion dicehe du fait de la présence des
minimums a 222 nm et 209 nm. Il faut noter quesiesctres de CD dans le cas de la rhEPO
sont bruités car les concentrations en hormoniség# sont faibles. En effet, ’'hormone ayant
un coQt prohibitif, seules de tres faibles quastiééaient disponibles pour réaliser toutes les

expériences physico-chimiques ainsi que les edsaigrmulation.
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Figure 3-4 : Spectre de dichroisme circulaire en UV lointain lderhEPO (1,24mg/ml,
3,6.10°mM) en présence de quantités variableg#. Le ratio molaire rhEPO Cy,P est :
1/0), 1/35 (------ ), 1/70 (...... ), 1/1330§000)

La sCT posséde 4 acides aminés dont la chaineltést chargée positivement pour

un pH de 5. Ces sites positifs ont d’abord étéglent écrantés par la 4 en choisissant
un ratio sCT/GP : 1/2. L’étude n’a pas été poursuivie au-deldadio sCT/G,P : 1/5 car un
précipité apparait d0 a I'exces de non complexé avec la sCT et qui est insoluble pH:
La figure 3-4 montre un spectre de CD dans I'U\nhiain de la sCT native et de I'association
sCT / G2P aux ratios molaires 1/2 et 1/5 dans I'eau a pEBSCT native et le complexe sCT
| C12P 1/2 présentent en solution un spectre CD en dtiiéyec un maximum a 200 nm. Ces
informations sont caractéristiques de protéinessgaent une forte proportion de pelote
statistique. Le complexe sCT /£ 1/5 présente des minimums a 222 nm et 209 nmuice

est caractéristique d’un spectre CD d’hélice
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Figure 3-5 : Spectre de dichroisme circulaire en UV lointain l@sCT (2,00mg/ml, 0,58mM)
en présence de quantités variablesGieP. Le ratio molaire sCT C;,P est : 1/0 +—), 1/2
(c00000) et 1/5 (3 # )

L’étude des spectres de CD a été complétée etrowdipar déconvolution spectrale.
Le tableau 3-2 résume le pourcentage d’hélicele feuilletp et de pelote de chacune des
protéines étudiées. Ces résultats ont été obtehaisi@ du logiciel CDFriend (S.Buchoux). |l
apparait que les résultats de la PDB sont treslames a ceux obtenus par le logiciel
CDFriend pour les protéines natives rhGH et rhER®tte similitude permet de nous
conforter sur la validité des résultats fournis ledogiciel. La sCT est un cas particulier étant

donné que les résultats présentés dans la PDBé&abtenus en présence de SDS.

D’aprés la Protein Data Bank (PDB) la proportiohélicesa de la rhGH est de 65%.
La déconvolution spectrale donne une proportiob 5%, Tableau 3-2. La déconvolution
spectrale confirme les résultats des spectres|@proportion d’hélices. diminue et celle de
feuillets B augmente lorsque le Ri est compris entre 1/35285] Tableau 3-2. Le tableau
montre également que la protéine conserve sa wteugbur Ri = 1/35 et 1/70. Pour une

proportion plus élevée de P, la structure secondaire de la protéine n’eshpastenue.
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D’aprés la Protein Data Bank (PDB) la proportiohélicesa de la rhEPO est de 63%.
La déconvolution spectrale donne une proportiob3t5%, Tableau 3-2. La déconvolution
spectrale nous apprend que la proportion d’hélicdsninue et celle de feuille{s augmente
lorsque le Ri est compris entre 1/35 et 1/265, dabl3-2. Comme dans le cas de la rhGH, la
protéine conserve sa structure pour Ri = 1/35 &D.1Pour une proportion plus élevée de

C12P, la structure secondaire de la protéine n’eststenue.

L’analyse des spectres de CD de la sCT a mis etedoe la présence d’'une forte
proportion de structures désordonnées. La décotiwnlgpectrale confirme ce résultat avec
89% de pelote statistique, Tableau 3-2. La décationl spectrale nous apprend que la
proportion d’hélicest augmente et celle de pelote statistiqgue diminusglee la quantité de
C.1oP augmente. Tableau 3-2. Pour un ratio sGpPC 1/5 le pourcentage d’héliceest de
40+5%, ce qui est proche des 48% annoncé par lafidDBla sCT en présence de SDS. On

peut en conclure que la £ a un effet structurant sur la sCT.

Protéine Protéine
Ratio molaire rhGH / GP native en dans la
Protéine | Structure secondairg solution PDB**
1/265 1/133 1/70 1/35 1/5 1/2
Hélicea 34+5% 33+5% 55+5% 58+5% - - 67+5% 65%+10%
rhGH Feuilletp 42+5% 65+5% 18+5% 18+5% - - 16+5% 11%+10%0
Désordonnée 24+5% 2+5% 27+5% 24+5% - - 1759 29%a10
Hélicea - 34+7% 42+7% 49+7% - - 63+£7% 63%+10%
rhEPO Feuilletp - 30£7% 27£7% 29+7% - - 13+7% 14%+10%
Désordonnée - 36x7% 31+7% 2279 - - 24+7% 23%+10%
Hélicea - - - - 40+5% | 19+5% 1145% |  48%10%f
sCT Feuilletp - - - - 4+5% 0+5% 0+£5% 25%+10%
Désordonnée - - - - 56+5% 81459 89+5% 22%=+10%0*

Tableau 3-2: Structure secondaire native de la rhGH, rhEPO efl s@uis couplée a
différentes quantités dé;,P. La déconvolution des spectres de dichroisme laireua éte
accomplie en utilisant le logiciel CDFriend (S.Bocix). *Structure secondaire de la sCT en
présence de SDS. **L’estimation des structures rsd@ioes des protéines de la PDB est
réalisée grace a l'algorithme « display externagjgence » (DSSP) interne a la PDB.
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3.2.Taille du complexe colloidal protéine-LAA.

Afin de caractériser les changements du rayon lyh@mique qui apparaissent lors
de la modification de la structure tertiaire del&H, de la rhEPO et de la sCT en fonction de
la concentration en LAA, des mesures de DLS oneatéeprises. Sur la figure 3-6, on peut
voir que la Go,P présente une distribution inhomogene en soluti®on rayon
hydrodynamique est compris entre 20nm et 2000nrbléaa 3-3). La solution est cependant
limpide a I'oeil. La formation de quelques agrégaesG P est certainement responsable de
cette distribution inhomogéne observée en DLS. fiat, él a été démontré que les lipoamino
acides et les tensio-actifs en général étaient bbdepade former des agrégats a des
concentrations bien inférieures a la CMC % La distribution en volume utilisée en DLS
permet d’exacerber les grosses particules. En@ééldrsque cette distribution est ramenée au
nombre de molécules, on obtient une population misperse dont la taille moyenne de la
C.12P en solution est de 14nm. Cela signifie que ladgamajorité des objets ont une taille
moyenne de 14nm. En effet, il apparait que 99,6% algets ont une taille comprise entre
13nm et 17nm et que seulement 0,4% des objetsnentaille au-dela de 40nm. Ceci explique
pourquoi la solution de @GP apparait limpide a I'eeil nu. Une taille de 14reste cependant
élevée pour une micelle dont la taille ne dépasseGmm™2 Contrairement & ce qui est
observé pour la P, les protéines en solution présentent toutes dis&ribution
monodisperse. Pour la rhGH et la rhEPO l'ajout dgPCGrentraine pas l'apparition d’'une
population polydisperse et le rayon hydrodynamides complexes rhGH (rhEPO) {£ est
pratiquement le méme que celui des protéines matveespondantes. Pour la sCT, comme
pour la rhGH et la rhEPO I'ajout de;££ n’entraine pas I'apparition d’'une population
polydisperse. On observe cependant une augmeniatmortante du rayon hydrodynamique
de la sCT.
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Figure 3-6 : Répartition et abondance de tailles obtenues pé#iusion dynamique de la
lumieére des complexes colloidaux sCT/LAA (A) : 1/D.et 1/5, rhGH/GP (B) : 1/0, 1/35 et

1/70, rhEPO/ GP (C) : 1/0, 1/35 et 1/70 et de la#£ en solution (D)
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La rhGH native a un rayon hydrodynamique de 2,2a1(. (Tableau 3-3). Aucun changement
sur le rayon hydrodynamique n’est observé au-del#iedreur expérimentale, pour un ratio
molaire rhGH / GP : 1/35. Pour un ratio molaire rhGH /-, : 1/70 on observe un léger

accroissement du rayon hydrodynamique de la rh@t9£0.2nm (Tableau 3-3).

La mesure du rayon hydrodynamique de la rhEPO e@@r DLS est de 3,8 + 0,1nm
(Tableau 3-3). Aucun changement significatif n'é@ ébservé lorsque la quantité defCa été

augmenteée.

La conservation du rayon hydrodynamique de la rigblde la rhEPO apres ajout de
C1oP s’explique vraisemblablement par le fait quentalité des molécules de 4P recouvrent
les protéines et que par conséquent 'augmentat®iaille du complexe colloidal est trés

faible.

La sCT en solution a un rayon hydrodynamique dengLimite de détection de la
DLS) (Tableau 3-3). Une augmentation importanteralgon hydrodynamique est observée
avec un maximum a 2,7 + 0.4nm pour le ratio mol&@T/ G,P : 1/5 (Tableau 3-3).
L’augmentation du rayon hydrodynamique d'un factéura 5 peut s’expliquer par la
formation d’une micelle mixte composée d’environ 8®0 monomeres de sCT associés a

plusieurs centaines de molécules dgPC

Rayon Ratio molaire protéine / &P Protéine native
hydrodynamique (nm) 1/70 1/35 1/5 1/2
rhGH 2,9+0,2| 2,4+ 0,3 - - 2,4+0,2
rEPO 3.7£0.2| 3.7£ 0.2 - - 3.8+0.1
sCT - - 2.7+04] 2.6 +0.1 06+0.1

Tableau 3-3: Rayon hydrodynamique des complexes colloidaux sg/C/0, 1/2 et 1/5,
rhGH (rhEPO) / G,P : 1/0, 1/35 et 1/70

3.3.Perméation du complexe protéine/G&P sur cellules nasales a confluence

v’ Effet de la lauroyl proline sur la perméabilitéldehGH, de la rhEPO et de la sCT sur
cellules épithéliales nasales humaines.
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Les résultats sont compilés dans le tableau 3-dsdue I'on compare la perméabilité
des protéines natives entre elles, on observe diesirg trés différentes d’'une protéine a
l'autre. Ces différences peuvent s’expliquer d'pag par le fait que les techniques de dosage
utilisées pour chaque protéine sont differentebaettre part que les protéines étudiées sont de
nature différentes. La rhGH a été quantifiée panmage radioactif, la rhEPO par dosage
immunologique et la sCT par HPLC. L’idéal aura# éteffectuer un dosage immunologique
sur toutes les protéines, cependant la rhGH eCTamt une réponse atténuées aux dosages
immunologiques lorsqu’elles sont associées ail®.CEn effet, des tests de validations des
kits immunologiques de la rhGH et de la sCT ont tréoqu’en présence de £ le dosage
était sous-estimé d’un facteur 2,5. Ceci s'expligaele fait que la C12P vient certainement
se fixer sur la protéine, au niveau des épitopefsxdgons des anticorps utilisés pour les tests
immunologiques. Nous avons donc été contraintslidert d’autres techniques d’analyse pour
ces protéines. En revanche la rhEPO répond trés aiex dosages immunologiques.
L'interprétation de la perméabilité obtenue pouadie protéine ne pourra donc étre que
relative. On calculera donc l'augmentation relatde la perméabilité (P{Rwe9 €t la
diminution relative du TEER (TEERwed TEER). Certaines techniques étant plus sensibles
gue d'autres cela explique les différences de pabitit®s observées pour les protéines
natives. Aprés deux heures d’incubation, la periti&able 'hnormone de croissance seule est
similaire pour les deux concentrations testées : 62.10+0,3 cni'.s® pour une
concentration de 0,03 mg/cm? et P= 5244M1 cm®.s* pour une concentration de 0,06
mg/cmz. Lorsque I'hormone de croissance humairntefoemulée avec la lauroyl proline avec
un rapport 1/35 dans du tampon HBSS, quelle qudasooncentration testée, on observe une
diminution de la perméabilité par rapport au cdetrées valeurs du TEER sont nettement
inférieures a celles de la rhGH native ce qui $igrqu’il y a une ouverture des jonctions
serrées. Pour le rapport rhGHE 1/70 on observe une légere augmentation de la
perméabilité de la protéine pour une concentrad®f,06mg.cii. Pour une concentration en
rhGH de 0,03 mg/cm?, on observe comme dans le casatio rhGH/G.P 1/35 une
diminution de la perméabilité par rapport a la rh@itive. Cependant, la mesure du TEER

baisse indiquant une augmentation de la perméabilit

Les résultats les plus significatifs du point deewle la baisse du TEER ayant été
obtenus avec une quantité de 0,06 mg/cm? de pestéiléposée sur cellule, c’est cette
concentration qui sera utilisée pour les tests elenpations de la rhEPO et de la sCT. Les
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tests de perméations sur le complexe colloidal @ER;,P révélent que la perméabilité est
considérablement augmentée quel que soit le rafidP® / G,P testé contrairement au
complexe colloidal rhGH / GP. La perméabilité ne semble pas liée a la valeuradio
rhEPO / G.P. L’augmentation de la perméabilité observée pesircomplexes colloidaux
rhEPO/G.P par rapport a la rhEPO native est associée aremdorte baisse de la TEER de
I'ordre de 3 a 6 fois par rapport a la TEER denlaRO native.

La sCT native et son complexe colloidal sCERC. 1/5 ont été testés aux pH 5 et 7.
Le pH 5 étant le pH de stabilité physico-chimiquepegptide et le pH7 étant le pH de survie
optimum des cultures de cellules nasatedgtro. Un effet de pH est observé pour le complexe
colloidal sCT/G,P. Un pH de 5 augmente lIégérement la perméaliitd’ordre de 1,5 fois
par rapport a la perméabilité de la sCT nativedigtinue légerement le TEER de I'ordre de
1,6 fois par rapport a la TEER de la sCT nativessargmenter la mortalité cellulaire puisque
le relargage de LDH est identique au controle. eCatigmentation est trés modeste et ne peut

pas étre considérée comme significative.

Pour toutes les conditions testées, il n’y a pasidealité cellulaire étant donné que le

relargage de LDH reste sensiblement le méme, damsur expérimentale.

En résumé, le dosage immunologique et le dosagdipPaC donnent des résultats
concordants avec les valeurs de la TEER mesurés 2pneures. En effet, pour la rhEPO on
observe une augmentation de la perméabilité d’'otete 7 a 12 par rapport a la perméabilité
de la rhEPO native. On observe la méme tendancelp@aCT. En revanche, le dosage par
comptage radioactif utilisé pour la rhGH donne desultats inattendus et ne concorde pas
avec la mesure de la TEER. Lorsqu’on mesure ursséaiu TEER de 2 a 6 fois par rapport a
la TEER de la rhGH native on observe conjointenuea baisse de moitié de la permeéabilité
de la rhGH. Ces résultats sont surprenants, carbarsse de la TEER se traduit par une

ouverture des jonctions serrées et donc une augtimntle la perméabilité.
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Protéine Augmentation
déposée | Perméabilité | relative dela| TEER diminution relative | Relargage
sur aprés 2 h (10 | perméabilité | (Q.cm?a | du TEER aprés 2h LDH
cellules cnt.s?) apreés 2h t+ 2h (TEER.niod TEER) | (absorbance
(mg.sz) (P/Pcontrélg
rhGH native 0,06 5,4+0,1 1,0 11024112 1,0 -
(contréle 1) 0,03 6,2+0,3 1,0 824174 1,0 -
rhGH/C12P : 0,06 2,6x0,1 0,5 335+30 3,3 -
1/35 0,03 3,0£0,1 0,5 439152 19 -
rhGH/C15P : 0,06 6,6+0,2 1,2 174+10 6,3 -
1/70 0,03 3,240,1 0,5 289+32 2,8 -
rhEPO native 0,06 180+10 1,0 17312 1,0 1.1+0,1
rhEPOCP: | 0,06 21854565 12,1 45+3 3,8 1.5%0,1
1/35
rhEPOC12P: | 0,06 1240+30 7,9 35+3 4,9 0.810,1
1/70
rhEPOCP 0,06 1665525 9,2 10+0,3 17,3 1.3+0,2
1/133
sCT pH 7 0,06 0.840,1 1,0 502+44 1,0 0.5+0,1
sCTpH5 0,06 0.940,1 1,0 500+32 1,0 0.4+0,1
SCT /C1oP: 0,06 1.440,1 1,7 300+26 1,7 0.440,1
1/5pH5
SCT /Cy2P: 0,06 1,0+0,1 1,1 420+40 1,2 0.4+0,1
1/5pH7

Tableau 3-4 :Permeabilité, TEER et relargage de LDH des protginatives rhGH, rhEPO,

sCT et complexés par diverses quantitégde incubées sur une monocouche de cellules
nasales humaines. 0,03mg:tmu 0,06mg.cih de protéines sont déposés sur cellules a
température ambiante. Les résultats présentésusmmoyenne de 3 mesures expérimentales

En conclusion, I'évolution de la TEER est un bodi¢ateur de I'état des jonctions serrées des
cellules nasales et donc de la perméabilité. llaegip que les formulations a base dgRC
augmentent de maniére significative le passageadd@®H et de la rhEPO. Pour la sCT

'augmentation du passage n’est que d’un facteau thaximum.

v Effet de la lauroyl proline et des variations demditions hyperosmotiques sur la

perméabilité de I'érythropoiétine sur cellules Bgiiales nasales humaines
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Des études préalables ont montré que I'osmolagt fdrmulations administrées peut faire
varier le passage d’un principe actif & travergitiélium des voies aérienfiésDans ces
travaux, I'absorption intranasale de 'EPO cherake la perméabilité de 'EPO est visualisée
par la mesure des réticulocytes circulants. Cdttdeemontre que I'administration nasale de
'EPO est possible, mais surtout que 'EPO quiawdrsé I'épithélium nasal a conservé son
activité biologique. Nous avons voulu tester I'effie I'hypertonicité sur la perméabilité du
complexe rhEPO/GP. Deux parameétres ont €té mesurés au cours de €eritle : la
résistance transépithéliale et la libération dezigne lactate déshydrogénase (LDH) dans le
milieu apical, qui signale une perte de l'intégrittembranaire. L’hyperosmolarité a été
obtenue grace a l'utilisation de mannitol ou de Nd=ffet de ces deux molécules sur la
perméabilité¢ de complexe rhEPQE va étre comparé. Les conditions hyper-osmotiques
creees par la présence de 3 % de NaCl permetildsaseules d’augmenter la perméabilité
de la rhEPO dans les cellules nasales (Tablegu Brbrevanche, le mannitol, qui dans ce
systeme n’'affecte pas la résistance transépitegbaigmente la perméabilité mais a un dégrés
moindre. L'association de lauroyl proline et de NaQgmente le passage de 'EPO, sans
augmenter le rejet de LDH et entraine une baisda désistance transépithéliale, traduisant
une perturbation des jonctions intercellulairess lé&gudes de perméabilité permettent de
montrer un effet cumulé des conditions hyper-osguats et de la présence de lauroyl proline
sur 'augmentation de la perméabilité de I'érythoigtine sur le modéle de cellules nasales

épithéliales humaines.
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w Augmentation
Quantite relative de la diminution
en protéine Permeéabilitéf perméabilité :
o N TEER | relative du| Relargage
déposée | aprés2h apres2h | em | TEER LDEI g
U (10-7 (P/Reoncod | 2)at+ 2h| aprés 2h | (absorbance
cellules cm2.s-1) (TenrodT)
(mg.cm-2) control
rhEPO native 0,06 18010 1,0 1.1%0,1 1,0 1,%0,1
(contrdle)
rhEPO native +
15% mannitol 0,06 320120 1,8 188.6+19 0,9 1.2+0,1
(w/w)
rhEPO/LP 1/35 +
15% mannitol 0,06 180+12 1,0 137.4+9 1,3 1.4+0,1
(w/w)
rhEPO/LP 1/70 +
15% mannitol 0,06 37535 2,1 57.5+4 3,0 1.3+0,1
(w/w)
rhEPO/LP 1/133 +
15% mannitol 0,06 1125+125 6,3 73.518 24 1.5+0,1
(w/w)
rhEPO native + 0,06 2550+360 12,5 38.4+2 4,5 1.1+0,1
3% NaCl (w/w)
rhEPO/LP 1/35+| 0,06 253030 12,5 32.01 54 1.10,1
3% NaCl (w/w)
rhEPO/LP 1/70 +| 0,06 455075 25,3 32.0+1 5,4 1.1+0,1
3% NaCl (w/w)
rhEPO/LP 1/133+ 0,06 5860+500 31,6 32.042 5,4 1.1+0,1
3% NaCl (w/w)

Tableau 3-5 :Permeabilité, TEER et relargage de LDH de la rhER&ive et complexée par
diverses quantités de P incubés sur une monocouche de cellules nasalesines.
0,06mg.crif de protéines sont déposés sur cellules & températmbiante. Les résultats
présentés sont une moyenne de 3 mesures expéliesenta

En résumé, le NaCl, associé a lgfCpermet d’augmenter considérablement la perméabili
de la rhEPO. Le mannitol associé a IgRCn'entraine pas d'augmentation de perméabilité,
mais a un degré moindre.
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3.4.Dynamique moléculaire
3.4.1Etude de linteraction rhGH/G.P en tout atome

La dynamique moléculaire de I'interaction entreH&H et la G,P a été étudiée selon
deux conditions, « au hasard » et « en surfaceansle premier cas, les molécules dgPC
sont positionnées autour de la protéine alors @ums th deuxieme condition les molécules de
C12P sont proches de la surface de la protéine, fieaile favoriser l'interaction GP — rhGH
plutét que linteraction GP — G.P qui se traduit par la formation d’agrégats maieds. Sur
la figure 3-7est représentée pour la condition « au hasardpsdi@ine en présence de 32
molécules de GP (a) a t=0ns, t=5ns et t=52ns et de 86 molécudeg 4P (b) a t=0ns, t=5ns
et t=40ns.

Figure 3-7 : Etapes de formation du complexe rhGI#pour la condition « au hasard » en
présence de rhGH et de 32 molécules a t=0ns, t=irs52ns (a) ou de 86 molécules de
C1oP a t=0ns, t=5ns et t=40ns (b).
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A la condition initiale, les molécules de£ sont placées au hasard dans la boite de
simulation. Au bout de 5ns les molécules dgPdorment des agrégats micellaires de 10 a 15
molécules de GP. Ce processus est donc trés rapide, de l'ordgrielgues nanosecondes. A
la fin de la dynamique, ces agrégats se fixentignsur la rhGH comme le montre la figure

3-7. Les structures secondaire et tertiaire dedeéme restent inchangées.

La figure 3-8représente la dynamique moléculaire réalisée ppuhGH avec la
condition « en surface » en présence de 32 mokeddez,P a t=0ns, t=5ns et t=13ns (a) et
de 86 molécules de;&P (b) a t=0ns, t=5ns et t=36ns

Ons Sns 13ns

1,2
Onsg Sns ,ﬂ 36ms

Figure 3-8 : Etapes de formation du complaxe&sH/C,P paur la condition « en surface » en
présence de rhGH et de 32 moléculeés@ns, t=5ns et t=13r(&) ou de 86 molécules de £
at=0ns, t=5ns et t=36ns (b)

A t=0 les molécules de @ sont réparties a proximité de la surface dedéépre. A
t=5ns les molécules de;£2 commencent a se fixer a la rhGH. A la fin deyaaiique, la
grande majorité des molécules dgRCse sont fixées a la surface de la rhGH sans fama

initiale d’agrégats micellaires dg 4.
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Une interprétation possible de la différence emde deux simulations est que les
agrégats formés dans le premier cas finiront at #om temps tres long par se dissocier et se
répartir le long de la protéine (figure 3-8). Ereefil a été montré pour le systeme « au
hasard », que dans un premier temps la C12P glagraant de venir se fixer sur la protéine.

Cet état n'a pas eu le temps d'évoluer car la dignena été trés courte (13ns).

Il est intéressant de noter que dans les deuxeagmlation aucun changement dans
la structure secondaire de la protéine n’a étérgbse

Les structures finales des systemes «au hasatdwer surface » avec le ratio
rhGH/C,,P : 1/86 sont représentés figure 3-9. Pour la ¢immdi au hasard » les agrégats de
C1oP se distribuent aux extrémités de la rhGH. ll@sbable qu'avec une simulation plus
longue le systéme évolue avec diffusion des maodscde @GP et répartition des molécules
autour de la rhGH. Pour la condition « en surfa¢ées»molécules degP se répartissent de

maniére homogéne autour de la rhGH sans formatitiale d'agrégats.

Figure 3-9 : Structures finales du systéme. A gauche : conditiitiale ‘Au hasard’, &
droite : condition initiale ‘En surface’. La gP est représentée par des sphéres de Wan der
Vaals (Bleu: carbones, rouge: oxygene), la rhGkt eeprésentée par sa structure
secondaire (rubans oranges) et par des sphére¥vda der Vaals (gris). La condition
initiale ‘Au hasard ' génere des micelles. La cdiudh initiale ‘En surface’ engendre une
distribution homogene de la; P a la surface de la rhGH.
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3.4.2Détermination du coefficient de diffusion du comple rhGH/ C;,P par
dynamique moléculaire

Par dynamique moléculaire le coefficient de diffusidu complexe rhGH/GP se
situe autour de 0,06.2@&n?/s et 0,09.10 cnf/s soit un rayon hydrodynamique compris entre
2,5 et 3,5 nm (tableau 3-6) sauf pour la condiiintiale « en surface » réalisée avec 86
molécules de GP, pour laquelle on obtient un coefficient de difn de 0,24.18 cnf/s
correspondant a une taille d’environ 1n@ette valeur ne concorde pas avec les rayons
hydrodynamiques trouvés pour les trois autres ¢iomdi et avec les valeurs trouvées par
DLS. Le grand nombre de molécules dgRCrecouvrant la protéine engendre certainement

une erreur dans le calcul du coefficient de diffastffectué par I'algorythme.

Rayon Ordre de
N Coefficient de| hydrodynamiqug grandeur du
Conditions Nombre de | Nombre de o )
o diffusion par dynamique Rayon
initiales rhGH Ci,P ) _ _
(cn/s) moléculaire | hydrodynamique
(nm) par DLS (nm)
Au hasard 1 32 0,07+0,01.1¢ 3,1+0,4 2
Au hasard 1 86 0,09+0,01.1¢ 2,540,3 3
En surface 1 32 0,06+0,01:1( 3,5+0,6 2
En surface 1 86 0,24+0,01:1( 1,0+0,1 3

Tableau 3-6 : Coefficient de diffusion et rayon hydrodynamique demplexes colloidaux
rhGH/ C,P déterminés par dynamique moléculaire

3.5.Etude préclinique

Les études précliniques sont réalisées chez leanolMous avons choisi d’administrer la
rhGH formulée avec le ratio rhGH{ : 1/70 a pH 7,4 car c’est le ratio auquel on plese
une légére augmentation de la perméabilité membeaimavitro sans modification sensible
de la structure secondaire de la rhGH. La sCT adhténistrée avec le ratio sSCT{£ : 1/5 a
pH 5 car d’'une part c’'est le ratio auquel on obsefaugmentation de la perméabilité
membranaire la plus significativa vitro et d’autre part c’est le ratio pour lequel on & un
augmentation du pourcentage d’hélicpermettant une meilleure interaction de la cahiite
avec son récepteur. La rhEPO a été administrégided’'une solution a 3% en NaCl de pH
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7,4, avec le ratio rhEPO /1 : 1/70. A ce ratio on n’observe pas de modifar#i

significatives de la structure secondaire de laP@El’'une part et d’autre part c’est le ratio
pour lequel on observe, en présence de 3% de NaGgmentation de la perméabilité
membranaire la plus significative vitro. La rhGH est administrée par voie nasale a l'aule d
nébulisateur APl AEROSIZER MACH 2 développé par kter Méfar. La sCT et la rhEPO
ont été administrées grace au spray nasal BD Acay$h de BD Medical. La dose

administrée, la voie d’administration les tempgpdaevements, 'AUC (Aire sous la courbe)
ainsi que la biodisponibilité sont resumés dandaldeau 3-7. La biodisponibilité a été

déterminée par la formule suivante :

Biodisponibilité (%) = AUGasadAUC )y

Volume A - S
Dosage | Voie Présentation administré i Prelt_avemenL A%/C . BIOdISEOﬂIbIhte
(ml) moutons| (minutes) | (mUl/I/min) (%)
8uI W Solution de 0,25 1| 306000, | ese0 i
GENOTONORM™ 120-180
0-10-20-40-
Aérosol 60-80-100-
24UI nasale (préparation 1 1 120-180- 0 0%
Physica Pharma) 240-300-360
et 480
0-5-10-15-
Solution de 20-30-40-50-
100Ul v CALSYN™ 1 1 75.90-120- 36902 -
180 et 240
0-5-10-15-
Spray (préparation 20-30-40-50- o
200U hasale Physica Pharma) 0.2 1 75-90-120- 0 0%
180 et 240
0-5-10-15-
Spray (préparation 20-30-40-50- o
200U hasale Physica Pharma) 0.2 1 75-90-120- 0 0%
180 et 240
5-10- 15
Solution d’ -30 -60 —
2500Ul1 \ EPREX™ 0,5 2 120 — 180 et 505387 -
300
5-10- 15
Spray (préparation -30 -60 - o
45000U1| nasale Physica Pharma) 0,15 2 120 — 180 et 0 0%
300

Tableau 3-7: Dose de protéine administrée, voie d’administnat temps de prélévement,
surface sous la courbe des concentrations (AUC)biedisponibilités des protéines
administrées par voie injectable (IV) et nasale
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Les dosages des protéines dans le sérum de moptes administration nasale n’ont pas
fourni de résultats satisfaisants puisqu’aucuneetide protéine n'a été détectée. Plusieurs
raisons peuvent I'expliquer, les tests de permiéataffectuésn vitro sur cellules nasales des
complexes colloidaux rhGH et sCT en présence @B @e sont pas corélés aux résultats
obtenusin vitro. De plus, le dosage des protéimes/ivo ne peut étre effectué qu’avec des
tests immunologiques, or nous avons montré qu'edsgmce de P les tests
immunologiques donnent une réponse atténuée dateufa2,5 dans le cas du dosage de la
rhGH et de la sCT. Cette baisse de sensibilitéiddekdosage est suffisemment grande pour
empécher de détecter et quantifier la présenc dedeax protéines dans le sang. Pour la
rhEPO, les résultats précliniques sont aussi pealeants, mais dans ce dernier cas les tests
immunologiques fonctionnent et les tests de perifigabin vitro étaient concluants. La

protéine a donc pu perdre son activité biologiqué&we métabolisée.

4. Discussion
Nous avons mis au point des suspensions colloigalaslesquelles :

i) La structure secondaire mesurée par CD ainsi quayten hydrodynamique mesuré
par diffusion dynamique de la lumiére et calculé ghamamique moléculaire de la rhGH et de
la rhEPO restent globalement inchangées.

i) La sCT acquiert une structure secondaire et voitragon hydrodynamique augmenter
d’un facteur 4.

iii) La perméation des protéines a travers les cellngssalesin vitro est globalement
augmentée en présence deRCet dépendant de la nature de la protéine.

iv) Le complexe rhGH/ GP a été modélisé par dynamigue moléculaire;}® Ge fixe a

la surface de la protéine, de maniéere a I'enveloppa offrir une nouvelle surface.

Il convient de bien différencier les résultats olbi® avec les protéines globulaires que
sont la rhGH et la rhEPO des résultats obtenusassi€T qui est un petit peptide. En effet,
dans le cas de protéines globulaires, ayant ungtgte secondaire en solution on s’est
attaché a vérifier par dichroisme circulaire quigecstructure n’était pas perturbée par I'ajout
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de G,P. Dans le cas de la sCT, un changement structiestl pas signe de dénaturation étant
donné que ce peptide est sous forme pelote sfasén solution.

Mise au point d’une formulation conservant la stire secondaire et modifiant peu le rayon
hydrodynamique de la rhGH et de la rhEPO

Les spectres de dichroisme circulaire aprés fortonlae la rhGH, et de la rhEPO ont
été comparés aux spectres de la rhGH, et de laOhBPprés une recherche bibliographique,
il apparait que les hélicesnous donnent des informations sur les parametrastgraux de
la protéind” % Autrement dit, une baisse du taux d’hélicesse traduit par des

changements au niveau de la structure secondaleepietéine.

Nous avons recherché le ratio molaire rhGH (rhERIQ¥P pour lequel la quantité de
C1oP est maximale, mais sans engendrer de modificatienla structure secondaire de la
protéine. Le ratio rhGH/ GP 1/70 est le meilleur compromis entre stabilitétrale de la
rhGH et quantité de P fixée. Au-dela de ce ratio une baisse importdaté&a proportion en
hélicesa est observée. Cette baisse est due a I'effet dimatque peut avoir un tensio-actif
anionique comme la @P. La G,P s’apparente structurellement a un tensio-aéf étudié,
le sodium dodécyl sulfate (SDS). Adersen K éf’abnt montré en utilisant différentes
techniques spectroscopiques que le SDS était eapaldiminuer la proportion d’hélicesde
la bovine acyl-coenzyme-A (ACBP) a partir du ratiolaire ACBP/SDS 1/13.

Comme la rhGH, la rhEPO est caractérisée par wpogion importante en hélieea
I'état natif. L'addition de @P a un ratio molaire rhEPO /;£ 1/35 induit une faible
modification structurale. Pour un ratio molaire R® G.P 1/70 et 1/133 une baisse
importante en hélices est observée. Comme dans le cas de la rhGH luaise est due a
I'effet détergent de la GP. Le ratio rhEPO/ GP 1/35 est le meilleur compromis entre
stabilité structurale de la rhEPO et quantité g& dixée.

A pH 8 la G,P présente une distribution inhomogéne en solumueuse avec des
tailles allant de 20nm a 2000nm. Cependant, lerrdyalrodynamique et la monodispersité
de la rhGH et de la rhEPO restent inchangés mémgue le @GP est ajouté a la protéine a
un ratio molaire protéine /6P engendrant des modifications de la structurernskse des

protéines visibles en CD. Ces résultats indiquerg s modifications importantes de la
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structure secondaire engendrée par des quantiidé®esdl de GP n’entrainent pas de
modifications de la structure tertiaire des pratéinLa faible taille du complexe colloidal

permet certainement de faciliter le passage arsdes cellules nasales.

Le rayon hydrodynamique peut-étre calculé par dygaenmoléculaire en évaluant le
coefficient de diffusion de la protéine associék &;,P. Les résultats obtenus sont assez
approximatifs a cause du manque de précisionlb&aible durée des trajectoires. On obtient
un Rh ~3nm pour les 3 premieres simulations dwetabte qui est compatible avec le fait que
pour un nombre peu élevé deJ la diffusion a la surface de la protéine est tidele aux
conditions initiales. Ces résultats confirment cabtenus en diffusion dynamique de la
lumiére. Cependant, les simulations effectuées 82eC;,P ont un Rh plus élevé que celles
effectuées avec 86,8. Ceci est di au fait que les simulations conteB8anG,P ont été

réalisées dans des boites plus petites que ceilisges pour les simulations a 8gE.

Les formulations aux ratios molaires rhGHALE 1/70 et rhEPO/ P 1/35 sont les
candidats pour lesquels il n'y a pas de modificatie la structure secondaire de la protéine et
pour lesquels la taille du complexe colloidal esnodisperse et reste pratiquement inchangé

comparé a la protéine native.

Mise au point d’'une formulation pour laquelle la B@Gcquiert une structure secondaire

active dans un complexe colloidal

Nous avons recherché le ratio molaire sCTAF(our lequel la quantité de £ fixée
a la sCT est maximale. Au-dela du ratio sCTHCL/5 la G,P ne se fixe plus a la protéine et

précipite en solution.

En solution aqueuse, la sCT se présente soustzefdiune structure désordonnée.
L’ajout de G,P engendre la formation d’une hélie& un ratio molaire sCT /:¢P : 1/5. Ce
qui confirme les résultats de I'étude de linteraictSDS-CT menée par Motta et'l.et
Sextron et al*>. Pour accomplir son activité physiologique, la st agir sur son récepteur
spécifique, et pour que cette interaction ait liegCT doit se trouver dans une conformation
hélice a**® **” Nous avons démontré par dichroisme circulaire Igué,,P favorisait cette

conformation. Ceci est d’une importance capitade,le complexe colloidal que nous avons
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formé avec la GP maintient la sCT dans sa conformation activeoeirnait ainsi favoriser
I'interaction de la sCT avec son récepteur et dauroitre son activité.

Les modalités exactes de I'interaction entre la &€l G,P ne sont pas encore bien
connues. On peut supposer que dans un premier tempsntact bivalent a lieu entre les
deux molécules, le groupe cationique de lysineadsdT et la téte polaire anionique de la
C.1oP, comme cela a été rapporté pour le lysozyme @t finteraction PF4 (56-70) avec le
SDS®8 13 par |a suite un phénoméne d’agrégation a liete gisieurs molécules de @ et
plusieurs sCT expliqguant 'augmentation du rayomrbgynamique observé en DLS. On
forme ainsi une micelle mixte composée d’environa800 monoméres de sCT associés a
plusieurs centaines de molécules dePCEn effet, 'augmentation du rayon hydrodynamique
de la sCT d’un facteur 4,5 se traduit par une augaten du volume de la sCT d’un facteur

90. Il est important de noter que la micelle misbdenue est monodisperse.

La perméation des protéines a travers les celloksales in vitro est augmentée en présence
de GoP.

L’association de la rhEPO avec la:E permet d’augmenter significativement la
perméabilité de la rhEPO aprés 2 heures d’incuba@ette augmentation de la perméabilité
est simultanément corrélée a une baisse du TEERIisant une perturbation des jonctions
serrées et donc une augmentation de la perméabiditia rhEPO. Le complexe colloidal
rhEPO/ G.P qui a été sélectionné est donc capable de fratehijonctions serrées des
cellules nasalesn vitro. Les études associant des conditions hyperosresldrla P
montrent que des solutions hyperosmotiques sapB, @ontenant uniquement du NaCl
augmentent la perméabilité de la rhEPO au travesscdllules nasales du fait de la baisse du
TEER qui en découle. L’association de Igf”et du NaCl provoque un effet de synergie et la
perméabilitée du complexe colloidal rhEPQALR est fortement augmentée. L’effet osmotique
du NaCl pourrait expliquer cette augmentation dedaméabilité mais les résultats ne sont
pas reproductibles lorsque la solution de NaCrasiplacée par une solution de mannitol de
méme osmolarité. Il est alors évident que l'ouvwertwles jonctions serrées n'est pas

simplement due a un rétrécissement des cellulesealpar une solution hyperosmotique.
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Pour la sCT, un effet du pH est observé. Un pH deu§mente la perméabilité,
comparé a un pH de 7 et sans augmenter la mortalitdaire. D’'une maniére générale, plus
le pH de la solution est acide et éloigné du pHilaig@rotéine, plus la perméabilité sera
élevéé®™. Le pHi de la calcitonine de saumon étant de 1paffait alors logique gu’une
solution de pH de 5 augmente la perméabilité d&CJd& de maniére plus importante qu’une
solution de pH7. La perméabilité est d’autant ptaportante que la TEER est basse, ce qui
confirme la cohérence des résultats obtenus. Langsdilité de la sCT a certes augmente,
mais elle n’est pas exceptionnellement élevée gardede la faible taille de la protéine. Ceci
s’explique par le fait que I'association sCT{, se traduit par la formation d’une micelle
mixte dont le rayon hydrodynamique est 4 fois @ievé que la sCT native. On peut supposer
gue si le complexe colloidal sCT/£ avait la taille de la sCT native, la perméab#itéait

éte plus importante.

La perméabilité du complexe rhGH/;£ n’évolue pas de maniére cohérente en
fonction de 'augmentation de la quantité dgRC Par contre, la TEER diminue bien lorsque
la quantité de GP augmente ce qui prouve qu’il y a bien augmemad® la perméabilité. I

semble donc y avoir un probléme avec la techniguéodage par radioactivité de la rhGH.

Il apparait incontestablement que I augmente la perméabilité de la protéine a
laquelle elle est associée sans pour autant endgemtes cellules nasales. La perméabilité

résultante est variable selon la nature de la jpr@té

Le complexe rhGH/ GP a été modélisé par dynamique moléculaire, |aPCse fixe a la

surface de la protéine

Lorsqu’on réalise des expériences de dynamiqueaulaliée sur la rhGH en présence deRC

on obtient systématiquement une fixation des mddécde G.P a la surface de la protéine et
la formation d'un complexe rhGH/ & quelles que soient les conditions de départ. Ce
complexe est cependant difféerent pour les conditiwau hasard » et « en surface ». Dans le
premier cas, les molécules deg,f forment des agrégats qui se fixent aux extréntieta
rhGH. Il est probable que les molécules dgPCauraient fini par recouvrir la rhGH de
maniere homogene si la dynamique moléculaire alaé plus longtemps. Dans la condition

« en surface » la répartition des molécules d® Gur la protéine est homogéne étant donne
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gu’il n'y a pas de formation de micelles a I'étatermédiaire de la dynamique. Il est
intéressant de noter que la structure secondategtitire de la rhGH est conservée, malgré le
fait que la G,P soit un tensioactif anionique. L'explication duaintien de la structure
tridimensionnelle de la rhGH réside d’'une part darfgit que les molécules da £ se fixent
préférentiellement a la surface de la protéineesp@neétrent pas dans le coeur de celle-ci,
d’autre part, les molécules deg,EB semblent se fixer préférentiellement sur lesiggnmon

structurées de la rhGH.

Tests précliniques chez le mouton

Le mouton est le modéle animal qui se rapprochemleux de I'Homme en terme
d'administration nasale. Les tests précliniques raoutons ont été réalisés a partir de
suspensions colloidales répondant au cahier degeshd&n effet, ces suspensions colloidales
sont facilement sprayables pour étre administr@esvpie intranasale, la quantité deJe
ajoutée est optimisée afin d’accroitre le passagepiotéines a travers les cellules nasales
vitro et permettre de maintenir leur intégrité strudaur&ependant, les résultats in vivo ne
sont pas concluants. Dans le cas de la rhGH eh €T nous avons observé une baisse de
sensibilité des kits de dosages immunologiquesxgdlieation la plus plausible de ce
phénoméne est liée a l'association protéineglP.CDans le cas de la rhGH, nous avons
démontré par dynamique moléculaire que {gPGecouvre la surface de la protéine. Si cette
interaction est forte, cette configuration peutaempécher I'anticorps du kit immunologique
dirigé contre la protéine d'interagir avec son @pét. L’anticorps non fixé est alors éliminé au
lavage. Dans le cas de la sCT l'explication e$émtihte. Nous avons montré par dynamique
moléculaire que la sCT, dans le complexe sGHGe trouvait a I'extérieure de la micelle
mixte, donc accessible aux anticorps du kit immagigjue. Cependant il a été montré par
dichroisme circulaire que la sCT, en présence @&PQihsse d'un état non organisé et acquiert
une structure secondaire en hélicd.e kit de dosage a été réalisé sur la sCT ernisn|Lc'est

a dire sur la protéine non structurée. Le fait lgueCT est acquis une structure secondaire en
présence de C12p a modifié l'accessibilité de icertacides aminés pour l'anticorps.
L'épitope de fixation de lanticorps a donc été riiédiPour la rhEPO, les résultats peu
concluants ne peuvent pas s’expliquer comme pouh@H et la sCT par une baisse de
sensibilité du kit immunologique étant donné quiinctionne parfaitement avec cette
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protéine. Ces résultats restent difficiles a inm&igr d’autant plus que les testsvitro sur
cellules nasales étaient tres concluants. Cepeniedfistible nombre de moutons utilisés pour

cette étude ne permet pas de dresser un bilastispad fiable.

5. Conclusion

En conclusion nous avons sélectionné une formulatomtenant de la;@P pour chacune des

3 protéines étudiées. Pour les protéines globslalmt&H et rhEPO on a la formation d’un
complexe colloidal homogene dont la taille estigeement identique a la protéine native. La
structure secondaire de la protéine reste inchaagiecomplexe passe facilement a travers
les cellules nasales vitro. L'ajout de NaCl a la formulation a base de rhEfGvoque un
effet de synergie avec la;£2 augmentant le passage de la rhEPO a traverseliedes
nasales. Pour la sCT qui est une petite protéime arganisée en solution on observe en
présence de &P la formation d’'une micelle mixte composée dgPCet de sCT. Le complexe
ainsi formé a un rayon hydrodynamique 4 fois phapartant que la sCT native. De plus, la
sCT acquiert dans le complexe colloidal sa strecaative. Nous avons donc mis au point
une formulation a base de sCT et dgRCfacilement sprayable dans laquelle la sCT acguier
la structure secondaire lui permettant d’interagyiec son récepteur. Il faut cependant mettre
au point une technique de dosage fiable permettantoser dans le sang les protéines

administrées par voie nasale.
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CHAPITRE 4
V ALIDATIONS DES MODELES LIPIDIQUES DE STRATUM CORNEUMPAR RMN DU
SOLIDE

1. Introduction

1.1. Composition

Le stratum corneum(SC) forme la couche la plus superficielle de &ayp Il est
constitué de cornéocytes assemblés par un cingentatrice lipidique (voir chapitre 1). Ces
deux composants contribuent a la remarquable imgaditité du SC. Cette fonction de
barriere est essentielle, mais s’oppose au pasdaggifs par voie transdermale. En
désorganisant la structure des lipides intercetkdapar lintermédiaire de promoteurs
d’absorption comme I'acide oléique, 'administratide principes actifs par voie transdermale
devient possible. La mise en place de modelestdgum corneunin vitro va permettre
d’étudier les potentialités de diverses formulatiantraverser lstratum corneunet a agir au
niveau de I'épiderme et du derme pour traiter aeetamaladies dermatologiques telles que le
psoriasis. Le but de ce chapitre est de mettrdaae un modele lipidique deratum corneum
de peau saine et un modéle lipidique de peau psque Le tableau 4-1 rassemble les
compositions lipidiques dstratum corneuntle peaux saines et de peaux psoriasfquéss
valeurs peuvent différer en fonction de la proveeadu SE mais aussi avec la méthode

d’extraction employée.
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o ) ) %(massique) peaux
Lipides %(massique) peaux saine o
psoriasiques

Lipides polaires 5,6 4,8
Glycolipides 1,4 0,6
Céramides 18,8 24,8
Cholestérol 10,4 16,2
Acides gras libres 23,1 16,3
Triglycérides 33,4* 23,4*

Ester de stérols 54 3,9
squalene 1,9 10

Tableau 4-1: Compositions lipidiques du stratum corneum de pesaiRes et psoriasiques.
En gras: Compositions majoritaires, *Les autédrestiment que le pourcentage est
surestimé. Il est donné ici a titre indicatif, maisst pas fiable.

Les classes principales de lipides dans le SClssracides gras libres, le cholestérol
et les céramidé$’. En ce qui concerne les triglycérides, il a étévréoque leurs taux dans le
SC est presque rif alors que la composition du tableau 4-1 attribe chleurs de 23,4% et
33,4%. Cette surestimation proviendrait d’une iiocigle la couche sous cutaffée

1.2.Modéles destratum corneum

A partir du tableau 4-1, nous avons considéré auees 3 classes principales de
lipides dans le SC sont majoritaires. Alors quefdesrcentages en céramides et cholestérol
sont comparables, on note une forte baisse ensagrds libres pour les peaux psoriasiques.
Nous avons donc construit des modeles avec cess3ed majoritaires (tableau 4-2). Ce
résultat est confirmé par les études menées pgrk@i¥. En effet, I'auteur montre dans son
étude que les acides palmitique et stéarique saiblement exprimés dans les peaux

psoriasiques comparées aux peaux saines.

Si I'on considere que la masse moléculaire moyatesecéramides est de 700, celle
des acides gras libres de 386 et celle du chot@stér368* on obtient alors le ratio molaire

entre les 3 classes principales de lipides dassdéum corneum (tableau 4-2).
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Linides M,asse_ 9%(wt) peaux| Ratio molaire| 9%(wt) peaux | Ratio molaire
P moleculaire.  gaines peaux saines| psoriasiques peaux
(g/mole) psoriasiques
Céramides 700 36 1 44 1
Cholesteérol 368 21 1,1 28 1,2
Acides gras 386 43 2,2 28 1,15

Tableau 4-2: Masse moléculaire, pourcentage massique et ratidaineo des classes
principales de lipides du stratum corneum

L’étude par RMN du deutérium de modelessttatum corneuna déja été réalisée. Dans ces
modeles, les céramides de la peau sont remplacé&epaéramides de cerveau de bovins et
les acides gras libres par de I'acide palmitiquetéré'®. Les auteurs ont utilisé la RMN du
deutérium sur ces modéles membranaires et ont éngotentre 20°C et 50°C la membrane
se trouve en phase lamellaire cristalline. Ellecasactérisée par un haut degré d’organisation
dans laquelle les chaines hydrocarbonées sont bkssside maniére réguliere. En RMN du
deutérium, le spectre obtenu présente un éclatequairipolaire de +126KHz. La proportion
de cette phase diminue lorsque la température antgnjasqu’a disparaitre entierement
autour de 50°C. Entre 50°C et 70°C la membranems/e¢ en phase isotrope. Seul I'acide
palmitique deutéré sera visible en RMN du deutéraimous renseignera sur |'état structural
de la membrane lipidique.

Les modéles membranaires que nous avons fabrigunésienc détaillés dans le tableau 4-3.

o Masse moléculaire| Ratio molaire peaux| Ratio molaire peaux
Lipides (Da) _ o
saines psoriasiques
Céramides de 700 1 1
cerveau de bovins
Cholestérol 368 11 1,2
Acide palmitique 288 2,2 1,15
perdeutéré

Tableau 4-3: Composition lipidigue des modéles stratum cornéaim ®t psoriasique

préparés pour notre

étude.
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1.3.Les promoteurs d’absorption

Ces modeles sont validés en présence d'un promafabsorption connu, l'acide
oléigue et d’'un composeé inerte pourdiatum corneumla vaseline (figure 4-1 a). Cette
validation est nécessaire afin de s’assurer quenledéeles répondent correctement aux
composés qui leur sont soumis. Le ratio molaire 2©utilisé est de 1/2. La quantité d’acide
oléigue ajoutée est raisonnable étant donné que ldacas d’'une application topique les
agents actifs sont en exces par rapport aux lildeSC. Dans une étude similaire réalisée par
Rowat** le ratio AO/SC variait entre 1/5 et 1/3. Pour dae&omparaison soit possible, la
méme quantité de vaseline a été ajoutée aux model8€. L’acide oléique (AO) (figure 4-1
b) est un promoteur d'absorptién capable d’augmenter le flux de molécules exogénes
travers lestratum corneum Selon Rowdf* I'acide oléique est capable d’extraire des
fractions lipidiques de SC. Il en résulte une dimiion de la phase lipidique cristalline et la
création de domaines plus perméables, riches enLAQaseline est formée d’un mélange
d’alcanes allant de C16 a C20 (figure 4-1). Ella gu’un rdle occlusif empéchant la perte
d’eau a travers la peau. Elle ne favorise donclapgsenétration de substances exogenes a

travers la pedd®.
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Figure 4-1: Structure chimique de la vaseline (a) et de I'aatique (b)
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Les interactions AO — SC et vaseline — SC ont &tdiées en utilisant la résonnance
magnétique nucléaire du deutérium & I'état solitle NMR). Cette technique permet
d’étudier les modifications locales de systémes bramaires complexes. L&H NMR
apporte des informations sur les changements aoatwnnels des constituants
membranaires. En incorporant de I'acide palmitigneedeutéré (PA4) dans lestratum
corneum on peut étudier l'acide palmitigue indépendammees autres constituants
membranaires. Il apparait que lI'acide oléique edgemine séparation de phase du SC dans
laquelle une phase cristalline et une phase isetcogxistent. La vaseline engendre le méme

type de modifications, mais a un degré bien moinzoirtant.

2. Matériaux et méthodes

2.1. Matériaux

L'acide oléique (pureté: 98%) et l'acide palmitigupureté 97%) nous ont
gracieusement été fournis par la société intereh{iparis, France). La Vaseline provient de la
société Cooper (Paris, France). Le céramide de 2yfpeireté 98%) provient des laboratoires
Christian Dior (Nanterre, France). L'acide palmitg perdeutéré (PAsg (pureté 97%)

provient de la société Eurisotop (Saint-Aubin, Egn

2.2.Préparation des échantillons

Pour la préparation des modeles lipidiques de pea®A-d1, le cholestérol et le
céramide sont dissous dans le mélange chloroforgtbamol (7/3). Le solvant est ensuite
éliminé par évaporation a l'aide d'un speedvacasysAES1010 de chez Savant Ramsey,
USA). Les traces résiduelles de solvant sont ébesnpar lyophilisation a partir d’'une
suspension aqueuse. La poudre blanche résultabteessspendue dans un excés d'eau
dédeutéree (63%-71% massique ou 97-98% molairapa&i@Baint-Gobain France). Trois
cycles chaud-froid (70°C et -196°C) avec agitatiofiaide d’'un vortex sont réalisés afin
d’homogénéiser I'échantillon. Par la suite, uneesdtéchantillons est fabriquée par addition
de vaseline ou d’acide oléique a la suspensioditjpe. Trois cycles chaud-froid (70°C et -

196°C) sont realisés afin d’homogénéiser I'échianti
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Les expériences de RMM résumés tableau 4-4 ont été réalisées a des ratmes
variant de 25°C a 60°C sur plusieurs échantillanigides formant le SC sain et psoriasique.

Ratio molaire
. 0 . 0 .
Cer | Chol | PAH4, | Vaseline opl\gilgje % (massique) eau | %(molaire) eau

SC sain 1 11 2,2 - - 71 98

SCsain+ | g4 22 22 ] 67 97
vaseline

SC sain +
Acide 1 1,1 2,2 - 2,2 64 97
oléique

SC

. 1 1,2 1,15 - - 70 98
psoriasique

SC
psoriasique 1 1,2 1,15 1,7 - 67 97
+ vaseline

SC
psoriasique
+ Acide
oléique

1 1,2 1,15 - 1,7 63 97

Tableau 4-4: Composition lipidigue des modeles stratum cornéaim &t psoriasique,
fabriqués et analysés en RMN

2.3.Analyse par RMN du solide

v’ Spectres

Les spectres de RMN sont réalises a l'aide d'urctspeetre Bruker Avance 300
fonctionnant a la fréquence de 46 MHz pour le dauté La séquence echo quadripolaire
avec cyclage de phdééa été utilisée avec un puls® de 4,5 ps. Chaque pulse est séparé
d’'un délai de 50 us. Le temps de recyclage était, 8les et I'enregistrement de chaque spectre
a nécessité 2000 acquisitions. La température étgitlée a +1°C et stabilisée pendant 30

minutes avant I'acquisition.

v' Moments et paramétres d’ordre

Malgré la relative complexité des spectres obtenug, description quantitative de
I'état des membranes lipidiques peut-étre obtemuéwaluant le moment spectral d’ordre 1

(M l) 148, 149
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M. est calculé en utilisant un programme développédahoratoire, codé en €
(Buchoux S.,non publié) et intégré au logiciel Mical Origin de Originlab (Northampton,
USA) dans lequel les données RMN sont exportéeass e cas d’'une phase cristal-liquide,
le M; dune chaine perdeutérée est relie a la mesurbaglodu parametre d'ordre

orientationnel le long de la chaine, &Schainspar":

IV{1)

7
ﬁ h <SCD>chaine

avec éqQ/h = 167 kHz qui est le couplage quadripolaireddutérium dans la liaison .
On peut ainsi, grace a la mesure durbonter au parametre d’ordre globalcs&naineet

dire si un systéme est rigide (S proche de 1)uddl(S proche de 0).

Figure 4-2: Parametre d’ordre global et organisation de la mear® pour S proche del (a
gauche) et S proche de 0 (a droit8)

v Spectres diphasiques : phase lamellaire et isotrope

Dans certains cas, le spectre est composé d’'uadina isotrope et d’'un spectre de
poudre anisotrope. Le pourcentage d’isotropie paat-déterminé en utilisant deux méthodes
différentes, la méthode par simulation de raierégm et la méthode de Fenske et'alCes
deux méthodes donnent des résultats équivalemsndant la méthode par simulation de raie
isotrope a été privilégiée par rapport a la méthdeld-enske et al. En effet, cette derniére
méthode a tendance a surestimer le pourcentageadisatrope.

La méthode de Fenske et al. est basée sur ledailagFID se compose de deux courbes
décroissantes, une courbe d’écho a décroissanaderapivi d’une courbe a décroissance
lente. Afin de déterminer le pourcentage d’isotegpine extrapolation linéaire manuelle de la

courbe a décroissance lente est réalisée jusgerapst correspondant au sommet de I'écho.
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L'intensité de la courbe d’extrapolation, au nivehupic de I'écho, est proportionnelle a la

phase isotrope.

Tntensite
Pic del echo

./::/ Décroissance
. id
Proportion \ TR
de phase Décroissance
isotrope \ / lente
Extrapolation
linéaire
T - ] r+r 1 &1 cFr [ FF &t ] 5 1 & T'E‘ll'll)ﬁ
50 100 150 200 [us]
Temps du
pic d’echo

Figure 4-3: Méthode de Fenske et &° pour la détermination du pourcentage d'isotropie &
partir de la FID.

Le principe de la méthode de simulation de raitrope est basé, comme son nom l'indique
sur la fabrication artificielle d’'une raie isotromn utilisant I'outii NMRsim du logiciel

Topspin. Cette raie isotrope est par la suite saiistau spectre RMRH d'intérét (figure 4-

4).
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o

('-1

| :
2000 0 -2000 [ppm]

Figure 4-4: Méthode de simulation de la raie isotrope pour éedmination du pourcentage
d’isotropie. Le pic isotrope simulé (B) de parameetrB égal a 500Hz est soustrait a un
spectre total (C) pour donner le spectre de diffiéee(A)

L’intégration du spectre total et I'intégration dpectre dont la raie isotrope a été soustraite

permet de calculer le pourcentage de raie isotiopelifficulté de la technique réside dans la

fabrication d’une raie isotrope dont la largeuraeuparfaitement la raie isotrope a soustraire.
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Cette opération est réalisée en faisant varievdé=urs de la largeur a mi-hauteur (LB) du pic

isotrope dans le logiciel topspin.

3. Résultats

v RMN ?H de modéles de peau saine et psoriasique

La figure 4-5 montre les spectres RMN du modéle peau saine (gauche) : Cer/Chol/
PA-’Hs; (1/1.1/2.2) et du modéle peau psoriasique (dr@&yChol/ PAZH3; (1/1.2/1.15) &
trois températures caractéristiques (30°C, 45°d, E6fC) parmi les températures étudiées
(25°C-60°C). Les conditions d’acquisition sont nmamues identiques pour toutes les
expeériences. Pour le modele peau saine, a 30°€hé&ees de I'acide palmitique sont rigides.
En effet, le doublet de Pake a +63kHz représen¢asignal des Cpestcaractéristique d’un
systeme rigide. Le doublet ayant un éclatementmipaldire de £36kHz est caractéristique de
la rotation autour de 'axe C3 des groupes méthyplease cristalline. Le spectre observé a
45°C est composé d'une phase lamellaire fluidect@raé par un éclatement quadripolaire
des CD2 de +26 KHz, un éclatement quadripolaire @B8 de +3,5 KHz et d’'une phase
isotrope. Ces résultats sont en accord avec ceernubpar ceux de Fenske et*81Selon les
auteurs la phase isotrope est probablement une pbgjueA 55°C tout I'acide palmitique
présent dans le modéle peau saine est sous foatnepis. Pour le modéle peau psoriasique
on observe, comme pour le modéle peau saine uree phiastalline a 30°C. Cependant, a
45°C on a I'apparition d’une phase lamellaire fejidhais il n'apparait pas comme dans le cas
du modele peau saine, une phase isotrope. A 55§@ itoexistence d’'une phase lamellaire
fluide et d’'une phase isotrope comme dans le cda deau saine mais a une température de

45°C pour cette derniére.
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|I
| : L
WAW :
asc] T T 45°C |
__________ I e = — B
wc] [—30°c] e
i B g T IRy — -
L 1 'l 1 ] L L 1 L l
100 50 o 50 100 100 -50 o 50 100
Frequency (KHz) Frequency (KHz)

Figure 4-5: Spectre RMNH du modéle peau saine (gauche) : Cer/ChofRgr (1/1,1/2,2)

et du modeéle peau psoriasique (droite) : Cer/Chm{lR3; (1/1,2/1,15) & 30°C, 45°C et 55°C.
Les spectres sont tracés en intensité absolueelsous la courbe reste donc constante ce qui
explique que certains spectres sont tronqués. Errinspectres pleine échelle montrant
'importance de la phase isotrope.

Une forte décroissance du;Mfigure 4-6) est observée pour le modele peauesain
entre 40°C et 50°C. Cette décroissance est dwugppdrition d’'un pic isotrope et de la phase
lamellaire fluide. La transition de phase entredsokt phase isotrope est observée a 42°C. A
'opposé, une décroissance lente dy édt observée pour le modele peau psoriasique. Deux
transitions sont observées. La premiere a lieu 48t€ et est caractéristique de la transition
entre phase solide et phase lamellaire liquideseé@nde a lieu a 55°C et se traduit par la

transition de la phase lamellaire liquide versHage isotrope.
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Figure 4-6 : Evolution du M en fonction de la température calculée pour le é@peau
saine : Cer/Chol/PAHs; (1/1.1/2.2) et le modéle peau psoriasique : CeolEA-*Ha;
(1/1.2/1.15)

Au-dela de 40°C le pourcentage d’isotropie augmeatsidérablement dans le cas de
la peau saine (figure 4-7). Des 50°C la phasedpetrest de 80%. Dans le cas de la peau
psoriasique, le pourcentage d’isotropie est quasimel jusqu’a 45°C. Au-dela de cette
température il augmente pour atteindre 58% a 60°%3t important de noter que dans le cas
de la peau psoriasique le pourcentage de phasepea 55°C n’est que de 35% comparé a la
peau saine ou il est de 80%. Ces résultats viencemipléter et confirmer les résultats

précédents sur I'évolution du;M

184



Chapitre 4 - Validations des modeles lipidiquesttatum corneum par RMN du solide

—m— saine PA-d
100 - —®— pso PA-d

80

(o2}
o
1

Phase isotrope (%)
5
1

20

0'|'|-|-$-"*"_'/|'|'|

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempeérature (°C)

Figure 4-7 . Pourcentage d’isotropie en fonction de la tempémaueéterminé pour le modele
peau saine : Cer/Chol/PAds; (1/1.1/2.2)et le modéle peau psoriasique : CerlEo’Hs,
(1/1.2/1.15)

v RMN ?H de modéles de peau saine et psoriasique en peédervaseline

La figure 4-8 représente le spectre RKHNsuite & I'ajout de la vaseline & Ri = 0,5 sur
modéle de peau saine (gauche) : Cer/CholAiRAEL/1.1/2.2) et modéle de peau psoriasique :
Cer/Chol/ PA2H3,(1/1.2/1.15) (droite) & 3 températures caractéristiques (30°C, 40°C et
50°C). Pour les modéles de peau saine et psorasigel petite partie de I'acide palmitique se
retrouve sous forme isotrope des 30°C. Néanmoingdgorité du spectre enregistré est
caractéristique d’'un état solide. A 40°C et 50°€ $pectres de peau saine et psoriasique
présentent une faible teneur en phase cristallifiide. La majorité de la phase se trouve

sous forme isotrope.
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Figure 4-8: Spectre RMNH du modéle peau saine (gauche) : Cer/ChofiRgr (1/1,1/2,2)

et du modéle peau psoriasique (droite) : Cer/ChaffA3; (1/1,2/1,15) & 30°C, 40°C et 50°C
apres ajout de vaseline a Ri = 0,5. Les spectres sacés en intensité absolue, l'aire sous la
courbe reste donc constante ce qui expliqgue quiiosrspectres sont tronqués. En insert,
spectres pleine échelle montrant I'importance dpHase isotrope.

Les figures 4-9A et 4-9B représentent respectivenie M; des modéles de peau
saine et psoriasique en présence et en 'absencasdéne. Jusqu’a une température de 30°C,
la présence de vaseline sur les modeles de paael edapsoriasique n’engendre que trés peu
de modifications. La majorité de I'acide palmitiqest sous forme cristalline comme dans le
cas des peaux saines et psoriasiques dénuéessalmeaAu-dela de 30°C, on observe une
baisse du Mdans les deux types de peau en présence de easeditie baisse est due a un
changement de phase de l'acide palmitique qui pasbdement de la phase lamellaire

cristalline a une phase lamellaire fluide et unagghisotrope.
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Figure 4-9: Evolution du M en fonction de la température calculée pour le é@geau
saine (A) : Cer/Chol/PAHs; (1/1.1/2.2) et le modéle peau psoriasique (B) r/Cleol/PA-
Has; (1/1.2/1.15)en présence et en I'absence de vaselin

La courbe du pourcentage d’isotropie dans le catadeeau saine en présence de
vaseline (figure 4-10 A) est quasiment identiqueche de la peau saine seule. On observe

toutefois la présence de phase isotrope a hauel%l a 20% pour des températures en
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dessous de 40°C dans le cas de la peau sainesmpeée vaseline, alors que la quantité de
phase isotrope est au maximum de 5% dans le daspg@au saine pour le méme intervalle de
température. Au-dela de 40°C on observe pour leg denditions une augmentation subite
du pourcentage d’isotropie. Dans le cas de la psatiasique, I'ajout de vaseline entraine des
les plus faibles températures une augmentationalucpntage d’isotropie qui se poursuit
lentement jusqu’a une température de 35°C ou @inattine quantité de phase isotrope de
I'ordre de 40% (figure 4-10 B). Au-dela de 35°Qplaase isotrope augmente subitement pour
atteindre une valeur proche de 100% a 45°C. Legeotimge d’isotropie se maintient a cette
valeur pour les températures supérieures. Danadale la peau psoriasique, le pourcentage
d’isotropie se maintient proche de 0 jusqu’a lagémature de 45°C.
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Figure 4-10: Pourcentage d’isotropie en fonction de la terapée déterminé poue modele
peau saine (A) : Cer/Chol/PAds; (1/1.1/2.2) et le modéle peau psoriasique (B) :
Cer/Chol/PA%H3; (1/1.2/1.15)en présence et en 'absence de vaselin
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v RMN ?H de modéles de peau saine et psoriasique en peédartide oléique

La figure 4-11 représente le spectre REHNsuite & I'ajout d’acide oléique & Ri = 0,5
sur modéle de peau saine (gauche): Cer/CholPHRA1/1.1/2.2) et modéle de peau
psoriasique : Cer/Chol/ PAd31(1/1.2/1.15)(droite) & 3 températures caractéristiques (30°C,
40°C et 50°C). Pour la peau saine un importanigutrope apparait des 30°C. Une parti de
'acide palmitique est cependant maintenu sous doamstalline. Dans le cas de la peau
psoriasique, la présence d’acide palmitique sousmdocristalline est quasi inexistante, la
guasi-totalité de I'acide palmitique est sous foismrope. Dés 40°C et au-dela pratiquement

100% de l'acide oléique est sous forme isotrope fEsudeux types de peau.
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Figure 4-11: Spectre RMNH du modéle peau saine (gauche) : Cer/ChoffRar (1/1,1/2,2)
et du modéle peau psoriasique (droite) : Cer/Chm{’R3; (1/1,2/1,15) aprés ajout de I'acide
oléique a Ri=0,5 a 30°C, 45°C et 55°C. Les spect@# tracés en intensité absolue, I'aire
sous la courbe reste donc constante ce qui expligigecertains spectres sont tronquEés.
insert, spectres pleine échelle montrant I'impodanie la phase isotrope.
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Les figures 4-12 (A) et 4-12 (B) représentent respement le M des modeéles de
peau saine et psoriasique en présence et en labsgéacide oléique. On remarque que I'effet
de l'acide oléique sur les membranes commencefairgesentir des 15°C par une baisse du
M;. Dans le cas de la peau saine en présence daléidge, des 25°C, le parametre d’ordre
est proche de 0,5 alors qu’il est proche de 1 tanas de la peau saine. Ainsi, dans le cas de
la peau saine I'effet déstructurant de I'acide quiéi est moindre comparé aux effets produits

sur la peau psoriasique mais reste néanmoins iangort
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Figure 4-12: Evolution du M en fonction de la température calculée pour le é®geau
saine (A) : Cer/Chol/PAH3; (1/1.1/2.2) et le modéle peau psoriasique (B) r/Cleol/PA-
Ha; (1/1.2/1.15)en présence et en 'absence d'acidioe
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La courbe du pourcentage d'isotropie dans le cda geau saine en présence d’acide
oléigue (figure 4-13 A) est décalée vers la gaymdrerapport a celle de la peau saine. Ainsi a
40°C quasiment 85% de l'acide palmitique se trosweels forme isotrope alors que le
pourcentage d’isotropie n'est que de 5% dans ledeak peau saine en I'absence d’acide
oléigue. L'allure de la courbe dans le cas de kupgsoriasique en présence d’acide oléique
(figure 4-13 B) est la méme que dans le cas deeda paine en présence d’acide oléique.
Cependant, le pourcentage d’isotropie a une terpérdonnée est inférieur dans le cas de la
peau psoriasique en présence d'acide oléique gue ldacas de la peau saine en présence
d’acide oléique. Ainsi, a 30°C on observe pres 0% &le phase isotrope dans le cas de la
peau psoriasique en présence d'acide oléique qloetle est de 65% dans le cas de la peau

saine en présence d’acide oléique.
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Figure 4-13: Pourcentage d’isotropie en fonction de la terapuge déterminé pole modéle
peau saine (A) : Cer/Chol/PAds; (1/1.1/2.2) et le modéle peau psoriasique (B) :
Cer/Chol/PA%H3; (1/1.2/1.15) en présence et en I'absence d'aciéiejoe
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4. Discussion

Trois principaux résultats ressortent de notreetud

i) Les lipides du modéle peau psoriasique formem organisation plus rigide que ceux du

modeéle peau saine
i) La Vaseline entraine peu de modifications meamiaires en dessous de 30°C

iii) L’acide oléique entraine des modifications maamnaires importantes des 10°C.

Les lipides du modéle peau psoriasique forment arganisation plus rigide que ceux du

modele peau saine

Une phase lamellaire cristalline Lc (figure 4-14) ebservée pour les modeles peau saine et
psoriasique entre 30°C et 42°C. Cette phase lamsetastalline est caractérisée par un haut
degré d’organisation dans laquelle les chainesdogibonées sont assemblées de maniéere
réguliere. Cette phase est trés peu hydratée. lesnas ne sont pas orientées
perpendiculairement a la bicouche et sont inclingsrapport a la normale a la bicouche.
Cette phase est caractérisée par une tres faibllidodes lipides ce qui conféere un
comportement trés statique & la membtane

Il est intéressant de noter que cette phase dingtabxistein vivo™>. Elle est
certainement a l'origine de la diffusion limitée delécules a travers la peau et est donc
responsable de la fonction barriere du SC. Unei@tpn similaire a récemment été faite par
J.L. Thewalt®®. Au-dela de 42°C, les modéles lipidiques évolubfiéremment. Les modéles
peau saine et psoriasique passent par une phastalaenfluide vers 42°C. Cette phase est
caractérisée par des défauts dans l'alignementigeres lipidiques. On parle de phaseou
encore de phase « fluide », caractérisée par uhmlit@accrue des lipides. La quantité de
phase isotrope pour le modéle peau saine commesuggnadenter a partir de 40°C (figure 4-7)
alors que dans le cas de la peau psoriasique e pdeirope n’apparait qu’'a une température
de 50°C. La déstructuration du modeéle peau psquasdemande donc d'apporter plus de
chaleur et donc plus d’énergie que dans le cas atlelm peau saine. Les lipides du modele
peau psoriasique forment donc une organisation niiee que ceux du modéle peau saine.
Cette observation peut étre reliée a ce qui esireém vivo. En effet, les plaques de psoriasis

sont des structures seéches et épaisses forméesrdpitement important de cornéocytes.
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Il est important de noter qu’'une phase isotropeaggipdés 25°C pour le modele peu
saine et dés 50°C pour le modéle de peau psore@sigs lipides peuvent alors se trouver
sous forme micellaire, en phase cubique ou en pBpeage. Cette phase isotrope serait
caractéristique d’'une phase cubique. En effet, Hasp cubique a été décrite dans de
nombreuses membranes biologiqdé<ette supposition a également été évoquée pakeen

|115

et al: > pour I'apparition de phases isotropes a haute éemtyre sur des modéles de stratum

corneum.

208,
058®

— S8
o

Phase lamellawe flmde

Phase isotrope

Phase lamellamre cnistalline

Figure 4-14: Organisation des lipides en phase lamellaire ctlsta, lamellaire fluide et
isotrope.

La Vaseline entraine peu de modifications membrasan dessous de 30°C

Il N’y a pratiguement pas de modifications de lamgation du SC par la vaseline a
une température en dessous de 30°C. Cependanteadedeette température la proportion de
phase isotrope n’est plus négligeable. La vaselamble avoir un effet déstructurant, mais
au-dessus de 30°C, surtout pour la peau psoriasidgpothése qui peut étre faite est la
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suivante : la vaseline est un hydrocarbure et est ccapable d’interagir a une certaine
température avec des molécules lipophiles telles'quide palmitique et provoquer ainsi une
perturbation de I'organisation du SC. On peut ssppgu’en appliquant de la vaseline sur la
peau aucun effet indésirable ne sera observe.dpdirecpour des températures supérieures a
30°C comme par exemple une exposition au soleileffet déstructurant sur les lipides
intercellulaires du SC pourrait étre observé. Gt eléstructurant sera certainement plus
important dans le cas de peau psoriasique comngpeoléve nos résultats. En effet, une

importante proportion de phase isotrope est obsateé 30°C.

L’acide oléigue entraine des modifications membmasaimportantes dés 10°C

L’ajout d’acide oléique aux modeéles lipidiques psaine et psoriasique fait apparaitre
une phase isotrope qui coexiste avec une phasallanis des 10°C. L’organisation structurale
du pic isotrope n’est pas connue. Il peut s’agimdeelles d’acide palmitique contenant de
I'acide oléigue et distinct de la phase lamellaited’'une structure contenue dans la phase
lamellaire comme une phase cubique ou éponge. Gétéxogénéité de la membrane dans
laquelle coexiste des zones « rigides » et « flu@ermettrait certainement d’augmenter le
passage de molécules a travers le SC. Nous avongéngue la structure cristalline et
imperméable du SC pouvait étre en équilibre avaatdts phases plus fluides modifiant la
perméabilité du SC grace a I'ajout de promoteuabsbrption cutanés tel que I'acide oléique.
Il est connu que la présence d'acide gras insatlags le SC tel que l'acide oléique sont

capables de destabiliser I'organisation en stradaumellaire des lipides du SC.

5. Conclusion

Au cours de cette étude, nous nous sommes intéraggé&onstructions de modeles de
peau saine et psoriasique et a leurs perturbationgésence de vaseline et d’acide oléique.
Les résultats obtenus confirment la validité dermesleles. En effet, la peau psoriasique est
plus rigide que la peau saine. D’autre part, laehas entraine peu de modifications
membranaires a 30°C. Au-dela de 30°C, on obseagpdrition d’'un pic isotrope prouvent
gu’il y a une désorganisation du systeme lipidiqules résultats confirment également que
'acide oléique engendre des modifications membrasamportantes a savoir, I'apparition

d’un pic isotrope dées 10°C, qui coexiste avec lasghamellaire cristalline et qui génere donc
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des défauts dans l'agencement quasi cristallin @ & température ambiante. Cette
hétérogénéité expliquerait pourquoi I'acide oléiggst un promoteur d’absorption cutanée
efficace. Nous allons a présent tester I'efficadi@sorption cutanée d’'un lipoamino acide,
la cocoyl valine. Ce lipoamino acide sera associeda cyclosporine pour accroitre le
passage de cette molécule a traversrgtum corneunet ainsi traiter les patients atteints de
psoriasis.
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CHAPITRE 5
ETuDE PAR RMN ?H DU SYSTEME COLLOIDAL LIPOAMINO ACIDE  —
CYCLOSPORINE A SUR DES MODELES LIPIDIQUES DE STRATUM CORNEUMSAIN ET
PSORIASIQUE

1. Introduction

1.1.La cyclosporine A

La structure de la cyclosporine A (CsA) a déja dé€rite dans le chapitre 2. La
cyclosporine que nous avons déja évoquée, induwt inhibition sélective des fonctions
lymphocytaires T, empéchant leur expansion clonle agit en bloquant la production
d'interleukine 2 par la cellule T auxiliaire : ebque l'activation du géne de l'interleukine 2
(IL2), de telle fagon que la production d'’ARN-meag=ade I'lL2 est supprimée. En l'absence
d'IL2, les lymphocytes T cytolytiques ne prolifeérgmas. Ills ne sécrétent donc plus de
cytokines et la prolifération anarchique des kéxyies, responsable de I'apparition du

psoriasis est stoppée.

A I'heure actuelle, la cyclosporine est administgga voie orale, sa toxicité sur
I'organisme par ce mode d’administration est doraximalé>* > Afin de bénéficier des
bienfaits de la molécule sur le psoriasis tout enirtbant sa toxicité de nombreuses études
effectuées par différentes équipes de recherchéténnenées afin de développer des formes
pharmaceutiques permettant I'administration deytdosporine par voie topique, directement
sur les lésions. A I'heure actuelle, aucune formdéveloppée n'a donné de résultats

concluants.

1.2. Travaux antérieurs sur 'administration de CsA par voie topique

L’administration topique de CsA est une stratégrenpetteuse pour traiter les
maladies cutanées, étant donné que les effets daoes associés aux traitements par voie
systémique sont grandement dimindés'®® Cependant, cette stratégie s'est révélée
inefficace dans la plupart des tds™® et son inefficacité est due & une mauvaise petiGir
du principe actif dans la ped¥. La pénétration de la CsA & travers la peau éstrirauvaise
du fait de sa grande lipophilicité et de son peiséculaire éleve® 0 Le role principal de

la peau est de protéger lI'organisme des agentogeatles et de la perte d’eau. La principale
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barriére de protection réside dans la partie | pixterne de la peau : #ratum corneum
(SC). Les lipides intercellulaires présentent ugréled’organisation élevé et forment des
lamelles orientées de maniére paralléle & la seidas cornéocyt&s.

Afin d’augmenter la pénétration de la CsA a travarpeau il est nécessaire d'utiliser
des techniques qui sont capables de réduire lstaése diffusionnelle du SC. De nombreuses
méthodes physiques et chimiques telles que I'idmtogse ou des formulations contenant du
n-decylmethyl sulfoxide, du cholate de sodium ourmaéles liposomes, ont été utilisées afin
d’augmenter la pénétration de la CsA a travers@&’S* 15 156 16%nais Ja majorité des

formulations testées se sont révélées non conesiant

Au cours de cette étude, nous avons testé des lations contenant un LAA afin
d’accroitre le passage de la CsA a travers la pgaasociation entre un LAA et un principe
actif peut faciliter la pénétration & travers lesembranes biologiqu&é. A notre
connaissance, il n’existe aucune donnée danstéaalitire faisant référence a l'utilisation de
LAA pour améliorer le passage a travers le SC desla. Le LAA utilisé pour cette étude est
la cocoyl valine (CV) qui est un mélange de lauregdine et de myristoyl valine dans les
proportions molaires 3,3 :1. Nous discuterons phis du choix de ce LAA. La CV est
constituée par I'association covalente entre udeataurique et une valine pour la lauroyl

valine et par I'association entre I'acide myriseqet la valine pour la myristoyl valine.

Pour gquelles raisons la CsA n’est pas capable alerser le SC ? La CV est-elle
capable de modifier la structure cristalline dpgliés du SC et permettre a la CsA de traverser
le SC?

Pour répondre a ces questions, nous avons évaitgrdction de la CV avec ou sans
CsA sur des modeles lipidiques de SC sain et pgquia. Les compositions de ces 2 types de
modeles lipidiques sont résumées dans le tableuPdur cette étude nous avons utilisé la
RMN 2H, une méthode non invasive qui permet de connbéti@ d’organisation de lipides
(phases lamellaire, hexagonale, cylindrique, culiaic.). Lors de cette étude, nous avons
utilisé de la lauroyl valine marquée au deutériumn sa chaine grasseif-’H.; pour
fabriquer des systémes colloidaux CV-CsA. De l'agmhimitique deutéré a également éte

utilisé pour la fabrication des modeles lipidiquesSC sain et psoriasique.

Afin d’évaluer les effets sur les modeles de STadeV et du complexe colloidal CV-

CsA nous avons choisi de les ajouter sans mod&ipH final tel qu’on le feraiin vivo.
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2. Matériaux et méthodes

2.1.Matériaux

La CV (pureté: 96%) nous a gracieusement été feupar la société Seppic (Paris,
France). Le cholestérol (pureté: 98%) providentctiez Avanti Polar Lipids (Alabaster,
USA). Le céramide de type 2 (pureté 98%) proviers ldboratoires Christian Dior (Nanterre,
France). L’acide palmitique perdeutéré (PA}dpureté 97%) provient de la société Eurisotop
(Saint-Aubin, France). La lauroyl valine perdeuéé(€,V-"H,3) a été fabriquée par une
méthode modifiée de Y.Lapido et al. (1988t qui est décrite au chapitre 2. La cyclosporine
A (pureté 98%) provient de chez Poli Industria Goan(Milan, Italie), I'urée, la soude 40%

et la glycérine proviennent de chez Sigma (Sairer@o Fallavier, France).

2.2.Méthodes
2.2.1Réalisation d’une formulation aqueuse de CsA en geéce de CV

a. Description de la formule

Afin de réaliser une formulation topique a basecgelosporine A qui présente le
moins d’effets secondaires possible au niveau éutidrest nécessaire que cette formulation
contienne le moins de solvant organique possibt®isNavons donc décidé de réaliser une
formulation aqueuse de CsA. La principale diffiéuést que la solubilité de la CsA dans
l'eau est extrémement faible (30pug/ml). L'ajout 8@mg de CsA a 1ml d’eau forme une
suspension de CsA inhomogeéne (figure 5-1) qui @ida@ucun effet thérapeutique si elle est

appliguée sous cette forme sur la peau.
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Figure 5-1: Répartition inhomogene de 30mg de CsA dans 1miud’Ba I'absence d
solubilisant, la CsA a une tres faible solubili@nd I'eau (30pg/m

Les lipoamino acides ont des propriésolubilisantes sur certaines récules. Des

tests de solubilitéle la CsA en présence de LAA ont été entrepris.réggltats sont résum

dans le tableau 5-1.

LAA (Sels de sodium) Solubilisation CsA Ratio molairt CSA/LAA
c8v Non -
CiV oui <1/20
CiP Non -
C1V oui <1/18
CV (CV + C1aV) ouli <1/19
CieV Oui a50°c -
Non & 25°C
CigV Oui a50°c -
Non & 25°C

Tableau 5-1: Résultats des tests de solubilisation de la CsAdiféérents LA, a 25°C et
50°C.

Seules la ©V, la G4V et la CV permettenine solubilisation de la C: a température
ambiante Pour des raisons de commercialisaffuture, nous avons décidé d'utiliser CV
pour développer la formulation aqueuse sA. En effet, la production deV est maitrisée

par la société SEPPIC et esja commercialisée dans certains produits cosméiSuite a
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de nombreux essais, nous avréussia solubiliser 30mg de CsA dans 1ml d’eau (soit

massique) en présence d¥ @igure £-2).

Figure 5-2: Solubilisation de la CsA dans I'e a température ambiantgrace a la formatiot
d’'un complexe colloidal CV/CsA. La solubilisatioe th CsA dans l'ee a température
ambiantea été augmentée d'un facteur 1000. Elle est padsé80ug/ml a 30mg/ml (3
massique) en présence de CV.

Le pourcentage massigides composants de la formulation permettant debsisker
3% de CsA dans I'eau edétaillé dans le tableau 5-2.

Composants Pourcentage massique ( | Pourcentage molai (%)
CsA 3,00 0,05

CcVv 15,00 1,05

NaOH 1,70 0,92

Eau 80,3( 97,98

Tableau 5-2: Pourcentage massiq et molaireet nature des composants permettan
solubiliser 3% massique de CsA dans I't

Des excipients supplémentaireintervenanipas dans la solubilisation de la CsA

par la suite été rajoutés. Le role de ces excipieatétre détaillé. La composition de

formule finale est décrite dans le table-3.
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Composants | Pourcentage massique (4 Pourcentage molaire (%)
CsA 3,00 0,06

CcVv 15,00 1,20

NaOH 1,70 1,05

Urée 4,00 1,67

Glycérine 5,00 1,35

Natrosol HHX| 1,00 Négligeable

Imidurée 0,50 0,03

Eau 69,80 94,64

Tableau 5-3: Pourcentage massique et molaire et nature des ceamp® formant la
formulation aqueuse finale de CsA.

L'urée est une substance active d'origine naturgllé se retrouve dans tous les
organes, tissus et liquides du corps humain. Qesigent hydratant important de la couche
cornée. C'est le produit final du métabolisme desgmes, ce qui signifie qu'il ne subit plus
aucune modification chimique dans le corps. Il aat@insi provoquer aucune allergie et son
potentiel toxique est également trés faible, desparcaractére endogéffe
Dans le cas du psoriasis, la quantité d’'urée dapgu est réduite. Dans I'épiderme de peaux
normales il ya approximativement 28ug d’'urée pofmc2. Pour les peaux psoriasiques,
'urée est réduite de 40%. L'urée ayant une ca@aaiffixer I'eau, la capacité des peaux
psoriasiques a retenir I'eau est altérée, ce qtrasit par des rougeurs, des irritations...

Une étude a été menée sur la comparaison des @éfédsglycérine et de I'urée sur des
peaux atteintes d’exzém¥. 197 patients en double aveugle ont recu soitcueme a 20% en
glycérine, soit une creme placebo ne contenantpagycérine, soit une creme contenant 4%
d’'urée et 4% de NaCl. Les crémes ont été appliqaéawnoins une fois par jour pendant 30
jours. Des réactions locales superficielles ontaftgervées en plus grand nombre chez les
patients traités avec la solution saline d’'uré&/gp4ue les patients traités avec la glycérine

(10%). Cependant, les 2 traitements ont le ménae sfir I'hydratation de la peau seche.

L'utilisation d’agents antibactériens et antifonggs tel que I'imidurée est nécessaire

du point de vue réglementaire et afin de garaatsthbilité microbiologique du produit.

Un agent gélifiant est nécessaire afin que la féatian puisse étre appliquée sur la
peau sans perte de dose. Notre choix s’est portérsagent gélifiant non ionique qui est un
polymére d’hydroxyéthyl cellulose et qui est comamdisé sous le nom de Natrosol HHX.

Nous obtenons ainsi une formulation semi-solide agtadministration cutanée (figure 5-3)
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Figure 5-3: Formulation aqueuse de CsA optimisée. L’ajout dagent gélifiant (Natrosc
HHX) est nécessaire afin d'appliquer le produit siar peau sans perte de dose |
écoulement.

b. Mode opératoire géné

La formulation est préparée en respectant les ptiops de chacun des excipie
décrits plus hautDans un premier temj on réalise une suspension CV sous agitation.
Une solution de soude 40% est ajoutée. Le pH est atorgpris entre 7,4 et 7,6. agitation
est maintenue jusqu’a I'obtention d’'une solutiangide deCV. Lacyclosporin: est ajoutée a
la solution de @ et I'agitation est maintenue a température antbijusqu’a solubilisatio
totale. Par la suite sont rajoutés dans l'ordgék, li glycérine, I'imidurée. L’agitation e
maintenue jusgu’a solubilisation totaEnfin, le natrosol HHX est ajouté et I'agitation

maintenue jusqu’a I'obtention d’'un gel homogt

2.2.2Résonnance magnétique niéaire

a. Préparation des échantillons de formion aqueuse de CsA a analyser en D

La réalisation d’une expérience de DOSY va nousnpdre de déterminer le coefficient
diffusion des composés d’intéréts dans la formailatCes coefficients de diffusion sont rel
au rayon hydrodynamique de la lécule grace a la relation de Stoc-Einstein. Avant
d’effectuer I'expérience dBOSY il est nécessairde réaliseune expérience de RM*H
préalable permettant’attribution spectrale des différents composéssenés dans |

formulation de CsA.
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Les expériences de RMM et de DOSY sont effectuées sur un DPX Avancé®ru

400 MHz muni d’'une sonde BBI. L'échantillon est ralplacé dans des tubes de 5 mm,
nécessitant des volumes de 400 pl. La séquendséatiest zg (Bruker) pour I'expérience
RMN *H et stebpgp1s19 (Bruker) pour la DOSY. L'impulsig@ proton est de 13ps & 0dB.
La valeur effective du gradient pour I'expérienc®®X est incrémentée par pas de 5% (2, 5,
10,...,95%) pour un total de 16 expériences. La caitipa de la formulation (tableau 5-4)
qui sera testée en DOSY est la méme que celletéétans le tableau 5-3 mais ne contient
pas l'agent gélifiant, le Natrosol HHX afin de naspobtenir des valeurs de viscosité
différentes en fonction du lot fabriqué. En efige précision de I'ordre du milligramme est
nécessaire lors de I'ajout du Natrosol HHX afingdeantir la méme viscosité pour différents
lots de formulation

Composants | Pourcentage massique (4 Pourcentage molaire (%)
CsA 3,00 0,06

CV 15,00 1,20

NaOH 1,70 1,05

Urée 4,00 1,67

Glycérine 5,00 1,35

Natrosol HHX| ABSENT ABSENT

Imidurée 0,50 0,03

Eau 70,8 94,64

Tableau 5-4: Composition de la formulation aqueuse de cyclosmotestée en RMN DOSY.

La viscosité de la formulation est un parameétrdl gast important de maitriser lors
d’'une expérience de DOSY. La viscosité, suite jaliad’un agent gélifiant tel que le natrosol
HHX peut varier d'un échantillon a I'autre, nousoas donc choisi de nous en passer pour
'expérience de DOSY. La viscosité de I'échantillen été déterminée a l'aide d'un
viscosimétre rotatif (figure 5-4). La contrainte dsaillement est imposée par un cylindég (
tournant a vitesse constante dans la solution anmmesontenue dans un récipient cylindrique

(B).
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Figure 5-4: Viscosimeétre rotatif

b. Préparation des échantillons & analyser en RMIN

La préparation des vésicules multilammelaires (MLY%t le méme protocole que
celui décrit au chapitre 4.

Un premier échantillon est fabriqué par additionyelosporine A (CsA) lyophilisée
sur les MLVs. Trois cycles chaud-froid (70°C et 618) sont réalisés afin d’homogénéiser

I’échantillon.

La solution de CV a été préparée par addition d&m§ (0.47 mmol) de CV dans
0.82 ml d'eau. La solution de CV composée du mdalayroyl valine perdeutérée et
myristoyl valine (G2V-?H23/C14v) a été préparée par addition de 116 mg (hB®l) de
C12V-?Has et de 34 mg0.11 mmol) deC14v dans 0.82 ml d’eau. Le pH de la suspension
résultante a été ajusté a 7 par une solution dges#@% et on obtient une solution limpide de

CV et de G,V-?H,3/C14v aprés agitation & température ambiante.

Un deuxieme échantillon est fabriqué par additiame solution de CV aux MLVs de
maniére & former un systéme Cer/Chol/AMA:/CV. Un troisiéme échantillon est fabriqué par
addition de GV-?H,9/C14v aux MLVs de maniére & former un systéme CGeRA/ G,V-
H,4/C14v. Trois cycles chaud-froid (70°C et -196°Cpntsréalisés afin d’homogénéiser
I'échantillon. 30 mg (0.025 mmol) deésA ont été ajoutés a une solution de CV et égaleae
une solution de GV-?H,y/Cl4v. Le mélange est agité & température ambiprsigu’a
solubilisation totale de la CsA. Une solution limide CsA est ainsi obtenue.
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Un quatrieme échantillon a été fabriqué par additibune solution de complexe
colloidal CV/CsA sur les MLVs de maniére a formaraystéme Cer/Chol/PAd3,/CV/CsA.
Le cinquieme et dernier échantillon a été réaliaé addition de la solution de complexe
colloidal GV-?H»9/C14v/ICsA aux MLVs de maniére & former un systénee/Chol/PA/
C1V-’H,3/C14v/CsA. Trois cycles chaud-froid (70°C et -19B°Gont réalisés afin
d’homogénéiser I'échantillon.

La composition des solutions de CV et dg\G’H,35/C14v est résumée dans le tableau
5-5. Les expériences de RMM, résumées dans le tableau 5-6 ont été réalisédes a
températures variant de 25°C a 60°C sur plusiethiargéillons de lipides formant le SC sain

et psoriasique.

Quantité
CV (C1,V-C14v) C12V-?H s Cl4v eau
Solution de CV 150mg (0,36mmaol) - - (O%grzrm:ol)
Solution deCy2V-2HgCl4v i 116mg (0,36mmol) ffmgm) (O%grﬂol)
Tableau 5-5: Composition des solutions de C\WetC1,V-*Has
Ratio molaire % %
. Solution . . .
PA- Solution Solution G,V- (massique) | (molaire)
Cer | Chol| > CsA CyoV- 2
Haq CVv °H,,/C14v H,4/C14v/CsA eau eau
SC sain + CsA 1 1,1 2,2 0,1 - - - 69 98
SC sain + CV 1 1,1 2,2 - 2,2 - - 72 98
SC sain +
CV/CsA 1 11 2,2 0,1 2,2 - - 72 98
SC sain + V-
2H,,/C14v 1 1,1 2,2 - - 2,2 - 72 98
SC sain + V-
2H,/C14VICSA 1 1,1 2,2 0,1 - - 2,2 72 98
P —
SCpsoriasique 44| 15 | 115| 0,08 - : : 68 08
CsA ’ ’ ’
SC psoriasique +
CV/CsA 1 1,2 1,15( 0,08 1,7 - - 72 98
SCpsoriasique 44 | 45 | 95| . 17 - - 72 08
cV ; . ;
SC psoriasique + i i i
C12V-2H23/Cl4v 1 1,2 1,15 1,7 72 98
SC psoriasique +
CoV- 1 1,2 1,15( 0,08 - - 1,7 72 98
2H,./C14vICsA

Tableau 5-6: Composition lipidigue des modeéles stratum cornewim ®t psoriasique,
fabriqués et analysés en RMN
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c. Analyse par RMN du deutériufi

La méthode d’analyse utilisée est identique a clite au chapitre 3.

3. Résultats

3.1.Expérience de DOSY sur la formulation aqueuse de @s

L’expérience de DOSY a été précédée d’'une expéridecRMN'H permettant I'attribution
spectrale des difféerents composés présents ddosmalation de CsA. Le spectre de RMN

'H est représenté figure 5-5

% 9 1?(

?_: /W\/\/\_)L /H/

] 4+5+20
. f

=l /\/\/\/\/\/\/L *(

— gl}céml

f:i_
ﬁ
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Figure 5-5: Spectre RMNH de la formulation aqueuse de CsA réalisée subBiX Avance
Bruker 400 MHz muni d’une sonde BBI. L'échantillest placé dans des tubes de 5 mm,
nécessitant des volumes de 400 ul. La séquencdseatiest zg (Bruker). L'impulsion2
proton est de 13us a 0dB.
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Les atomes de carbones de g\Cet de la C14v constituant la CV ont été numérafés de
faciliter I'attribution des groupements de la C\t $&1 spectre de RMNH. L'expérience de
DOSY a été conduite aprés optimisation des parameém RMN'H et attribution des signaux

du spectre.

Le spectre DOSY de la formule aqueuse de CsA petsenté figure 5-6.
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Figure 5-6: Spectre RMN DOSY de la formulation aqueuse de @shAsé sur un DPX
Avance Bruker 400 MHz muni d’'une sonde BBI. L’étHan est placé dans des tubes de 5
mm, nécessitant des volumes de 400 pl. La séquélisée est stebpgplsl9 (Bruker) pour la
DOSY. L'impulsionz/2 proton est de 13us a 0dB. La valeur effectivegcadient pour
'expérience DOSY est incrémentée par pas de 5%,(20,...,95%) pour un total de 16
expériences.

Il s’agit d’un spectre a deux dimensions. Dans itanpére, (axe horizontal) est
représenté le spectre de la formulation obtenuMhl BH. Dans la deuxiéme (axe vertical) se
trouvent les coefficients de diffusion. Les tactesorrélation obtenues permettent d’associer

un coefficient de diffusion a chaque molécule pnésedans la formulation. Ainsi, on
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remarque que les molécules de\G Cl4v et de CsA possédent le méme coefficient de
diffusion ce qui peut laisser supposer que la Cska €V forment un systéme colloidal. A
I'inverse, on voit que la molécule de glycérol aanefficient de diffusion plus élevé, ce qui

signifie qu’elle n’entre pas dans la compositiorsgatéme colloidal CsA/CV.

Le coefficient de diffusion calculé sur 3 pics reg@ntatifs de la cocoyl valine est de
de 1,8+0,1.18" m’/s.

Le rayon de particules sphériques peut étre débérgriace a I'équation de Stokes-Einstein

KT (11.6)
677R

Avec D, le coefficient de diffusion (en m?/s), R, Rayon de la particule (en m), T, la
température (en Kelvin)y la viscosité (en kg/ms),skla constante de Boltzmann égale a
1,3807.1G° J/k.
Le coefficient de diffusion dépend de la viscoslgéla formulation, elle a donc été
déterminée. On obtient le profil rhéologique représ figure 5-7.
34
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Figure 5-7 : Profil rhéologique de la formulation aqueuse de C#Aix faibles valeurs de
cisaillement (jusqu’a 11003 la solution a un comportement rhéoépaississani fortes
valeurs de cisaillement, la solution a un compodrtriNewtonien
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On voit que pour les faibles valeurs de cisailletriarviscosité augmente lorsque le
gradient de vitesse augmente. On dit alors que fdedut a un comportement
rhéoépaississafif. Aux fortes valeurs de cisaillement, on observe aomportement
newtonien du produit. En effet, lorsque le gradimtvitesse augmente la viscosité du produit

reste constante.

Dans la cuve RMN I'échantillon est immobile. Enatétinant 'ordonnée a l'origine
du graphique figure 5-7 on obtient la valeur devikcosité de la formulation au repos. On
obtient donc une viscosité au repps 2,4mPa.s = 0,0024Nfnte qui est 2,4 fois supérieur &

la viscosité de I'eau qui est de 1mPa.s.

La température était régulée a 298K (25°C) duramitet I'expérience de RMN.
Connaissant le coefficient de diffusion de la C\faetonstante de Boltzman, on trouve grace
a la relation de Stokes-Einstein un rayon hydrodygae Rh = 5,1+0,4nm. Cette taille

pourrait correspondre a une grosse micelle de @wifon 10nm de diametre (figure 5-8).

O

WSS

Figure 5-8 : Représentation d’une micelle de 10nm de diamétre

Des essais en diffusion dynamique de la lumiéreétntéalisés afin de confirmer les
résultats obtenus en RMN pour la détermination ajwom hydrodynamique. La courbe de
corrélation obtenue est bimodale, c'est-a-dire Igpu'est composée de deux exponentielles
décroissantes au lieu d’'une seule, ce qui ne rasdcphérent les valeurs obtenues par cette

technique pour notre échantillon.

Etude des pics de la cyclosporine

Le coefficient de diffusion du pic ‘CsA’ a 2,65 ppmaprésentatif de la cyclosporine
est de 1,7+0,1.18m%s. Cette valeur est trés proche de celle obtenue les micelles de
cocoyl valine (1,8.16'm?%/s). On a donc la preuve que la cyclosporine est kincapsulée

dans les micelles de cocoyl valine.
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Coefficient de diffusion de la cyclosporine seuémsl le chloroforme

Nous avons également analysé en DOSY une solugoB0dg de CsA par ml de
CDCL3 (figure 5-9). Nous avons déterminé le coéfit de diffusion de 6 pics de la CsA.
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Figure 5-9: Spectre RMN DOSY de la CsA dans le GD@alisé sur un DPX Avance
Bruker 400 MHz muni d'une sonde BBI. L'échantillest placé dans des tubes de 5 mm,
nécessitant des volumes de 400 pl. La séquentetatést ledbpgp2s (Bruker) pour la DOSY.
L’impulsionz/2 proton est de 13us a 0dB. La valeur effectivgmdient pour I'expérience
DOSY est incrémentée par pas de 5% (2, 5, 10,...,p6%)un total de 16 expériences.

Le coefficient de diffusion obtenu pour la CsA a&unoyenne de 3,6.+0,1.1bm?/s dans le
CDCL3. Ce qui est trés loin des,7.10"'m%s trouvé pour la cyclosporine encapsulée dans la
CV. La température était régulée a 298K (25°C) dutaute I'expérience de RMN, la
viscosité du chloroforme & 25°C est doncide 0,54mPa.s = 5,4.10 N/m?. Comme D =
3,6.10"° m?/s et que k = 1,3807.1G° J/k on obtient donc selon la relation de Stokestin
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un rayon hydrodynamique Rh = 1,1+0,01nm pour la €sAolution dans le chloroforme, ce
qui correspond bien a la taille du monomere entswiu

En conclusion, la cyclosporine est encapsulée darsysteme colloidal de CV dont le
rayon hydrodynamique moyen est de 5,1+0,4nm. Lerrdyydrodynamique de la micelle est
5 fois supérieur a celui de la cyclosporine. Ontunc supposer que plusieurs molécules de

cyclosporine se retrouvent encapsulées dans urelenite plusieurs dizaines de CV.

3.2.Analyse des échantillons detratum corneumpar RMN °H

Nous avons étudié d’'une part les effets de la GaAes de la CV seule et du complexe
colloidal CV/CsA sur les modéles de peau sainsetigsique. Cela a été possible en suivant
par RMN l'organisation de l'acide palmitique perté incorporé dans nos modeles
membranaires. Le devenir de la CV mis en préseeceod deux modeles membranaires a

également été étudié grace a la synthése de C¥rdeuG,V-"H,/C14v).

3.2.1Effet de la CsA sur les modeles de peaux

Sur la figure 5-10 sont représentés le spectre RiNdes modéles peau saine
(gauche) et peau psoriasigu (droite), respectivement Cer/Chol/PAts; (1/1,1/2,2) et
Cer/Chol/PA%Hs; (1/1,2/1,15) en présence de CsA a Ri = 0,2 & tteimpératures
caractéristiques (30°C, 40°C et 50°C). L'effet de€CkA sur les deux types de modeéles est trés
faible. En effet, Pour la peau saine a 30°C le tspd€@MN est caractéristique d’'une phase
lamellaire cristalline. Pour la peau psoriasiqueobserve en plus, I'apparition d’'une faible
proportion de phase isotrope. A 40°C et 50°C, lesxdmodéles réagissent de la méme
maniére : la phase solide a pratiguement dispatu |[a&sser place a une phase lamellaire

fluide et une phase isotrope.
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Figure 5-10 :Spectre RMNH des modéles de peau saine et psoriasique en pesenc

CsA : Cer/Chol/PAH31/CsA (1/1.1/2.2/0.1) (gauche) et Cer/Chol/Bfs/CsA
(1/1.2/1.15/0.08). Les spectres sont tracés emsitie absolue, I'aire sous la courbe reste
donc constante ce qui explique que certains spestat tronqués. Les spectres bruts ont été
traités par une Lorentzienne de parametre LB ég20@.

Les figures 5-11 et 5-12 représentent respectiveti@mlution du M en fonction de
la température pour les modéles de peau saineodahgisue en présence et en lI'absence de
CsA. Pour le modeéle peau saine en présence de GsAlg différences sont observées par
rapport au modele peau saine sans CsA. Seul I¢ #¢i@°C présente une grande différence,
due a une proportion de phase isotrope plus impirtdans lae cas de la peau saine en
présence de CsA. En effet, le parametre d’ordre°& gour le modele peau saine est de 0,9
alors qu’il n’est que de 0,6 pour le méme modal@resence de CsA. Pour le modéle peau
psoriasique la diminution du Mprovoquée par la présence de la CsA est plus marqu

comparé au modele peau saine mais reste néanradites f
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Figure 5-11 :Evolution du moment Men fonction de la température calculée pour le éhed
peau saine Cer/Chol/PAHs; (1/1.1/2.2) et peau saine en présence de CsA/CBel/PA-
H3,/CsA (1/1.1/2.2/0.1)
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Figure 5-12 :Evolution du moment Men fonction de la température calculée pour le éhed
peau psoriasique Cer/Chol/PAds,/CV(1/1.2/1.15/1.7) et peau psoriasique en présatee
CsA : Cer/Chol/PAH31/CsA (1/1.2/1.15/0.08)

218



Chapitre 5 — Etude par RMRH du systéme colloidal lipoamino-acide — cyclosperA sur
des modeéles lipidiques de stratum corneum sais@iasique

Les figures 5-13 et 5-14 représentent respectivertiémolution du pourcentage
d’isotropieen fonction de la température pour les modelesedel saine et psoriasique en
présence et en l'absence de CsA. Dans le cas geda saine I'évolution des courbes
d’isotropie est quasiment identique pour les ma&l@keau saine en I'absence et en présence
de CsA. Ce résultat confirme de nouveau que la €A d’influence sur le modele peau
saine. Dans le cas de la peau psoriasique en peederCsA on observe une augmentation du
pourcentage d’isotropie des 30°C et celui-ci sentieait a un plateau entre 30% et 40% dans
l'intervalle de température 40°C-50°C. Dans le @ada peau psoriasique seul le pourcentage

d’isotropie reste pratiquement nul jusqu’a une térafpure de 45°C.
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Figure 5-13 : Evolution du pourcentage d'isotropie en fonction ldetempérature calculé
pour le modéle peau saine Cer/Chol/BAs (1/1.1/2.2) et peau saine en présence de CsA :
Cer/Chol/PA%H3,/CsA (1/1.1/2.2/0.1)
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Figure 5-14 : Evolution du pourcentage d'isotropie en fonction ldetempérature calculé
pour le modéle peau psoriasique Cer/CholAPA;(1/1.2/1.15) et peau psoriasique en
présence de CsA : Cer/Chol/PBs./CsA (1/1.2/1.15/0.08)

3.2.2Effet de la CV sur les modéles de peaux

v' Acide palmitique perdeutéré utilisé comme reporter

Sur la figure 5-15 sont représentés le spectre RiANdes modéles peau saine
(gauche) et peau psoriasigu (droite), respectivement Cer/Chol/PAts; (1/1,1/2,2) et
Cer/Chol/PA%H3; (1/1,2/1,15) en présence de CV a Ri = 0,5. L'effetla CV sur les deux
types de modéles se traduit par une déstructurateona phase cristalline a 30°C et la
formation d’'une phase lamellaire fluide majoritagied’'une phase isotrope minoritaire. Ces
deux phases restent a peu pres dans les mémesrtnaposur toute la gamme des
températures étudiées (20°C-50°C). Aucune tramsd®phase ne peut donc étre observée. I
est intéressant de noter qu’a partir de 40°C uisséale la phase isotrope est observée pour
le modéle peau psoriasique pour étre pratiguemele & 50°C.

220



Chapitre 5 — Etude par RMRH du systéme colloidal lipoamino-acide — cyclosperi sur
des modéles lipidiques de stratum corneum sais@igsique

50°C | - 50°C
40°0 I S . 40°C P
e ‘ e — AN |
30°C sl 30°C
L A 't I. d L A 't L J
100 50 o 50 100 100 -50 o 50 100
KHz KHz

Figure 5-15 : Spectre RMNH des modéles de peau saine et psoriasique en pesencV :
Cer/Chol/PA%H3,/CV (1/1.1/2.2/2.2) (gauche) et Cer/Chol/PtAg/CV(1/1.2/1.15/1.7). Les
spectres sont tracés en intensité absolue, I'ainessla courbe reste donc constante ce qui
expligue que certains spectres sont tronqués. lpestses bruts ont été traités par une
Lorentzienne de paramétre LB égal a 200Hz.

Les figures 5-16 et 5-17 représentent respectiveiravl; des modeles de peau saine
et psoriasique en présence et en I'absence de GW. I[Bs deux modeles, I'ajout de CV
entraine une importante chute dy 8dmparés aux modeles respectifs sans ajout d€€Elte
chute du M est due a la destruction totale de la phase lameitristalline. La valeur du M
est basse méme aux températures les plus bassés sBige, pour les deux modeéles, la valeur
du M; baissejusqu’a une température de 35°C et atteint un glatorrespondant a 50% de

phase lamellaire fluide.
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Figure 5-16 :Evolution du moment Men fonction de la température calculée pour le éhed
peau saine Cer/Chol/PA4s; (1/1.1/2.2) et peau saine en présence de CV :GDet/PA-

’H3y/CV (1/1.1/2.2/2.2)
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Figure 5-17 :Evolution du moment Men fonction de la température calculée pour le éhed
peau psoriasique Cer/Chol/PAds;(1/1.2/1.15) et peau psoriasique en présence de CV
Cer/Chol/PA2H3,/CV(1/1.2/1.15/1.7)
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Les figures 5-18 et 5-19 représentent respectivertiémolution du pourcentage
d’isotropieen fonction de la température pour les modelesedel saine et psoriasique en
présence et en I'absence de CV. Pour les deux e®del peau en présence de CV la valeur
du pourcentage d’isotropie est proche des 10% &egoles températures étudiées. En
'absence de CV le pourcentage d’isotropie pewdiradre des valeurs trés élevées. Pour le

modeéle peau saine par exemple, a 50°C un pouraedisgtropie de 80% est obtenu.
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Figure 5-18 :Evolution du moment Men fonction de la température calculée pour le éed
peau saine Cer/Chol/PA43; (1/1.1/2.2) et peau saine en présence de CV :GDet/PA-
’H3,/CV (1/1.1/2.2/2.2)
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Figure 5-19 : Evolution du pourcentage d'isotropie en fonction ldetempérature calculé
pour le modéle peau psoriasique Cer/CholAPA;(1/1.2/1.15) et peau psoriasique en
présence de CV : Cer/Chol/PRs/CV(1/1.2/1.15/1.7)

v' Cocoyl valine deutérée (§/-°H,3/C14v) utilisée comme reporter

Le spectre RMN?H de la G,V-’H,yCl4v en solution & trois températures
caractéristiques (30°C, 40°C, and 50°C) faisantigpdes températures étudiées (20°C-50°C)
est représenté figure 5-20. Le complexe colloi@abV-?H,5/C14v en solution présente une
phase isotrope pure a toutes les températureseésidCette solution étant limpide et tres
fluide suggere trés fortement que nous sommes ésepce d’'un systéme compose de
micelles de GV-?H,3/C14v.
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Figure 5-20 : spectre RMNH d’une solution aqueuse de&-’H,y/C14v & 30°C, 40°C et
50°C. Les spectres sont tracés en intensité abskbdire sous la courbe reste donc constante
ce qui explique gue certains spectres sont trondues spectres bruts ont été traités par une
Lorentzienne de paramétre LB égal a 200.

On voit sur la figure 5-21 qu’en présence des rasale G,V-?H,3/C14v on observe
I'apparition & 30°C d’une phase lamellaire fluig@ur les deux types de modéles de peau. A
40°C la proportion de phase lamellaire fluide augi@esurtout dans le cas de la peau
psoriasique. A 50°C on observe en plus de 'augatiemt de la phase lamellaire fluide, une
diminution de la phase isotrope trés marquée @opeau psoriasique. Lorsqu’on redescend a
la température de 30°C on retrouve le spectrealrag qui signifie qu’on est en présence d’un

systeme en équilibre.
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Figure 5-21 : Spectre RMNH des modéles de peau saine et psoriasique en pesknc
C12V-?H,3/Cl4v : Cer/Chol/PAI(GV-*H,3/Cl4v) (1/1.1/2.2/(2.2)) (gauche) et Cer/Chol/PA/
(C12V-*H,9/C14v) (1/1.2/1.15/(1.7)) (droite). Les spectresitswacés en intensité absolue,
I'aire sous la courbe reste donc constante ce gpiigue que certains spectres sont tronqués.
Les spectres bruts ont été traités par une Lorent® de parametre LB égal a 200

La figure 5-22 représente I'évolution du;Mn fonction de la température calculée
pour la CV en solution, pour la CV en présence dudéte peau saine et pour la CV en
présence du modele peau psoriasique. Les valeuvk de la CV en solution sont proche de
zéro quelle que soit la température imposée a@mstUn systeme micellaire se comporte de
cette maniere. Aprés ajout de la CV deutérée audemee de peau saine et psoriasique, on
observe des la plus faible température une valeuMd plus élevée que la CV seule en
solution. L’évolution du M de la CV est identique pour les deux modéles dexpeA partir

de 35°C, une augmentation dy bkt observée.
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Figure 5-22 : Evolution du moment Men fonction de la température calculée pour la &V
solution : G,V-’H,3y/C14v, pour la CV en présence du modéle peau saler/Chol/PA/(
C12V-?H,3/C14v) (1/1.1/2.2/(2.2)) et pour la CV en présedoemodéle peau psoriasique :
Cer/Chol/PA/ (GoV-2Hp9/C14v) (1/1.2/1.15/(1.7))

La figure 5-23 représente I'évolution du pourcertatjisotropie en fonction de la
température calculée pour la CV en solution, pal€V en présence du modele peau saine et
pour la CV en présence du modele peau psoriasigaeCV en solution présente un
pourcentage d’isotropie de 100%, ce qui signifie ¢pu CV est exclusivement sous forme
micellaire. Lorsque la CV est ajoutée a un des dewndeles de peau, le pourcentage
d’isotropie est plus faible et diminue fortementsijue la température augmente, ce qui
signifie qu'une partie de la CV n’est plus sousnfer micellaire. Cette diminution du
pourcentage d'isotropie est quasiment identiques darcas des deux modeéles de peau pour
les températures inférieures ou égales a 45°C. edu-de cette température le pourcentage
d’isotropie de la peau psoriasique baisse de marmpkrs importante que la peau saine le
pourcentage d'isotropie atteint méme la valeur @@ & 50°C dans le cas de la peau

psoriasique. Ce comportement traduit I'incorporatie la CV a la membrane.
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Figure 5-23 : Evolution du pourcentage d'isotropie en fonction ldetempérature calculé
pour la CV en solution : GV-°H»3/C14v, pour la CV en présence du modéle peau saine
Cer/Chol/PA/(G2V-2Ha9/C14v) (1/1.1/2.2/(2.2)) et pour la CV en présedoemodéle peau
psoriasique : Cer/Chol/PA/ (GV-H,3/C14v) (1/1.2/1.15/(1.7))

3.2.3Effet de la CV/CsA sur les modeéles de peaux

v' Acide palmitique perdeutéré utilisé comme reporter

Sur la figure 5-24 sont représentés les spectre\ RNl des modéles peau saine
(gauche) et peau psoriasigu (droite), respectivement Cer/Chol/ Pl (1/1,1/2,2) et
Cer/Chol/PA%Hs; (1/1,2/1,15) en présence du complexe colloidal@ avec un Ri = 0,5
pour la CV et un Ri = 0,02 pour la CsA. L’effet damplexe colloidal CV/CsA sur les deux
types de modéle se traduit par une destructioragdase cristalline a 30°C et la formation
d'une phase lamellaire fluide et isotrope. Danscds de la peau saine, cette phase est
minoritaire (~25%) alors que la phase isotrope reajoritaire (~75%). Ces deux phases
restent dans les mémes proportions sur toute langanhes températures étudiées (20°C-

50°C). Aucune transition de phase ne peut donc @bservée. Dans le cas de la peau
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psoriasique c’est la phase lamellaire fluide qairesjoritaire puisqu’elle est de 75% a 10°C
et atteint 55% a 40°C.
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Figure 5-24 : Spectre RMNH des modéles de peau saine et psoriasique en pesinc
complexe colloidal CV/CsA: Cer/Chol/PBs/CVICsA (1/1.1/2.2/2.2/0.1) (gauche) et
Cer/Chol/PA?H3/LAA/CSA (1/1.2/1.15/1.7/0.08). Les spectres s@atés en intensité
absolue, l'aire sous la courbe reste donc constaetgui explique que certains spectres sont
tronqués. Les spectres bruts ont été traités pa uorentzienne de parametre LB égal a
200Hz.

Les figures 5-25 et 5-26 représentent respectiveiravl; des modeles de peau saine
et psoriasique en présence et en I'absence du eagempblloidal CV-CsA. Aprés l'ajout du
complexe CV-CsA on observe dés la plus faible teatpée une valeur du Molus faible que
celle des modeles respectifs pour lesquels il rpaseu d’ajout du complexe CV-CsA. Cette
chute du M est due a la destruction totale de la phase lameltristalline. Pour le modele
peau saine la valeur du paramétre d'ordre est He®20°C a 50°C. La température semble
donc peu avoir d’influence sur la déstructurationngodéle peau saine. Pour le modele peau

psoriasique une baisse graduelle du parametrerd’@st observée. Celui-ci passe de 0,5 a
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0,1 lorsque la température passe de 10°C a 40°@ighentation de température semble
accentuer la déstructuration du modéle peau psguasméme si dés 10°C la valeur du

paramétre d’ordre n’est que de 0,5.
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Figure 5-25 :Evolution du moment Men fonction de la température calculée pour le éhed
peau saine Cer/Chol/PA43; (1/1.1/2.2) et peau saine en présence du complaiaidal CV-
CsA : Cer/Chol/PA/(@V-?H23/C14v/ICsA) (1/1.1/2.2/(2.2)/0.1)
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Figure 5-26 : Evolution du moment Men fonction de la température calculé pour le nede
peau psoriasique Cer/Chol/P#Ats1(1/1.2/1.15) et peau psoriasique en présence dipleom
colloidal CV- CsA : Cer/Chol/PAH3/LAA/CsA (1/1.2/1.15/1.7/0.08)
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Les figures 5-27 et 5-28 représentent respectivemeepourcentage d’isotropie des
modeles de peau saine et psoriasique en préseroel’absence du complexe colloidal CV-
CsA. Le pourcentage d’isotropie des modeles peme & psoriasique est proche de 0% a
30°C. Lors de I'ajout du complexe CV-CsA aux deusd@les de peau une forte valeur du
pourcentage d’isotropie est observée par rappold peau saine dénuée du complexe
colloidal. Pour le modele de peau saine, le potagend’isotropie est d’a peu prés 60% sur la
plage des températures étudiées. Il varie de 2808@pour le modéle peau psoriasique.
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Figure 5-27 :Evolution du pourcentage d’isotropie en fonctionl@éempérature déterminée
pour le modéle peau saine Cer/Chol/BiAs (1/1.1/2.2) et peau saine en présence du
complexe colloidal CV- CsA : Cer/Chol/PRs/CV/CsA (1/1.1/2.2/2.2/0.1)
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Figure 5-28 : Evolution du pourcentage d'isotropie en fonction ldetempérature calculé
pour le modéle peau psoriasique Cer/CholAPA;(1/1.2/1.15) et peau psoriasique en
présence du complexe colloidal CV- CsA : Cer/ChofiR3/CV/CsA (1/1.2/1.15/1.7/0.08)

v' CpoV-?Hys utilisé comme reporter dans le complexe colloid®! @eutérée - CsA
(C12V-?Hp9/C14v/CsA)

Le spectre RMNH du complexe colloidal GV-?H,9/C14v/ICsA en solution & trois
températures caractéristiques (30°C, 45°C, et 5@aiGant partie des températures étudiées
(20°C-50°C) est représenté figure 5-29. Comme geuspectre 2H-NMR de la 1&V-
’H,4/C14v en solution (figure 5-18), le complexe cali G,V-*H,5C14v/CsA en solution
présente une phase isotrope pure a toutes les rtatmmes étudiées. Cette solution étant
limpide il ne peut s’agir comme dans le cas duésyist G,V-°H,35/C14v en solution que d’un

systéme composé de micelles de{C?H,5/C14v)/CsA.
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Figure 5-29 :spectre RMNH d’une solution aqueuse @& ,V-’H,3/C14v/CsA & 30°C, 40°C
et 50°C. Les spectres sont tracés en intensité ladsdaire sous la courbe reste donc
constante ce qui explique que certains spectre$ sonqués. Les spectres bruts ont été
traités par une Lorentzienne de paramétre LB ég20@Hz.

On voit sur la figure 5-30 que lorsque les miceliies (G,V-?H»5/C14v)/CsA sont
ajoutées aux deux types de modeles, on observgafijon a 30°C d'une phase lamellaire
fluide. A 40°C et 50°C la proportion de phase ldaied fluide augmente et devient trés

majoritaire.
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Figure 5-30 : Spectre RMNH des modéles de peau saine et psoriasique en pesinc
complexe colloidal  C12V-?Hp5/C14v/CsA: Cer/Chol/PA/(  CyV-?H,9/C14vICsA)
(1/1.1/2.2/(2.2)/0.1) (gauche) et Cer/Chol/P&iV-?H»5/C14v)/CsA (1/1.2/1.15/(1.7)/0.08).
Les spectres sont tracés en intensité absolueelsous la courbe reste donc constante ce qui
explique que certains spectres sont tronqués. lpesties bruts ont été traités par une
Lorentzienne de parametre LB égal a 200Hz.

La figure 5-31 représente I'évolution du;Mn fonction de la température calculée
pour le complexe GV-?H,5/C14v/ICsA en solution, pour le complexg, G-*H,5C14v/ICsA
en présence du modéle peau saine et pour le coen@leX-’H,y/C14v/CsA en présence du
modele peau psoriasique. Comme dans le cas du erenBlV en solution, les valeurs dg M
du complexe ©V-?H,JC14v/CsA en solution sont proche de zéro quel goi la
température imposée au systéme. Nous sommes égdleiames ce cas en présence d'un
systéme micellaire. Aprés ajout du complexgVE?H,5/C14v/CsA aux modéles de peau saine
et psoriasique on observe dés la plus faible temtypér une valeur du Mbeaucoup plus
élevée que dans le cas du complexgVEH,J/C14v/CsA seul en solution. Ceci est

certainement d0 au fait que le complexe colloidattre dans les modéles de peau.
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L’évolution du M, de la CV deutérée est quasiment identique poulldex modéles de peau
sauf au point 35°C ou une augmentation subite adanpetre d’ordre est observée pour le
complexe G,V-?H,5/C14v/CsA.
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Figure 5-31 : Evolution du moment Men fonction de la température calculée pour le
complexe colloidal CV-CsA en solution i7€*H»3/C14v/CsA, pour le complexe CV-CsA en
présence du modéle peau saine : Cer/Chol/PAJ/€H,35/C14v/CsA) (1/1.1/2.2/(2.2)/0.1) et
pour le complexe CV-CsA en présence du modele psadasique : Cer/Chol/PA-
H3)/LAAICSA (1/1.2/1.15/1.7/0.08)

La figure 5-32 représente I'évolution du pourcertatjisotropie en fonction de la
température calculée pour le complexe\c’H,5/C14v/CsA en solution et pour le complexe
C12V-?H9/C14v/ICsA en présence du modéle peau saine et [guomplexe GV-
’H,4/C14v/CsA en présence du modéle peau psoriasiqieomplexe GV-2Hyy/C14v/CsA
en solution présente un pourcentage d’isotropi@Qf¥6, ce qui signifie que le complexe est
exclusivement sous forme micellaire. Lorsqu’il agiuté a un des deux modeles de peau le
pourcentage d’isotropie, dés 10°C est plus faiBB¥4 pour le modéle peau saine et 45% pour
le modele peau psoriasique) et diminue fortemeasglee la température augmente, pour étre
proche de zéro dans le cas de la peau saine & gar35°C et dans le cas de la peau

psoriasique a 55°C ce qui signifie que lg\Cse trouve dans une phase lamellaire.
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Figure 5-32 : Evolution du pourcentage d'isotropie en fonction ldetempérature calculé
pour le complexe colloidal CV-CsA en solutiom;\G*H»3/C14v/CsA, pour le complexe CV-
CsA en présence du modéle peau saine : Cer/Ch¢ZRNH,3/C14v/CsA)
(1/1.1/2.2/(2.2)/0.1) et pour le complexe CV-CsAps¥sence du modele peau psoriasique :
Cer/Chol/PA%H3/LAA/CSA (1/1.2/1.15/1.7/0.08)

4. Discussion

Trois principaux résultats ressortent :

i) La CsA seule détruit une partie de la phase lane cristalline du modéle peau

psoriasique lorsqu’on force son incorporation awarhranes.
i) La CV augmente la perméabilité du SC.

iii) Le complexe colloidal CV/CsA déstructure fartent I'organisation des lipides des

modeles de peau et la majorité de la CV pénetrs l#aB8C.

La CsA seule détruit une partie de la phase lanrellaristalline du modéle peau

psoriasique lorsqu’on force son incorporation augmbranes.
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Quel effet aurait la CsA si elle était administsdels forme de poudre, directement sur
la peau ? Probablement aucun. En effet, si on caenies effets de la CsA seule sur le modele
peau saine par rapport au modele sans CsA, tresdpemodifications structurales de
I'organisation des lipides sont observées. A I'see I'ajout de CsA au modéle de peau
psoriasique se traduit par la destruction d’'unei@ale la phase lamellaire cristalline qui se
transforme en phase isotrope. Ceci peut s’expligeeia maniére suivante : le modele peau
psoriasique contient une plus forte proportion demide et de cholestérol. Les proportions
de ces deux lipides étant en exces par rapporpéda saine ils pourront s’assembler avec de
la CsA et modifier I'organisation de départ de lamirane se traduisant par la formation de

structures micellaire, cubique ou éponge respoasibl’'apparition de la phase isotrope.

La CV augmente la perméabilité du SC.

Le spectre du complexe colloidahZ-?H,JC14v en solution est essentiellement
constitué d’un pic isotrope (figure 5-20). Celangiig que la CV est sous forme micellaire.
Apres I'ajout de ce systeme colloidal aux modéekpehu saine et psoriasique, une partie du
complexe GV-’H,7C14v passe d’une phase isotrope & une phase lamdlldide. Ceci

prouve gqu’une partie de la CV pénetre dans le ®Qrg 5-21).

Au niveau des modeles de peaux saine et psoriad&y@/ engendre une destruction
totale de la phase lamellaire cristalline qui esindformée en grande partie en phase

lamellaire fluide.

Le complexe colloidal CV/CsA déstructure fortenienimodéles membranaires de SC

et la majorité de la CV péneétre dans la membrane.

Le spectre du complexe colloidal 6&-?H,4C14v)/CsA en solution est entiérement
composé d'un pic isotrope indiquant que la totaldd complexe colloidal (GV-
’H,4C14v)/CsA est sous forme micellaire (figure 5-2&)rés addition du complexe colloidal
aux modeéles lipidigues de peaux saine et psoriasigne partie du complexe passe d’une
phase isotrope a une phase lamellaire fluide. Glgrgnla phase isotrope disparait totalement
a 35°C pour le modéle peau saine et & 47°C pouaro@éle peau psoriasique. A ces deux
températures, toute la CV a pénétré dans la memletise retrouve dans la composition
lipidique des deux modeles. L'incorporation de M € fait a une température plus élevée

dans le cas de la peau psoriasique comparé a laspase. Ceci est certainement dd au fait
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gue la peau psoriasique est plus rigide que la pagig comme nous l'avions déja démontré
dans le chapitre 4. Il est bon de remarquer égaleme la pénétration de la CV en présence
de CsA est beaucoup plus importante que sans Gs@i.eSt une indication sur le fait que la

CsA est capable d’accroitre la pénétration de lad@k’s le SC.

La phase lamellaire cristalline des deux modelepedal a été totalement transformée
en phase lamellaire fluide et en phase isotropeprbaortion de phase isotrope obtenue est
plus importante pour le modéle peau saine que lgomodéle peau psoriasique. Ceci est une
confirmation sur le fait que la désorganisation laestructure lipidiqgue du modele peau
psoriasique par le complexe colloidal CV/CsA estsptlifficile que celle du modele peau

saine probablement a cause de sa rigidité plusriame.

L’effet désorganisant du complexe colloidal CV/Cs4 les membranes des modeles
lipidiques est beaucoup plus prononcé que daraslele la CV seule. En effet, en présence de
CV la phase lamellaire cristalline est transforneéegrande majorité en phase lamellaire
fluide alors gu'en présence du complexe CV/CsA lase lamellaire cristalline est
transformée en phase lamellaire fluide et phadeojge. Ceci est une indication sur le fait que
la CsA est capable d’accroitre les effets désosgantide la CV sur le SC.

5. Conclusion

Au cours de cette étude, nous nous sommes intéreas& modifications
membranaires de modéles de peau saine et psogasigprésence de CV et du complexe
CV-CsA. Nous avons a la fois étudié les modificasianembranaires engendrées par le
complexe colloidal, mais également le devenir dugexe une fois ajouté a nos membranes.
Nous avons démontré que la CV entraine une destrut¢btale de la phase lamellaire
cristalline qui est transformée en majorité en phase lamellaire fluide. Simultanément, la
CV est capable de pénétrer dans les membraneglip&l des modeles de SC et de rentrer
dans leur composition. La destruction de la phasellaire cristalline et la pénétration de la
CV dans les membranes lipidiques est plus diffidées le cas de la peau psoriasique. Ceci
confirme la démonstration faite au chapitre 4 @Bayue la peau psoriasique est un systeme
plus rigide et moins perméable que la peau saiomesgue la CsA forme un complexe
colloidal avec la CV et qu'il est appliqué sur fresdéles membranaires, on observe comme

dans le cas de la CV une destruction de la phaselliire cristalline des modéles de SC et
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une pénétration de la CV. Cependant, la destruct®ma phase cristalline se fait au profit
d’'une phase lamellaire fluide et d’'une phase igmrd’autre part, une plus grande quantité
de CV pénétre dans la membrane pour entrer daesrsposition. Il est clair que la CsA
facilite la pénétration de la CV et la désorgamisates lipides du SC. Réciproquement il
parait raisonnable de penser que la CsA est bimrporée au SC. On peut penser que cette

association permettra de traiter efficacement tegigsis.
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CHAPITRE 6
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

1. Conclusions

La premiere partie de cette thése a été de foreesystemes colloidaux sprayables a
base de lipoamino acides encapsulant des prot#igespeutiques. Pour les formulations de
la rhGH et de la rhEPO avec la,B aux ratios molaires rhGH (rhEPO){-E : 1/35 et 1/70
nous n'avons pas observé de modifications sigtifiea de la structure secondaire de la
protéine. De plus, la taille du complexe colloiddfére trés peu des protéines natives. Les
tests de perméations sur cellules nasales se&arés positifs pour le ratio hGHA£L : 1/70

et tres positifs pour les complexes colloiday®Q rhEPO contenant 3% de NacCl.

Pour les formulations de la calcitonine avec lgPCnous avons observé au ratio
molaire calcitonine/ GP : 1/2 un début de transition de la forme peletes Va forme hélice.
Pour le ratio calcitonine/ P : 1/5 une forte transition de la forme pelotesuarforme hélice
a a été observeé. Il est bon de noter que cetteiti@ns’a pas de conséquence sur l'activité
biologique de la calcitonine de saumon. En effééstcsous la forme hélica que la
calcitonine interagit avec son récepteur. On peutcdpenser que la transition pelote vers
hélicea accroit son affinité pour son récepteur. Nous avegalement démontré en diffusion
de la lumiére que nous avions bien interactioneelarcalcitonine et le vecteur. Les tests de

perméationsn vitro se sont révélés trés concluants pour le complakganine/ G,P a pH 4.

Ce travail a permis de démontrer que la technolB§@DIS® basée sur les lipoamino
acides comme vecteurs d’absorption est capable &iarar in vitro le passage nasal de
protéines thérapeutiques. Des essais précliniquds snouton ont été réalisés et les résultats
présentent des difficultés d’interprétation, ess#liement dues au fait que le test standard
ELISA actuellement utilisé se révéle inefficace ses systemes.

Lors de la deuxieme partie, nous nous sommes gaéseau développement d’'une
formulation topique de cyclosporine pour le traiggrhdu psoriasis. La cyclosporine a une
tres faible solubilité dans I'eau, de I'ordre deug0ml (25uM). En association avec la cocoyl
valine, on obtient un complexe colloidal dont Ian@entration en CsA est de 30mg/ml
(25mM). Cette formulation est trées prometteuse geuraitement du psoriasis car elle est
essentiellement constituée d’eau. La plupart desidtations a base de cyclosporine testée

présentent un ou plusieurs solvants organiquesrepogion importante. Ces proportions
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élevées entrainent en général des irritations éegqui viennent se rajouter a la pathologie
elle-méme.

Des premiéres expériences d’incubation de la coa@jine avec les modéles
membranaires de peau saine et de peau psoriasijééoréalisées. Il ressort de ces études

que :

- la cocoyl valine est capable de fluidifier les dips membranaires. Cette fluidification
permettrait de faciliter le passage de la cyclasgor

- Les perturbations engendrées par la cocoyl valimd’'arganisation des lipides sont
plus importantes dans le cas du modele peau saieepqur celui de la peau
psoriasique. Cela prouve encore une fois que pedels du modéle peau psoriasique

forment des structures plus rigides.

L’ajout de cyclosporine sous forme de poudre samure formulation préalable,
n‘’engendre aucune modification de l'organisatios tpides dans le cas du modele peau
saine et une légeére fluidification du modéle peaaripsique. Cela laisse supposer que la
cyclosporine appliquée sur la peau sans aucuneufation préalable se révélera inefficace.
En effet, la pénétration de la CsA a travers laupest trés mauvaise et nécessite donc d’étre

formulég*® 146

L’ajout de cyclosporine formulée avec la cocoylivalengendre des modifications
trés importantes au niveau de I'organisation dqaddis membranaires. Ces modifications sont
plus importantes que celles engendrées par la teetipe seule. De telles modifications
permettront, nous I'espérons, de faciliter le pgssae la cyclosporine vers I'épiderme et le

derme.

Afin de vérifier I'efficacité de la formulation, detests précliniques sur des chiens
préalablement rasés et présentant une dermatfigatosont en cours. Cette étude permettra
d’évaluer l'efficacité des formulations pour traitees dermatites ainsi que la toxicité des
compositions. Les résultats devraient nous dirg préchainement si la formulation aqueuse
de cyclosporine développée est efficace vis-a-vispdoriasis sans entrainer des effets

secondaires importants sur la peau.
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2. Perspectives

Nous avons pu démontrar vitro, sur cellules nasales, que les lipoamino acides so
de bons vecteurs d’absorption de protéines thétmpeu Cette étape étant franchie il faudrait
lancer des étudeim vivo avec un moyen de dosage plus abouti que les E448&A du
commerce et sur un nombre d’animaux suffisant ddifiaire une étude statistique correcte. Il
serait également intéressant d’étudier l'influedes autres lipoamino acides synthétisés sur
le passage nasal des protéines.

Au cours de la deuxieme partie de cette thése, aooiss développé avec succes une
formulation aqueuse de cyclosporine. Une étude plprofondie de I'organisation du
systeme cyclosporine A / Lipoamino acide est n@&essnotamment en effectuant des études
de modélisation moléculaires. Une étude préclinique lI'animal est nécessaire pour

confirmer les résultats positifs obtenus en RMN si#iles.
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