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INTRODUCTION et CONTEXTE DE LA
THESE



Ce travail rentre dans un vaste projet relatif a 'amélioration du statut énergétique
des cellules hépatiques. L'introduction vise dans un premier temps a replacer le sujet vis-a-
vis du contexte de santé publique correspondant a la greffe hépatique. Dans un deuxiéme
temps, le role joué par 'ATP (Adénosine Triphosphate) sera précisé lors de la conservation
du greffon hépatique mais également de maniére plus large dans la viabilité cellulaire. Ces
données constituent le rationnel de notre hypothése expérimentale. Enfin, nous

préciserons les objectifs de cette thése qui constitue une contribution a ce projet de

recherche et développement.

Contexte hospitalier du sujet

L'amélioration du statut énergétique des cellules hépatiques est, en effet, une question majeure en
termes d’enjeu clinique lors de la conservation du greffon avant la transplantation. Le foie joue un
role essentiel dans ’lhoméostasie de la coagulation, de la régulation de la pression oncotique et de
I’épuration de l'organisme. La greffe est envisagée chez les patients en insuffisance hépatique
terminale résultant de problemes chroniques (cirrhose, hépato-carcinome, hépatite C), d’installation
progressive ou d’une défaillance hépatique d’apparition soudaine (hépatite fulminante). Cette
décision releve d’'un comité expert qui décide si I'indication de la greffe est retenue en fonction de
I’évaluation du patient. En 2010, les résultats de I'agence de biomédecine montraient un nombre de
1092 greffes hépatiques réalisées. La durée d’attente est un élément critique. Estimée sur I'ensemble
de la cohorte des malades inscrits entre 2007 et 2008 a I'exclusion des malades inscrits en super-
urgence et des greffes issues de donneurs vivants, la durée médiane de séjour en liste d'attente
avant greffe hépatique est de 4,2 mois contre 3,6 mois pour la période 2003-2006, avec un taux de
5,6% de déces chez les patients en attente de greffes en 2008 (Agence_de_Biomédecine, 2009).
L'Agence de Biomédecine, autrefois baptisée Etablissement Frangais des Greffes jusqu’en 2005,
assure un encadrement strict et rigoureux dans la gestion des préléevements et des greffes réalisés.
Elle est organisée en quatre centres de régulation et d’appui, ainsi qu’un pdle national de répartition
des greffons.

Par an en moyenne, 3000 patients sont susceptibles d’étre prélevés, avec environ 50% de donneurs
effectifs. Plus de la moitié des patients recensés sont décédés d’'un accident vasculaire cérébral.
Actuellement, la majorité des greffons provient de donneurs en état de mort encéphalique. Ce type
de déces est rare : il représente moins de 1 % des morts survenant a I’'hopital. Pour faire face a la

pénurie de greffon, les prélevements sur personne décédée apres arrét cardiaque sont autorisés



depuis le décret du 2 ao(t 2005. Cependant, des travaux récents aux Etats Unis montrent que la
survie des greffons est moins bonne quand ceux-ci proviennent de donneurs décédés par arrét
cardiaque (Grewal et al.,, 2009, Quintela et al., 2005, Monbaliu et al., 2005). La transplantation
hépatique dite « a donneur vivant » propose une alternative face a la pénurie de greffons, ce qui
explique I'engouement actuel pour cette technique. Elle consiste a effectuer un prélevement d'une
partie du foie chez un membre de la famille pour en réaliser la transplantation chez le patient en
attente de greffe. Le foie a comme caractéristique de pouvoir étre partagé en territoires autonomes
qui ont la capacité de se régénérer (Jousset et al., 2009, Scatton et al., 2009, Belghiti, 2002). Enfin,
une autre technique appelée, «transplantation de foie partiel : "split" et domino » peut étre
employée. Un foie entier, prélevé chez un donneur en mort encéphalique ou dans le cadre d'un
programme domino, s'il est suffisamment volumineux, peut étre divisé en deux pour étre donné a
deux receveurs.

Si les enjeux cliniques sont particulierement importants, I'aspect économique I'est également en
regard des budgets alloués. Le co(t total des greffes en France est estimé a 150 millions d’euros par
an (Paillet et al., 2007). Concernant la transplantation hépatique, une étude a été menée par les
Hospices Civils de Lyon, sur 66 patients transplantés entre 1996 et 1999, dont les indications
déclarées étaient des cirrhoses alcooliques et des cirrhoses post hépatite C (Paillet et al., 2007). Cette
étude a mis en évidence un colt moyen de 52 000 euros, pour une méme durée de séjour qui variait
entre 11 et 66 jours avec une moyenne de 24 jours. Ce montant qui tient compte du suivi post greffe
pendant 2 ans rassemble les colts pondérés par la durée du séjour (personnel, matériel...), les cots
fixés par I’ « échelle nationale des colts 2000 » (anesthésie, blocs opératoires...) et les colts
individuels (traitements, examens de laboratoire, examens de radiologie...).

Il ressort que toutes les stratégies doivent étre mises en place pour augmenter les chances de survie
du patient et la réussite de la greffe. Les échecs lors des transplantations peuvent s’expliquer par des
problémes immunologiques mais aussi par une altération du greffon au cours de sa conservation. Les
conditions de conservation doivent assurer une protection du greffon des effets de I'ischémie mais
aussi préparer le greffon a sa transplantation. L’arrét brutal de la vascularisation d’un greffon a 37°C
favorisant une nécrose cellulaire, une diminution préalable de la température permet de limiter les
dommages liés a I'ischémie. La diminution de la température réduit les besoins en oxygéne de 95% et
les activités enzymatiques d’un facteur 10 (Szajner et al.,, 2006, INSERM, 2009). Les solutions de
conservation dans lesquelles sont immergés les organes prélevés contribuent a ralentir le
métabolisme cellulaire, en inhibant I'activité enzymatique, a I'origine de la dégradation du greffon. Le
maintien de I'homéostasie du calcium, la prévention du gonflement cellulaire et I'équilibrage du pH
constituent également les objectifs des solutions de conservation. Toutes ces contraintes expliquent

la complexité des formulations proposées, qui permettent de conserver le foie pendant 12 voire 20
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heures (Brokelman et al., 1999, Pokorny et al., 2004). L'organe peut étre confronté a deux types
d’ischémie. D’autre part, I'ischémie chaude a lieu quand I'organe n’est plus perfusé mais qu’il n’est
pas encore réfrigéré. Cette période est mal tolérée et génere une nécrose cellulaire rapide. Elle
concerne également le prélevement sur donneur vivant. D’autre part, I'ischémie froide touche
essentiellement les cellules non parenchymateuses. L’atteinte initiale des cellules sinusoidales et des
cellules de Kiipffer est a I'origine des premiers dysfonctionnements observés au niveau du greffon
(diminution du statut énergétique, formation d’'un cedéme, perturbation du métabolisme calcique,
accumulation de protons et modification du cytosquelette) (Lemasters et al., 2002, Kim et al., 2003,
Lanir et al., 1988, Schon et al., 1998, Kupiec-Weglinski and Busuttil, 2005).

La phase de reperfusion se caractérise par un afflux massif d’oxygene, dans un contexte ou la cellule
est en état d’anoxie. Les enzymes dont I'activité a été précédemment affaiblie, doivent lutter contre
la production importante des especes réactives de I'oxygene (ERO), superoxyde et hydroxyle, a
I'origine de la peroxydation des lipides membranaires. Cette oxydation membranaire entraine la
libération des médiateurs de I'inflammation : leucotriénes, thromboxane A2 et du facteur activant les
plaguettes (Montalvo-Jave et al., 2008). Une atteinte de la membrane vasculaire perturbe I'équilibre
de la coagulation favorisant un contexte pro agrégant, freinant la revascularisation. Les plaquettes
concourent également a ce phénomene en libérant des cytokines et du NO, a l'origine de la
formation de peroxynitrite ONOO-, initiateur potentiel de I'apoptose des cellules endothéliales
(Montalvo-Jave et al., 2008).

Sur un plan chirurgical, les premiers essais datent sur I'animal du début des années 1960 (EI-Wahsh,
2007, Kukral et al., 1962). Tres rapidement, il a été observé que la réussite de la transplantation était
liée a nature de la solution de conservation. La composition des solutions de conservation actuelles
est basée sur un rationnel scientifique. Face a tous les effets néfastes constatés lors du syndrome de
I'ischémie-reperfusion, les solutions de conservation fournissent des éléments assurant une
protection de I'organe prélevé (Tableau 1). Les caractéristiques de ces solutions ont fait I'objet d’une
synthése approfondie dans le cadre de la thése d’exercice (Vincourt, 2010). Il ressort que ces
solutions visent a prévenir I'cedeme cellulaire, I'accumulation intracellulaire du calcium, I'acidose et
I'apparition des lésions oxydatives (Neveux et al., 1997, Vreugdenhil et al., 1991, Boudjema et al.,
1990). Actuellement sont commercialisées les solutions de I'University of Wisconsin (UW), Celsior’,
Custodiol” et 1GL-1° pour la transplantation hépatique. Les solutions de conservation d’organe sont
des produits thérapeutiques annexes définis par I'article L1261-1 du code de la santé publique.

La solution UW constitue le « Gold Standard » en transplantation hépatique. La solution est
administrée via une perfusion par la veine porte et le réseau biliaire ; 'organe est ensuite mis dans
un conteneur dans lequel de la solution est ajoutée. La solution HTK (Histidine-Tryptophan-

Ketoglutarate) ou Custodiol’, caractérisée par une teneur importante en histidine et tryptophane et
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une composition électrolytique atypique, assure une perfusion facilitée par I'absence de composé de

. s . oy . s Y . 7 . . . ®
haut poids moléculaire. Initialement destinée a la cardioplégie, la solution Celsior a connu un

développement dans la conservation des poumons et plus récemment du foie, des reins et du

pancréas. Elle se caractérise par la présence de glutamate comme substrat énergétique et de

I’histidine qui lutte contre I'acidose et la surcharge calcique. Pour des raisons logistiques, plusieurs

auteurs proposent le développement d’une solution de préservation « multi organes » et les travaux

de Karam suggérent Celsior” a cet effet (Karam et al., 2005). Concernant la solution IGL-1" formulée

par I'Institut Georges Lopez (IGL), sa composition pallie les inconvénients de la solution UW, a savoir

I'inversion des concentrations en Na* et K* et I'absence d’hydroxyéthylamidon.

Solution Solution HTK Solution Solution IGL-
Solution UW . . . .
Celsior Custodiol Eurocollins 1
Intracellulaire Extracellulaire ? Intracellulaire Extracellulaire
K" 120mM K" 15mM K" 9mM K" 115mM K" 25mM
Na"30mM Na‘ 100mM Na"15mM Na"10mM Na"120mM
Mg” 5mM Mg 13mM Mg 4mM Cl 15mM Mg 5mM
Electrolytes 504" 5mM Ca’* 0,25mM Ca®* 0,015mM 50,7 5mM
Cl 40mM ClI' 50mM
) Lactobionate Lactobionate Lactobionate
Imperméants Mannitol Glucose
Raffinose Mannitol Raffinose
Agents Hydroxyéthyl
g y yermy PEG 35000
oncotiques amidon
Substrats L i L
Adénosine Glutamate Q-Cétoglutarate Adénosine
énergétiques
Ajustement Histidine Bicarbonate
Phosphate Histidine Phosphate
du pH Tryptophane Phosphates
. Glutathion Glutathion
Anti oxydants Glutathion
Allopurinol Allopurinol
Utilisation A filter + ajout Prét a 'emploi Prét a 'emploi A mélanger Prét a I'emploi
Foie, rein, Ceeur, foie, rein,
Cceur, poumon, Rein, foie, Rein, foie,
Greffes pancréas, cceur, poumon,
foie, rein pancréas pancréas
poumon pancréas

Tableau 1: Solutions utilisées pour la conservation des greffons hépatiques
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Relation entre statut énergétique et la greffe hépatique

Concernant notre projet, I'altération du statut énergétique du greffon hépatique semble un élément
critique. L'ischémie froide géneére une déplétion en glucose et en oxygéne, a l'origine de la
diminution de la synthese hépatique d’ATP, par phosphorylation oxydative. En 24 heures a 4°C, le
stock d’ATP chute de prés de 90%. La concentration moyenne de I’ATP dans les hépatocytes humains
varie entre 8,5 et 12,2 mmol/10° cellules (Ostrowska et al., 2000). Dans les débuts de I'ischémie, la
glycolyse prend le relais, assurant une restauration des taux d’ATP de I'ordre de 15 a 20%. L'ischémie
prolongée favorise le découplage de la phosphorylation oxydative, avec un effondrement du
potentiel de membrane mitochondriale, a I'origine de I'activation de la F1IFO ATPase (Lemasters et al.,
2002, Kim et al., 2003). Cette déplétion en ATP conditionne I'essentiel des perturbations observées et
constitue un des éléments-clés sur lesquels les solutions de conservation doivent agir. En effet, un
taux d’ATP élevé avant implantation est en faveur du succés de la transplantation (Lanir et al., 1988).
En outre, I’ATP joue un role important dans les mécanismes complexes de nécrose ou d’apoptose. Le
niveau du taux en ATP conditionne la mort cellulaire en I'orientant soit vers la nécrose, soit vers
I"apoptose. Ainsi les travaux de Latta ont montré que la mort des cellules hépatiques, via le récepteur
aux TNF nécessite un certain niveau d’ATP (Latta et al., 2007). L'ouverture du pore de transition de
perméabilité mitochondriale intervient également dans les deux phénomeénes. La transition de
perméabilité mitochondriale favorise la diminution de I'ATP a |'origine de la nécrose. Cependant
I'ouverture des pores est a l'origine du gonflement des mitochondries, de la libération du
cytochrome C et donc de l'activation de la cascade des capsases. A ce niveau, le taux d’ATP
conditionne les évenements, et un taux d’ATP d’environ 10% de la valeur normale engage la cellule
dans un processus d’apoptose. L'ischémie favorise dans un premier temps la nécrose ; cependant, si
des substrats sont présents, la glycolyse anaérobie permet de remonter les taux d’ATP d’environ 15 a
20% de la valeur normale, c’est a dire a un niveau suffisant pour déclencher I'apoptose. Ces
phénomeénes sont donc interconnectés, d'ou le concept de « nécroapoptose» (Lemasters et al.,
2002).

Afin de pallier I'altération du statut énergétique du greffon hépatique, les solutions de conservation
ont été spécialement élaborées dans I'objectif de maintenir les taux en ATP. Les acides aminés
utilisés dans le cadre de la production de I'énergie selon un mode anaérobie par la voie de
transamination mitochondriale sont présents dans les solutions Celsior” avec 'acide glutamique, et
I’a-cétoglutarate (issu de la désamination du glutamate, un acide aminé) dans le cas de la solution
Custodiol’. Cet apport peut également &tre envisagé par 'ajout d’un précurseur de I'ATP, telle que

s . . ®
I'adénosine, comme dans les solutions UW et IGL 1 .
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Par ailleurs, afin de rendre I'apport d’ATP plus efficient, différentes équipes ont formulé des
liposomes d’ATP afin d’améliorer le statut énergétique cellulaire. En effet, I’ATP est tres sensible a
I’hydrolyse enzymatique (Gordon, 1986), ce qui le rend instable dans les liquides biologiques
(Puisieux et al., 1994). Si I’ATP peut étre hydrolysé in vitro, cette réaction est tres significativement
accélérée in vivo. L'ATP est rapidement métabolisé par des ectoenzymes a la surface des cellules
endothéliales (Gordon, 1986). Des Ecto-Ca*'(Mg”')-ATPase sont, en effet, présentes a la surface de la
membrane cellulaire. En outre, 'ATP extracellulaire peut étre également hydrolysé en ADP par des
ecto-ATP-diphosphohydrolases (ectoapyrase). Par ailleurs, I’ATP qui est trés hydrophile et chargé tres
négativement a pH physiologique, ne peut pas traverser facilement la membrane plasmique. Une
vectorisation cellulaire s’avere donc nécessaire par exemple a 'aide de liposomes (Arakawa et al.,
1998, Konno et al., 1996, Laham et al., 1988b, Laham et al., 19883, Liang et al., 20044, Liang et al.,
2004b, Verma et al., 2005a, Xu et al., 1990, Skiba-Lahiani, 1995). Différents résultats, obtenus dans
des travaux avec des liposomes d’ATP sur des modeles expérimentaux d’ischémie, justifient de
I'intérét de cette forme vectorisée (Rossignol et al., 1988). En 1987, Laham A. (Laham et al., 1987) est
le premier auteur a étudier les potentialités thérapeutiques de I’ATP vectorisé sous forme de
liposomes. L'objectif était de recharger en énergie, le cerveau ischémié de rat grace a un apport de
liposomes d’ATP, par injection intra-carotidienne. Ces travaux ont montré que I'administration de
liposomes d’ATP était associée a une meilleure tolérance des épisodes ischémiques cérébraux. Les
travaux de Chapat et al. (Chapat et al., 1991) ont déterminé les taux plasmatiques d’ATP sur un
modele de cerveau ischémié aprés administration d’ATP libre ou encapsulé dans des liposomes. La
libération prolongée de I'ATP a partir des liposomes pourrait expliquer, du moins partiellement, les
résultats observés. Concernant I'ischémie myocardique, Verma et al. ont démontré |'effet bénéfique
des liposomes d’ATP a partir du modele du cceur isolé de rat (amélioration des parameétres
hémodynamiques aprés un épisode ischémique transitoire) (Verma et al., 2005b). Ces résultats ont
été confirmés sur un modele d’infarctus du myocarde chez le lapin (administration intra-carotidienne
liposomes d’ATP), la surface des tissus endommagés étant réduite avec les liposomes d’ATP, ce qui
n’a pas été le cas avec des liposomes « blancs » ou lors de l'injection d’une solution tampon de
contrdle (Verma et al., 2005a). Tous ces travaux confirment la meilleure efficacité par rapport a I’ATP
seul. Néanmoins, l'origine de cette amélioration reste encore a préciser. Probablement, une
meilleure biodisponibilité (stabilité par rapport aux ATPases plasmatiques) et/ou une plus grande

captation cellulaire est a I'origine de ces résultats.
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Mise en place du projet

Au vu de ces données bibliographiques, un projet a été élaboré par I'Unité Recherche et
Développement Galénique (responsable, Pr Chaumeil J.C.) au sein de l'unité UPRES EA 2498
(Laboratoire de la Biologie de la Nutrition, responsable, Pr Cynober L). La premiéere étape de ce projet
avait pour objectif de formuler puis d’évaluer des liposomes d’ATP avec ou ligand spécifique, I’ApoE.
Les premiers travaux de Neveux et al. (Neveux et al., 2000, Neveux et al., 2002), ont évalué les effets
des liposomes d’ATP sur le statut énergétique et le métabolisme du foie de rat conservé a 4°C. lls ont
été réalisés en deux temps : les liposomes d’ATP ont d’abord été testés sur le foie isolé perfusé a
37°C puis dans des conditions de conservation hypothermique dans une solution UW a 4°C. En pré-
requis, les expériences menées sur le foie isolé perfusé a 37°C, ont permis d’analyser dans quelle
mesure les liposomes d’ATP pouvaient étre utilisés pour améliorer le contenu énergétique du foie
sain. En comparaison avec I’ATP libre, la captation hépatocellulaire n’a été améliorée que lorsque la
molécule était encapsulée dans des liposomes. De plus, I'utilisation oxydative des acides aminés et la
captation du glucose (substrat énergétique) ont été réduites. Aucun effet toxique au niveau
hépatique, secondaire aux vésicules liposomales d’ATP, n’a été observé. Lors de la conservation du
foie a 4°C, 'administration de liposomes d’ATP a été associée a la diminution de la production de
transaminases. La diminution du contenu hépatique en ATP a été réduite mais non complétement
controlée (liposomes-ATP : 524+45 vs. contrdle : 364+ 06 nmol/g). En perspective a ces travauy, il est
apparu nécessaire d’améliorer la captation hépatocytaire des liposomes d’ATP, c'est-a-dire de mieux
cibler les liposomes vers les hépatocytes.

Le ciblage des liposomes est généralement obtenu par I'incorporation de ligands spécifiques de
diverses natures tels que des anticorps, des peptides, des hormones ou des sucres. Des
immunoliposomes d’ATP incorporant des anticorps monoclonaux antimyosine ont permis I'obtention
de résultats tres intéressants dans le cadre du modéle d’ischémie cardiaque (Verma et al., 20053,
Verma et al., 2005b). La présence ou non de ligand conditionne la captation du liposome vers les
hépatocytes au détriment d’autres organes ou d’autres cellules hépatiques telles que les cellules de
Kipffer. Au niveau hépatocytaire, les apolipoprotéines d’'une part, et les ligands aux
asialoglycoprotéines d’autre part, ont fait I'objet d’évaluation concernant leur capacité de ciblage.
L'apoE (Apolipoprotéine E) joue un réle majeur dans le métabolisme des lipoprotéines plasmatiques
comme ligand des récepteurs des Low Density Lipoprotein (LDL), des Very Low Density Lipoprotein
(VLDL) et des remanants. Elle est synthétisée par les hépatocytes mais également par les monocytes-
macrophages. Cette protéine permet de mimer le devenir des lipoprotéines dans la circulation
offrant ainsi un meilleur ciblage des liposomes vers les hépatocytes. Dans le prolongement des

travaux antérieurs menés par Neveux et al. (Neveux et al., 2002, Neveux et al., 2000), Chaib et al.
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(Chaib et al., 2003) ont montré que les liposomes d’ATP incluant de I'apoE amélioraient la
fonctionnalité des foies perfusés de cobaye. Le taux de capture des liposomes d’ATP associés a I'apoE
était supérieur a celui des liposomes d’ATP sans ligand et était d’autant plus important que la
concentration en apokE était élevée (ATP-apoE-Liposome : - 9,17+0,69 vs ATP-Liposome : - 6,40+0,88
nmol/min/g). Néanmoins, la revue de la littérature souligne que le nombre des travaux associant
I’apoE avec les liposomes reste a ce jour trés limité (Yan et al., 2005, Korb et al., 2008).

La trés grande majorité des travaux réalisés sur le ciblage hépatocytaire a mis a profit les récepteurs
aux asialoglycoprotéines (ASGPr) que ce soit sous forme de liposome ou de lipoplexes (Arangoa et al.,
2003, Bandyopadhyay et al., 1999, Carriere et al., 2004, Fumoto et al., 2005, Hattori et al., 2000,
Higuchi et al., 2006, Hou et al., 2003, Jin et al., 20053, Jin et al., 2005b, Kawakami et al., 2001,
Kawakami et al., 2000b, Kawakami et al., 1998, Managit et al., 2005, Matsukawa et al., 2000, Murao
et al., 2002, Putz et al., 2005, Rensen et al., 2001, Shimada et al., 1997, Sliedregt et al., 1999, Sun et
al., 2005, Terada et al., 2006, Wang et al., 2006a). Les cellules du foie sont, en effet, pourvues de
nombreux récepteurs qui sont impliqués dans I'endocytose de multiples composants. Les récepteurs
a galactose (Gal) des asialoglycoprotéines sont les premiéres lectines connues (Soukharev et al.,
2000) et sont principalement présents sur les cellules parenchymateuses du foie (Park et al., 2003,
Park et al.,, 1998, Clarke and Weigel, 1985). Les asialoglycoprotéines se lient aux ASGPr par
I'intermédiaire des vésicules recouvertes de clathrine (Geuze et al., 1983).

L’ASGPr est une lectine hépatique calcium dépendante. Selon les espéces, sa structure est composée
de deux ou trois sous-unités homologues HL1 (Hepatic Lectin 1) et HL2. Dans toutes les espéces, ces
sous unités sont des lectines de type C transmembranaires d’environ 300 acides aminés (AA) de type
II: elles sont composées d’'un court domaine —NH, terminal cytoplasmique (40 AA), d’un signal
d’ancrage membranaire interne (20 AA), d’'une extrémité —COOH extracellulaire (220 AA) contenant
le domaine de reconnaissance des carbohydrates (« carbohydrate recognition domain ») qui fixe le
galactose (Gal) et le N-acétylgalactosamine (GalNac) (Wu et al., 1998) .

Chez I'homme, deux sous-unités (HH1 et HH2) sont associées en tétrameres afin que le récepteur
devienne fonctionnel. La sous-unité majoritaire (HH1, 41 kDa) est sept fois plus abondante que la
sous-unité mineure (HH2, 50 kDa). Les récepteurs se localisent majoritairement au niveau de la
surface basolatérale (sinusoidale, zone constituée de microvillosités) des hépatocytes, en contact
avec la circulation sanguine. Un modéle de la structure tridimensionnelle des domaines
extracellulaires des deux sous-unités du ASGPr a été proposé (Bianucci and Chiellini, 2000). Il est
intéressant de noter dans le cadre de notre projet expérimental que, chez le rat, le récepteur
fonctionnel est constitué de trois sous-unités (RHL-1, 41,5 kDa; RHL-2, 49 kDa; et RHL-3, 54 kDa)
complexées sous forme d’un hexamere. RHL-1 est la sous-unité majeure (70-80 % de la masse totale

de récepteur).
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Les ASGPr ne sont pas spécifiques de I'hépatocyte car ils ont aussi été repérés a la surface des
macrophages. lls sont dans ce cas composés d’'un seul type de sous unité (42 kDa) formant des
oligomeéres. Toutefois, ces deux types de récepteurs ont des substrats préférentiels différents. Les
récepteurs hépatiques ont une affinité pour le GalNac trés supérieure a celle pour le Gal. Dans le cas
des récepteurs des macrophages, I'affinité est la méme pour les deux substrats (lobst and K., 1996).
Des récepteurs homologues, appelés récepteurs aux particules galactosylées (GPr) ont été détectés
sur les cellules de Kipffer et les macrophages péritonéaux. Leurs caractéristiques different toutefois
de celles des ASGPr. Les GPr ont une affinité pour les particules galactosylées, qui augmente quand la
taille des particules s’accroit alors que I'affinité des ASGPr ne dépend pas de la taille du ligand
(Biessen et al., 1994). Les GPr reconnaissent le GalNac et le fucose.

Les ASGPr humains ont été détectés dans les lignées cellulaires comprenant les cellules du tissu
hépatique telles que les cellules d’hépatocarcinome humain (HepG2), les lignées cellulaires
intestinales épithéliales telles que les Caco2 (Sasaki et al., 1994), ainsi que la lignée Jurkat de cellules
T (Park et al., 1998) et celle du tissu testiculaire Tera-1 (Monroe and Huber, 1994).

La synthése et I'incorporation des ligands aux ASGPr ont fait I'objet de deux Master 2 de Recherche
Spécialité Formulation et Production des Médicaments dans le cadre du Parcours Pharmacotechnie
et Biopharmacie (Université Paris Sud, responsable Pr Fattal E.) (Korb, 2006, Tep, 2007). Ces travaux
ont été menés dans les laboratoires de '’AGEPS (Agence Générale des Equipements et Produits de
Santé) au sein de I'unité UPRES EA 2498 (Laboratoire de la Biologie de la Nutrition, responsable, Pr
Cynober) en étroite collaboration avec Unité de Pharmacologie Chimique et Génétique et de
I'Imagerie (CNRS UMR8151 - INSERM U1022, responsable Pr Scherman D.). Ces travaux ont comporté
une partie de formulation galénique et de synthése chimique. Au niveau de la composition, une
étude préalable de stabilité de I’ATP a conduit a travailler a température ambiante au cours des
différentes étapes de fabrication et a conserver les fractions liposomales a 4°C pour limiter les
pertes. Différentes formules a base de phosphatidylcholine de soja (SPC) (60-65%), cholestérol (Chol)
(30-35%) associées ou non a des lipides chargés (5 ou 10%) soit négativement (Phosphatidylglycérol :
PG) soit positivement [Octadécylamine: ODA, Dioleoyl trimethylammonium propane (DOTAP),
Dérivés polyaminés] avec ou sans ATP ont été fabriquées. Les formules comportant un lipide positif
type DOTAP sont apparues répondre aux critéres prédéfinis de taille (i) adaptée afin de diffuser
facilement a travers I'espace de Disse et potentiel zéta positif (ii) afin d’interagir avec la membrane
cellulaire légérement chargée négativement.

Il a été possible de synthétiser un ligand original lactosylé (Lact-ligand) proche du Gal-C4-Cholestéryl
(Figure 1). Les liposomes ainsi formulés en plus de la SPC et du Chol comportaient DOTAP 5 %, DOPE

(Dioleyl phosphatidylethanolamine) 0,5 % et Lact-Ligand (2,5%). L'incorporation du ligand a été
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vérifiée par un test d’agglutination avec la ricine dont la spécificité de réaction a été contrdlée par sa

réversibilité en présence d’un exces de galactose.
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Figure 1 : Formule du ligand lactosylé destiné ain  teragir avec les ASGPr

A ce stade du projet, deux problématiques ont été soulevées, la premiere concernait
I'instabilité des caractéristiques des liposomes et de I’ATP au-dela de 48 heures (Figure 2 et
Figure 3) et la seconde correspondait a la nécessaire mise en place d’un modéle cellulaire

d’évaluation. Ces deux thémes sont a I'origine des travaux de cette these.
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Figure 2: Evolution de la taille des liposomes d’ATP (SPC/Chol/DOTAP/DOPE +/- ligand) conservés a
4 °C (L1 : Gal-ligand, L2 : Lact-ligand) (Moyenne + écart-type, n=3).
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Figure 3 : Stabilité de I’ATP liposomal (SPC/Chol/DOTAP/DOPE +/- ligand) conservé a 4 °C (L1 : Gal-
ligand, L2 : Lact-ligand) (Moyenne + écart-type, n=3). Les taux sont présentés en pourcentage par
rapport a la concentration observée a JO.



OBJECTIFS
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Suite aux premiers travaux et au vu de la littérature scientifique, il ressort que :

(i) L'amélioration du statut énergétique pourrait augmenter le taux de réussite des greffes

ou peut étre, prolonger la durée de conservation du greffon.

(ii) L'ATP comme molécule clé dans les flux énergétiques pourrait améliorer la viabilité
cellulaire. Ceci implique une mise en forme susceptible de protéger 'ATP de I'hydrolyse

et de faciliter son entrée dans la cellule.

(iii) La formulation liposomale couplée a une vectorisation pourrait cibler efficacement les

hépatocytes par I'intermédiaire de ligands aux ASGPr.

A ce stade du projet, diverses formulations satisfont aux critéres suivants :

(i) Taille de I'ordre de 100 nm afin de diffuser au sein de I'espace de Disse
(ii) Potentiel zéta positif afin d’interagir avec la membrane cellulaire
(iii) Incorporation d’un ligand lactosylé susceptible d’interagir avec les ASGPr.

Néanmoins, deux problémes majeurs ont été soulevés :

(i) Hydrolyse de I’ATP au sein de la forme liposomale et augmentation de la taille malgré

une conservation a 2°C-8°C sur un intervalle d’'une semaine

(ii) Nécessité de mettre en place un modele cellulaire adapté pour vérifier I'interaction entre

les liposomes et les cellules.

Comme cela a été détaillé dans I'introduction, le projet d’amélioration du statut énergétique des
cellules hépatiques est principalement a orientation appliquée. Il répond a une problématique
clinique et par conséquent doit satisfaire a des objectifs a la fois de développement et de recherche.
L'Unité de Recherche et Développement Galénique de I'’AGEPS prend en considération ces deux

aspects. L’objectif de ce travail est ainsi double :
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Objectif de développement d’une forme lyophilisée de liposome d’ATP :

Le développement consiste a mettre a disposition des formulations adaptées au besoin des
utilisateurs. Les critéres a privilégier sont un transport peu colteux sous une forme peu
volumineuse, une conservation a température ambiante et mode d’administration facilitée.
Dans le cadre du développement de notre forme liposomale d’ATP, I'instabilité observée

malgré une conservation entre 2°C et 8°C, constitue un premier challenge.

La partie bibliographique présentera les données de la littérature afin de répondre a cette
problématique. Cette partie décrira la place de la lyophilisation dans les stratégies de
stabilisation des liposomes, les parameétres critiques de cette opération ainsi que les
principaux résultats décrits dans la littérature. Ces travaux antérieurs permettront de

justifier et de définir notre démarche expérimentale.

La partie expérimentale est détaillée dans la publication Freeze-drying of ATP entrapped in
cationic, low lipid liposomes. Cryobiology. 2010 (1" auteur Véronique Vincourt) et s’articule
en deux parties. La premiére phase a été conduite avec des liposomes blancs et la seconde

avec des liposomes d’ATP qui ont été lyophilisés.
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Objectif de recherche et d’évaluation des liposomes d’ATP a l'aide d’un modeéle cellulaire :

Le volet recherche et évaluation s’intéressera a la mise en place d’un modeéle cellulaire
hépatique. Il est important, en effet, de mettre en évidence l'interaction entre la forme

vectorisée et la cellule hépatocytaire.

Une partie bibliographique présentera une synthése des données sur les modéles
hépatocytaires existant puis des travaux publiés sur I’étude de l'interaction entre liposome

et cellules hépatiques.

La partie expérimentale est détaillée dans deux articles dans lesquels notre contribution est
différente.

(i) Le premier article “Formulation and evaluation of ATP-containing liposomes including
lactosylated ASGPr ligand” (J Liposome Res. 2009, 6°™¢ auteur : V. Vincourt). L’interaction

€M quteur a

entre les liposomes et les HepG2 y est étudiée. Notre contribution en tant que 6
consisté a rendre quantitatif I'internalisation des liposomes marqués a la DOPE-Rhodamine
en procédant a une extraction préalable des lipides. Cet article montre les limites des cellules
HepG2 en condition de culture standard pour évaluer I'impact des liposomes d’ATP sur le
statut énergétique. Il justifie la nécessité de mettre en place un modéle cellulaire a statut
énergétique altéré, qui est I'objectif du dernier article.

(i) Le dernier article présenté dans cette thése, « Altered HepG2 cell models using etomoxir
versus tert-butyl hydroperoxide », (Cell Biol Toxicol. 2011, 1" auteur V. Vincourt). Ce travail
s’intéresse a [’évaluation d’un modele utilisant I'étomoxir sur des cellules HepG2 en

conditions normo ou hypothermiques et de le comparer a un agent induisant un stress

oxydant le tert-butyl hydroperoxide.
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TRAVAUX ANTERIEURS (i)
LYOPHILISATION DES LIPOSOMES
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Une étude de stabilité des liposomes a souligné un probléeme de modification des caractéristiques
liposomales (taille et potentiel zéta) au-dela de 48h et une rapide hydrolyse de I'ATP, supérieure a
10% a 24h. L'optimisation de la stabilité des formulations liposomales constitue un challenge en
Pharmacotechnie sur lequel reposent de possibles transpositions industrielles. En étudiant le mode
de présentation et de conservation des principales spécialités disponibles ou en cours de
développement (Tableau 2), plusieurs procédés semblent applicables dont Ia
lyophilisation/reconstitution. Cette technique offre en particulier la plus longue durée de
conservation, qui peut aller jusqu’a 4 ans dans le cas de la spécialité Visudyne®. Elle stabilise les
liposomes en les gardant dans des conditions anhydres et dans une atmosphére inerte (Ugwu et al.,
2005, Nounou et al., 2005). La lyophilisation est la technique envisagée pour conserver les liposomes
d’ATP grace au maintien d’une humidité résiduelle faible et a I'absence d’oxygéne, éléments
favorables a la conservation des phospholipides et de I’ATP. Néanmoins, ce procédé galénique induit
un stress physicochimique important, pouvant facilement déstabiliser la structure de membrane
phospholipidique. Un travail de mise au point est par conséquent indispensable.

Pour des liposomes contenant des principes actifs lipophiles associés a la membrane ou des
liposomes blancs a reconstituer avec une solution de principe actif, il existe une plus grande
souplesse dans le choix des parameétres (van Winden, 2003, Chen et al., 2010). L'optimisation de la
lyophilisation de liposomes contenant des principes actifs hydrosolubles constitue, quant a elle, un
objectif difficile a atteindre. Les spécifications requises sont I'obtention d’un lyophilisat a tres faible
teneur en eau résiduelle, de haute porosité permettant une reconstitution rapide et assurant une
stabilité et une rétention intraliposomale du principe actif ainsi que le respect des composants et des
caractéristiques propres aux liposomes. Une étude bibliographique a donc été réalisée afin de
préciser les différentes étapes de la lyophilisation des liposomes, les moyens d’optimiser les
parameétres du procédé et les critéres de choix des adjuvants pouvant concourir a la stabilisation du
lyophilisat. En outre, la description des spécifications attendues et des contrdles correspondant
servira de support afin de définir les différentes phases de notre plan expérimental appliqué aux

liposomes d’ATP.
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Spécialité / Laboratoire Principe Forme Taille Excipient Autres Excipients Conservation
o, . e Amphotéricine | Poudre lyophilisée de atocophérol, saccharose, succinate disodique . 5 e
~<
AMBISOME / Gilead (Vidal , 2007) B T 100 nm HSPC, Chol, DSPG hexahydraté, NaOH et HCl gsp pH 5 3 6. 36 mois entre 2 a 8°C
CAELYX / Schering Plough (Vidal , Doxorubicine Dllsper5|on liposomale a ~100 nm MPEG-DSPE, HSPC, Sulfate d'ammonium, saccharose, histidine, HCI, 20 mois entre 2 4 8°C
2007) diluer Chol NaOH, eau PPI
DAUNOXOME" / Giléad (McTiernan et . Dispersion liposomale a o Acide citrique, saccharose, glycine, chlorure de . \ oo
al., 2006, Vidalg, 2007) Daunorubicine diluer 40-60nm | DSPC, Chol calcium dihydraté, NaCl et/ou HCl, eau PPI 12 mois entre 2.3 8°C
DEPOCYTE" / Skyepharma (Rueda . Suspension stérile - . . R
Dominguez et al., 2005, Vidalw, 2007) Cytarabine multivésiculaire 20 um DOPC, DPPG, Chol Trioléine, eau PPI 24 mois entre 2 et 8°C
DEPODUR’ / Endo Pharmaceutical . Suspension stérile - . . . o s go
(Endo-Pharmaceuticals, 2006) Morphine multivésiculaire 17-23 um | DOPC, Chol, DPPG, Tricapryline, trioléine, NaCl 0,9% 2a8C
DOXIL / Ortho Biotech (Ortho- . Dispersion liposomale 3 R MPEG-DSPE, HSPC, Sulfate d'ammonium, saccharose, histidine, HCI, e
Biotech, 2007) Doxorubicine diluer 100 nm Chol NaOH, eau PPI 2a8°C
EPAXALQ/ Berna Biotech (Berna- Antigéne de . . Lécithines et
Biotech, 2007a) Phépatite A Suspension de liposomes NR céphaline NaCl, eau PPI NR
INFLEXAL V / Berna Biotech (Berna- Hémagglutinine . . o
Biotech, 2007b) de la grippe Suspension de liposomes NR Lécithines NaCl, sels de phosphate, eau PPI NR
JUNOVAN / IDM Pharma (Cremer Muramvl ilisé
’ y Poudre lyophilisée de -
2006) Tripeptide liposomes 2-5um POPC, DOPS NR NR
LEP ETU / Néopharm (Zhang et al., paclitaxel I?oudre lyophilisée de ~150 nm DOPF, .DI.VIPC, DSPC, ST, NEE) e ] 12‘m0|;<. entre 2et 8°C
2005) liposomes cardiolipine, Chol eta 25°C
MARQIBO' / Hana Biosciences (Inex- Sphingomyéline
Pharmaceuticals and Enzon- Vincristine NR ~100 nm (liposome rigide) + NR NR
Pharmaceuticals, 2004) Chol
o . - - Lyophilisat : lactose /Dispersion liposomale : acide
N.IYO@CET / Zeneus (Petit, 2004, Doxorubicine Lyophllls.a'.c de 150-250 EPC, Chol citrique, eau PPI, NaCl / Solution tampon : eau PPI, | 18 mois entre 2 a 8°C
Vidal , 2007) doxorubicine + tampon nm .
carbonate de sodium
VI?UD@YNE BT B Rl Vertéporfine F_’oudre SRS ~100 nm D,MPC’ RS Palmitate d'ascorbyl, lactose, butylhydroxytoluene | 48 mois a t°<25°C
(Vidal , 2007) liposomes d'ceuf

Tableau 2 : Exemples de principes actifs sous forme de liposomes commercialisés ou en cours de développement (Les spécialités apparaissant en grisé correspondent a une présentation sous

forme de lyophilisat) NR : Non renseigné
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1. Principales étapes de la lyophilisation

La lyophilisation est basée sur la sublimation de la glace contenue dans des solutions ou des
suspensions, préalablement solidifiées par congélation, que I'on souhaite « assécher ». Elle conserve
le produit dans des conditions anhydres, évitant ainsi les processus d’hydrolyse et de prolifération
bactérienne. Le principe de séchage par lyophilisation repose sur des variations de pression et de

température (Figure 4).
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Figure 4: Evolution de la température de I'étagere (shelf temperature) et de la température du

produit (product temperature) au cours du cycle de lyophilisation (Nail, Jiang et al. 2002).
1.1. Congélation

La congélation est considérée comme |'étape cruciale et limitante de la lyophilisation car elle
conditionne la structure cristalline finale, la stabilité et I’état physique du produit fini (faible taux de
siccité, grande surface spécifique, capacité optimale de réhydratation). La congélation vise a obtenir
une structure facilitant I’évacuation de la glace sous forme de vapeur d’eau lors de la sublimation.

Selon les conditions opératoires, deux processus peuvent se mettre en place, respectivement la
nucléation et la croissance cristalline. La nucléation correspond a la formation des petits cristaux
conférant au lyophilisat une grande surface spécifique. A I'inverse, la croissance cristalline génére un
petit nombre de grands cristaux a l'origine d’une structure macro-poreuse. L'optimisation de la
congélation consiste a déterminer la température cible et la vitesse de refroidissement. Cette
température doit étre principalement fixée en fonction du diagramme ternaire de la solution et des
caractéristiques du lyoprotecteur utilisé (Température de transition vitreuse ou Tg). Elle varie suivant
les auteurs de -40°C a -196°C (azote liquide), comme le montre le Tableau 3. Néanmoins, les
modalités de congélation doivent faire I'objet d’une étude préalable vis-a-vis de la surface d’échange

et de la vitesse de refroidissement par I'intermédiaire d’une sonde thermique.
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Type de lipides Taille nm | Vitesse de congélation Cycle lors de la sublimation et de la dessiccation Auteurs
EPC 1000 42500 | - rapide : -20°C Séchage pendant 12h (pression non précisée) (Bridges and Taylor, 2001)
EPC 133 - rapide : -80°C NR (Wolkers et al., 2004)
EPC 100-200 | - rapide : -40°C -40°C pendant 48h puis 25°C (pression non précisée) (Alexopoulou et al., 2006)

-25°C dant24ha0,4pP i tati ive j 'a 25°C
EPC, Chol 50 - rapide : -45°C pencant 24h a 5% a puls augmentation progressive jusqua (Yang et al., 2006)

avec un paliera-5°Ca 7 Pa

Ao . -40°C pendant 48h puis augmentation progressive jusqu’a 25°C (1°C/min) | (Cui et al., 2006)
SPC/HSPC 100 lente : 0,5°C/min 320 Pa (Li and Deng, 2004)
PC 50 - rapide : -40°C -40°C pendant 12h & 1,3N/m? puis augmentation jusqu’a 4°C 3 0,6N/m? (Komatsu et al., 2001)
PC NR - rapide : -45°C -45°C pendant 18h a 1,3 Pa puis augmentation jusqu’a 25°C a 0,4 Pa (Suzuki et al., 1996)
SPC, PS 200 - rapide : -50°C -50°C pendant 48h puis 25°C pendant 24h a 20 Pa (Wang et al., 2006b)
PC, Chol 5000 NR -40°C pendant 24h a 12 Pa, puis augmentation jusqu’a -20°Ca 1 Pa (Glavas-Dodov et al., 2005)
C - -40°C pendant 30h a 10-13 Pa, puis augmentation progressive jusqu’a . .
DPPC +/- PS, PG 100 - rapide : azote liquide 20°C avec des paliers 3 -30°C et -16°C 3 1 Pa. (van Winden and Crommelin, 1999)
DPPC 200 - rapide : azote liquide NR (Tsvetkova et al., 1998)
DPPC +/-Chol 100 - rapide : azote liquide -40°C a 30 mTorr (4 Pa) (Ohtake et al., 2006)
- lente : 0,5 °C/min -40°C pendant 30h a 10-13 Pa, puis augmentation progressive jusqu’a .
DPPC +/- DPPG 100 N N Wind tal., 1997
+ - rapide : azote liquide 20°C avec des paliers a -30°C et -16°C a 1 Pa. (van Winden et a )
DPPC/DPPG +/- . . . -40°C a 10-13 Pa puis augmentation progressive jusqu’a 4°C avec des
100a 1000 | - : .

Chol a rapide : azote liquide paliers 3 -30°C et -16°C 3 1 Pa. (zhang et al., 1997)
DPPC/DPPE +/- .
Chol / + 150 - rapide : azote liquide -40°C a 30 mTorr (4 Pa) (Ohtake et al., 2005)
DOPC NR - rapide : -45°C -35°C pendant 24h puis 25°C (pression non précisée) (Ugwu et al., 2005)

-40°C dant 22h 3 0,340 mBar (34 P i tation j 'a20°C
DDA, TDB 200-400 | - lente : 0,70°C/min -40°C pendant 22h a 0,340 mBar (34 Pa), puis augmentation jusqu’a (Christensen et al., 2007)

a0,021mBar (2,1 Pa)
DOTAP 190 - Ient.e :10°C/h o -40. C pf:nda?t 24h,° pL‘us augmentation progressive jusqu’a 20°C avec des (Aso and Yoshioka, 2005)

- rapide : azote liquide paliers a -20°C et 0°Ca 5 Pa.

PL synthétiques - lente : 0,5 °C/min -40°C pendant 6h a 0,5 Torr (66 Pa) ; puis augmentation progressive
+/- Chol 100 - rapide : -70°C jusqu’a 20°C avec des paliers a -30°C et a-16°C (Mohammed et al., 2006)
DMPG NR -52°C pendant 48h a 0,004mbar (0,4 Pa) (Sweeney et al., 2005)

Tableau 3: Récapitulatif des paramétres de lyophilisation des liposomes décrits dans la littérature, NR : Non renseigné
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1.1.1. Influence de la vitesse de refroidissement sur les structures des lyophilisats de

liposomes

Cependant, I'influence de la vitesse de lyophilisation reste encore un sujet assez controversé. Van
Winden et al. (van Winden et al., 1997) ont cherché a évaluer I'influence de la vitesse de congélation
sur la structure finale du lyophilisat de liposomes de DPPC. Un refroidissement rapide dans I'azote
liqguide donnait des lyophilisats présentant une structure ordonnée (Figure 5). Pour les lyophilisats
obtenus par refroidissement lent (0,5°C/min), les cavités formées étaient désordonnées et plus
larges, correspondant aux traces laissées par les gros cristaux de glace aprés sublimation
contrairement a ce qu’on aurait pu prévoir et la surface spécifique était d’autant plus réduite que le

refroidissement était lent.

100pm

Figure 5: Photographie de lyophilisats de liposomes de DPPC obtenus avec une vitesse de refroidissement
soit rapide (a gauche) soit lente (a droite) par Scanning Electron Microscopy (SEM) (van Winden, Zhang et al.

1997).

Un autre parameétre essentiel est a prendre en compte dans la détermination de la vitesse optimale
de refroidissement et résulte du fait que les congélations de l'eau extra et intraliposomale ne
s'opérent pas de maniére identique. Deux mécanismes opposés sont alors a prendre en
considération nécessitant de définir une vitesse intermédiaire ni trop rapide ni trop lente. Lors d’une
congélation trop lente, en raison de l'inertie du transfert thermique, I'eau a I'extérieur des liposomes
cristallise en premier, la membrane agissant alors comme un « rempart » vis-a-vis de la glace formée.
L'eau a l'intérieur du liposome est ainsi protégée et reste encore a I’état de surfusion vers -10°C. Ces
phénoménes ont ainsi pour conséquence délétére d’induire une déshydratation (ou « choc »)
osmotique des liposomes (Frajeville, 1994). Une congélation rapide semblerait plus appropriée.
Néanmoins si celle-ci est trop brusque, on constate la formation de cristaux de glace a I'intérieur du

liposome, entrainant des lésions de la paroi.
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1.1.2. |Influence de la vitesse de refroidissement sur la capacité de rétention

La vitesse de refroidissement sur la capacité de rétention semble agir différemment selon les
caractéristiques et la nature des liposomes. Des travaux menés avec des liposomes de DPPC, de 100
nm ont abouti a une meilleure capacité de rétention de la carboxyfluorescéine (CF), lorsque la vitesse
de refroidissement était lente (0,5°C/min) (van Winden et al., 1997). En revanche, pour des Small
Unilamellar Vesicle (SUV) de DEPC (30 nm), Hays et al. (Hays et al., 2001) ont remarqué une capacité
de rétention plus importante du soluté encapsulé pour des vitesses rapides de congélation (20 a
50°C/min). Les auteurs expliquaient qu’une congélation rapide diminuait la durée d’exposition des
liposomes a une température proche de la température de transition de phase (Tm) des

phospholipides, parameétre dont I'importance sera présentée ultérieurement.

1.1.3. Influence de la vitesse de refroidissement sur les lipides membranaires et les

lyoprotecteurs

L'influence de la vitesse de refroidissement semble dépendre du type de lipides entrant dans la
structure de la bicouche : en effet I'impact négatif d’'une congélation rapide serait plus important
pour des liposomes formés avec des lipides rigides tel que DPPC (Torchilin and Weissig, 2002). A
I'inverse, les liposomes préparés avec des phosphatidylcholines d’ceuf (EPC) y sont moins sensibles.
La vitesse de congélation a également une influence sur les lyoprotecteurs. Aso et al. (Aso and
Yoshioka, 2005) ont constaté qu’une vitesse lente de refroidissement (-10°C/h jusqu’a -50°C) de
liposomes cationiques a base de DOTAP associés a du tréhalose donnait des matrices présentant une
faible viscoélasticité, favorable a la stabilité du lyophilisat, a la différence de ceux obtenus a une
vitesse rapide.

Dans le cadre de notre travail expérimental, une fois la formulation établie, la température de

congélation et la vitesse de refroidissement sont les parametres clés a définir.

1.2. Sublimation

La sublimation vise a extraire I'eau libre et correspond a une réaction endothermique dont I'apport
énergétique est réalisé par les étagéres du lyophilisateur. La sublimation permet d’éliminer entre 80
et 90% d’eau sous forme de vapeur d’eau, qui se condense ensuite dans le condenseur ou « piége »
de température et tension de vapeur inférieures a celles régnant au sein de I'enceinte. Apres
congélation, dés que la pression partielle en eau est suffisamment basse, la sublimation des cristaux
de glace situés a la surface commence. Au cours de la dessiccation, le front de sublimation s’enfonce

progressivement séparant la couche supérieure seche de la couche encore congelée. Les transferts
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thermiques s’effectuent par conduction au sein de la couche séche. Lors de la sublimation, si le
produit congelé n’a pas une structure homogeéne, la matiére séche située dans la partie haute va
créer un obstacle a I'évacuation de la vapeur d’eau. Le gradient de température existant entre le
plateau et le front de sublimation, illustré sur la Figure 6, conditionne la vitesse de sublimation. La
vitesse dépend également de la différence de température entre I'enceinte du lyophilisateur et le

piege (i.e ~-60°C a -80°C, bien en dessous de celle de I'enceinte).
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Figure 6: Représentation schématique des couplages de transferts de chaleur et de matiere (Marin

and René 2000).

Comme nous le verrons par la suite, la température au front de sublimation doit étre inférieure de
4°C a la Tg du systeme final. La pression a appliquer dans I'enceinte, qui conditionne la température
au front de sublimation, peut étre lue sur la courbe du diagramme température pression (Figure 7).
Ce diagramme fixe les conditions expérimentales a appliquer lors du processus de lyophilisation : il
est nécessaire de travailler dans des conditions de faibles températures et pressions de vapeur, en
dessous du point triple. Il est important de rappeler que tout ajout de soluté déplace les courbes de
changement d’état et le point triple, ce qui nécessite d’adapter les paramétres de pression et de
température. Néanmoins, si ce point a été étudié avec des solutions simples (Marin and René, 2000),

il n’a pas été retrouvé de travaux spécifiques appliqués aux liposomes.
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Figure 7: Diagrammes Pression-Température de I'eau pure et d’une solution aqueuse (Marin and

René 2000).

Comme cela est noté sur le récapitulatif du Tableau 3, la pression résiduelle ne dépasse
généralement pas 66 Pa. Les auteurs précisent rarement les raisons du choix de ce paramétrage.
Cette dépression est associée a une température de I'étagere (shelf temperature) paramétrée entre
-25°C et -52°C (Figure 8). Néanmoins, cette température doit étre de quelques degrés supérieurs a la
température du produit en cours de sublimation, afin d’assurer le transfert de chaleur vers le

produit. Cette valeur devra étre définie en fonction de la Tg du lyoprotecteur utilisé.
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Figure 8: Lyophilisateur Alpha 1-4 Christ
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1.3. Dessiccation secondaire

Cette phase vise a éliminer I'eau résiduelle. Lorsque la sublimation est terminée, le gradient de
température n’existe plus et la dessiccation du produit est assurée par le vide maintenu dans
I’enceinte. La fraction d’eau résiduelle va subir une étape de déshydratation secondaire. Il faut, en
effet, beaucoup plus d’énergie pour éliminer I'eau liée car celle-ci est associée par des liaisons plus
ou moins fortes de type Van der Walls, London ou liaison hydrogéne. La dessiccation secondaire
nécessite par conséquent des niveaux de pression plus faible et de température plus élevée, que lors
de la sublimation. La dessiccation finale doit étre suffisante pour éliminer I'eau interstitielle sans
dégradation du produit. En fin de lyophilisation, une faible teneur en eau résiduelle et une porosité
élevée expliquent sa tres forte hygroscopie et son aptitude a se réhydrater avec de faibles quantités
d’eau en I'espace de quelques secondes. Dans la plupart des travaux, la température du plateau est
augmentée par paliers successifs sur une durée totale de I'ordre de 24 a 72 heures (Tableau 3).
Comme pour la sublimation, cette augmentation progressive est directement liée a la valeur Tg du
lyoprotecteur comme cela sera détaillé par la suite. L’analyse du transfert de chaleur et de masse
doit étre étudiée afin d’optimiser le processus (Nail et al., 2002) (Figure 9).

Dans notre développement expérimental, la détermination des différents parametres (pression,
température) et la durée de chacune des phases de dessiccations primaire et secondaire seront a
définir afin d’obtenir un lyophilisat répondant aux spécificités attendues. Il faut également prendre

en compte les caractéristiques propres aux liposomes.
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Figure 9: Facteurs influengant le procédé de lyophilisation (Torchilin and Weissig 2002).
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2. Paramétres spécifiques aux liposomes

Les caractéristiques du liposome et notamment les propriétés de la membrane impliquent certaines

conditions a respecter si on désire I'obtention d’un lyophilisat répondant a nos spécifications.

2.1. Nature des lipides

Nous avons vu précédemment qu’une vitesse de congélation rapide altére beaucoup plus les
membranes composées de lipides hydrogénés, tels les DPPC ou les HSPC alors que les liposomes
moins rigides sont moins sensibles a cette vitesse.

Chaque phospholipide est caractérisé par une température de transition de phase, qui conditionne
son comportement lors de la lyophilisation. Cette température dépend de la nature des chaines
hydrocarbonées (longueur et degré d’insaturation), de la nature de la téte polaire du phospholipide
mais également de la quantité d’eau associée, paramétre dont la teneur va étre modifiée lors de la
lyophilisation.

On distingue trois états : I'état cristallin, I’état gel ordonné et I'état liquide cristallin désordonné en
fonction de la température et du degré d’hydratation. Des lipides hydratés a faible température
s’organisent en un réseau cristallin. Quand on augmente la température jusqu’a la température de
sous transition (30°C en dessous de la Tm), les lipides passent a I'état gel, état plus expansé et I'eau
pénetre a l'intérieur des bicouches. A I'état gel, les chaines hydrocarbonées sont tres serrées
empéchant la fuite du principe actif encapsulé (Torchilin and Weissig, 2002, Gregoriadis, 1993, Lee et
al., 2002). Une augmentation de la température favorise les répulsions entre chaines hydrocarbonées
et a partir de la Tm, les lipides passent de I'état gel a I'état liquide cristallin. Les lipides sont alors
dans un état fluide plus perméable, favorisant la fuite des solutés encapsulés. Ces transitions sont

visibles sur les thermogrammes obtenus en Differential Scanning Calorimetry (DSC) (Figure 10).
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Figure 10: Thermogramme d’un phospholipide obtenu en DSC (Gregoriadis, 1993), la fleche indique
le sens endothermique
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A I'état hydraté, les liposomes possedent un Tm plus bas que sous forme non hydratée. Ainsi lors
de la lyophilisation des liposomes, la Tm augmente. En effet, I'eau liée aux tétes polaires des
phospholipides est éliminée ce qui facilite le rapprochement des chaines d’acides gras et donc
I’'augmentation des interactions hydrophobes entre les chaines hydrocarbonées. Il faut donc
apporter plus d’énergie au systeme pour les dissocier.

Lors de la réhydratation du systéeme, la température constitue un facteur clé. Si cette température
est au dessus de la Tm des liposomes hydratés et en dessous de la Tm des liposomes déshydratés,
une transition de phase se produit lors de la réhydratation. Ceci entraine une augmentation de la
perméabilité membranaire et une fuite du contenu intraliposomal. Le changement de phase lors de

la réhydratation du systéme est un élément fondamental a éviter (Ohtake et al., 2006).

2.2. Caractéristiques du liposome

Une revue de la littérature a montré que des liposomes de taille intermédiaire, comprise entre 100 et
200 nm permettaient une meilleure rétention du soluté encapsulé (Gregoriadis, 1993, Crowe and
Crowe, 1988, Harrigan et al., 1990, van Winden, 2003). Par ailleurs il a été constaté, lors du processus
de lyophilisation, une augmentation de la taille des liposomes par expansion des phospholipides dans
la bicouche. L’ajout de lyoprotecteur permet de pallier cette augmentation (Stevens and Lee, 2003).
La charge a également une influence sur la stabilité du liposome et posséderait une action préventive
bénéfique lors de la lyophilisation. Cependant le choix de la charge reste assez discuté dans la
littérature (Nakamori et al., 1993). Les liposomes chargés présentent I'avantage de moins fusionner
grace aux répulsions électrostatiques. La charge négative apparait souvent comme étant plus
favorable a la stabilité du liposome (Crowe and Crowe, 1988). Cependant ce choix reste assez
discuté. En effet pour des liposomes d’EPC, I'ajout de PG, chargé négativement, diminue la rétention
d’un soluté encapsulé hydrophile tandis que I'ajout de PS I'augmente. La plupart des publications
font appel a des liposomes neutres.

Dans le cadre de notre projet, il conviendra de suivre attentivement I’évolution de ces deux

parametres (i .e. taille et potentiel zéta).

3. Optimisation de la formulation des lyophilisats

Si la lyophilisation est un moyen in fine de stabiliser les liposomes en les conservant a I'état sec, ce
processus est en lui-méme délétere pour leur structure. En particulier, la congélation génere des
transitions de phase et des chocs osmotiques. En outre, la perte d’eau lors de la dessiccation induit

une perte d’intégrité de la membrane par phénoméne de rupture de la bicouche, fusion et
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agrégation. Ces mécanismes aboutissent a la perte du soluté encapsulé car la stabilité de la bicouche
est principalement conditionnée par les interactions de type liaison hydrogene entre I'eau et les
tétes polaires. La stabilisation au cours du procédé de lyophilisation est principalement menée a bien
en intégrant dans la formule un protecteur de lyophilisation appelé agent lyoprotecteur. Toutefois,

d’autres composés peuvent s’avérer utiles comme les agents texturants.

3.1. Rdle et intérét des lyoprotecteurs

3.1.1. Caractéristiques des lyoprotecteurs

Afin de mieux comprendre I'action du lyoprotecteur, il convient de rappeler que la fuite du contenu
intraliposomal résulte de deux mécanismes essentiels: d’une part, la fusion des liposomes
directement liée au stress de la lyophilisation et d’autre part, une modification de la perméabilité de
la bicouche lipidique en relation avec un changement de phase des lipides. Pour Crowe et al. (Crowe
et al., 1997), la maitrise de ces deux phénomeénes est indispensable pour stabiliser les liposomes et

empécher toute fuite de solutés.

3.1.1.1. Action des agents lyoprotecteurs sur la prévention de la fusion au cours de la

lyophilisation

Cette action est reliée au phénomeéne de vitrification. Quand les cristaux grossissent au cours de la
congélation, ils générent un encombrement stérique défavorable et peuvent entrainer des
dommages aux substances que I'on cherche a congeler (Tsvetkova et al., 1998, Crowe et al., 1994).
Les liposomes risquent de perdre leur intégrité sous la pression exercée par la croissance cristalline
qui s’effectue a leur contact. L’ajout d’un lyoprotecteur pallie ce probleme en créant une interface
entre le systéme a congeler et I'eau. Ce phénomene dépend directement de la Tg, qui caractérise le
passage d’un corps d’un état liquide viscoélastique a un état vitreux ou solide amorphe. La Tg est
principalement déterminée par DSC. Pour que le lyoprotecteur soit efficace, celui-ci doit étre a I'état
vitreux. En effet, le lyoprotecteur passe a |'état vitreux avant que I'eau ne commence a cristalliser et
protége le liposome en amortissant la croissance cristalline. A l'inverse, au-dela de la Tg, le
lyoprotecteur perd sa structure vitreuse et les liposomes ne sont plus isolés dans la matrice. Il a été
constaté que la fuite des solutés encapsulés suivait une cinétique de type Arrhénius au-dela de la Tg
(Sun et al., 1996). La Figure 11 illustre la variation de la Tg, en fonction de la teneur en eau du
systeme qui évolue constamment durant le processus en cours de la lyophilisation. La Tg' est la

température de transition vitreuse observée au maximum de concentration en matieres seches C;'.
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Figure 11: Diagramme de phase eau/lyoprotecteur (Marin and René 2000)

Ainsi, lors de la lyophilisation, la teneur en eau diminue et la Tg du systeme augmente, I'eau agissant
comme un plastifiant (Angell, 2002). Le maintien de la température du produit en dessous de la Tg du
systeme est essentiel pour éviter I'effondrement de la structure tout au long des dessiccations
primaire et secondaire. Pour atteindre cet objectif, la température de sublimation lors de la
dessiccation primaire doit étre inférieure a Tg d’environ 4-5°C d’apres la plupart des auteurs
(Torchilin and Weissig, 2002, van Winden, 2003). Au cours des différentes phases de la dessiccation
secondaire, le réchauffement du plateau doit le plus lent possible afin de maintenir la température
du produit toujours largement en dessous de la Tg (Rambhatla et al., 2005). Au cours de la
conservation, ce paramétre est également important car il conditionne la stabilité du lyophilisat
(température de conservation inférieure de 20 a 30°C a la Tg du systéme final (van Winden, 2003)).
Une forte humidité résiduelle reliée a une Tg plus faible favorise une instabilité du lyophilisat (te

Booy et al., 1992).

3.1.1.2. Action des agents lyoprotecteurs sur la prévention du changement de phase lors de

la lyophilisation et de la reconstitution

Les agents lyoprotecteurs favorisent le maintien des lipides dans la méme phase (gel ou cristalline
liquide) au cours du processus de lyophilisation ou lors de la reconstitution. La nécessité d’'un agent
protecteur dépend de la valeur de Tm des phospholipides employés. Comme nous |'avons
préalablement décrit, au cours de la lyophilisation, la perte en eau est associée a une augmentation
de la Tm. Lors de la lyophilisation, les lyoprotecteurs se substituent aux molécules d’eau et
interagissent avec les tétes polaires des phospholipides. Ils contribuent ainsi a maintenir la
membrane de phospholipides dans la méme phase, aussi bien au moment de la déshydratation que

lors de la remise en suspension des liposomes lyophilisés.
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3.1.2. Critére de choix de I’agent lyoprotecteur

Plusieurs parametres orientent le choix d’un lyoprotecteur adapté a la problématique des liposomes.
Les lyoprotecteurs, molécules de petite taille (Crowe et al., 1985, Ohtake et al., 2006), sont
essentiellement des sucres: mono, di ou oligosaccharides. Il convient, principalement, de
sélectionner un excipient amorphe présentant une Tg élevée (Lueckel et al., 1998b). Le Tableau 4
regroupe les différents sucres possédant une action lyoprotectrice sur les liposomes. L'effondrement
de structure se produit quand on chauffe le produit au-dela de la température de collapse, qui est
supérieure de quelques degrés a la Tg (Rambhatla et al., 2005).

Les sucres les plus efficaces sont les disaccharides (Figure 12) mais le tréhalose correspond au
lyoprotecteur le plus usité car associé aux meilleurs taux d’encapsulation (Gregoriadis, 1993).
Certains auteurs ont remarqué que le saccharose est aussi efficace mais une quantité supérieure est
nécessaire pour une méme efficacité (Crowe and Crowe, 1988, Gregoriadis, 1993). Les
monosaccharides présentent I'inconvénient ne pas pouvoir interagir suffisamment en raison de leur
petite taille. D’autres substances comme le mannitol ont été testées mais elles ne sont pas
suffisamment efficaces lors de la lyophilisation des liposomes. Ainsi, le mannitol se place au cceur des

liposomes et il n‘interagit donc pas avec les tétes polaires des phospholipides (Wang et al., 2006b).
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Figure 12 : Effet de différents sucres sur la rétention de l'isocitrate dans des liposomes de POPC/PS

en présence d’1 g de sucre par g de lipide

Type Avantages Inconvénients Auteurs
- Faible effet sur les DOPC et EPC (Suzuki et al.,
Effet protecteur sur
- Molécule trop petite pour faire 1996, Crowe et al.,
Glucose DPPC
des interactions 1997, Tsvetkova et
Diminue la Tm
- Pas d’effet par vitrification al., 1998)
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Hydroxy Ethyl

Amidon

Tg élevée

- Ne diminue pas la Tm

- N’interagit pas avec la membrane

(Tsvetkova et al.,

1998)

Tableau 4: Caractéristiques des lyoprotecteurs NR : Non renseigné

Le tréhalose agit par I'intermédiaire de trois mécanismes concourant a la stabilisation des liposomes
au cours de la lyophilisation:

- Tg élevée (-30°C) qui lui confére une grande efficacité et lui permet d’éviter la fusion des liposomes
(Crowe and Crowe, 1988).

- Diminution maximale de la Tm quand la membrane est a I'état liquide cristallin. En outre, il a été
noté que I'état fluide de la membrane donne une meilleure accessibilité pour le tréhalose aux tétes
polaires des phospholipides, lui permettant ainsi d’interagir davantage avec la membrane (Ohtake et
al., 2006).

- Absence de liaison intramoléculaire au sein de sa structure, ce qui favorise de nombreuses
interactions avec les autres molécules (Lelong, 2007).

D’apres Crowe et al., la stabilité des liposomes ne dépend pas de la concentration en lyoprotecteur

eme

mais plut6t du ratio lyoprotecteur/lipide (lyop/lip). Des expériences de dilution au 100°™ avec un

ratio tréhalose/lipide constant n’ont pas montré de différence de capacité a retenir la CF par rapport
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aux suspensions non diluées. Une augmentation du ratio sucre/lipides favorise une élévation de la Tg
du systeme (Ugwu et al., 2005). Cependant, une diminution du taux d’encapsulation de la substance
peut survenir pour des ratios élevés (Mugabe et al.,, 2006). Pour le tréhalose, le ratio optimal
généralement admis est d’environ deux grammes de tréhalose par gramme de phospholipides
(Crowe et al., 1985).

A cOté des sucres, trés peu d’essais ont été menés, par exemple, avec des acides aminés comme
lyoprotecteurs (Mohammed et al., 2007, Lueckel et al., 1998a). Les acides aminés n’interagissent pas
par des liaisons hydrogénes mais ils stabilisent les lyophilisats par des interactions électrostatiques.
Néanmoins, des travaux menés sur des liposomes avec la lysine utilisée comme lyoprotecteur
présentent des résultats similaires a ceux obtenus avec le tréhalose, avec I'avantage d’avoir une
molécule différente d’un sucre. Il faut également prendre en compte le fait que les acides aminés

présentent généralement une transition vitreuse basse.

3.1.3. Facteurs modifiant I’action des agents lyoprotecteurs

La localisation de I’'agent lyoprotecteur est un élément essentiel a prendre en considération. Lors
d’un ajout de tréhalose a des liposomes préformés, celui-ci se répartit de part et d’autre de la
membrane avec une encapsulation du tréhalose de I'ordre de 10% (Gregoriadis, 1993). La présence
d’un lyoprotecteur d’un seul c6té de la membrane n’est pas suffisante et sa distribution de part et
d’autre de la membrane semble nécessaire. Cependant cette répartition est un sujet controversé :
Crowe et al. (Crowe et al., 1985) ont remarqué qu’une grande quantité a I'intérieur des liposomes en
tréhalose n’était pas forcément nécessaire. A l'inverse pour d’autres auteurs, une plus forte
concentration en tréhalose a l'intérieur du liposome par rapport au compartiment extérieur
semblerait associée a une diminution de la Tm plus importante comparée aux autres répartitions

étudiées (Ohtake et al., 2006).

De maniéere générale, les éléments contenus dans la solution liposomale a congeler peuvent modifier
la Tg du systeme. S’il a été montré que les liposomes ne modifiaient pas significativement la Tg, il
n’en est pas de méme pour les petites molécules comme le chlorure de sodium, qui la diminue (van
Winden, 2003). L'introduction de ce type d’électrolytes doit étre limitée par conséquent. D’autres
ions présentent en revanche présentent une action synergique avec les lyoprotecteurs, comme cela a
été décrit avec les ions phosphates, ceci s’expliquant par une augmentation de la Tg (Ohtake et al.,
2004a, Ohtake et al., 2004b, Wolkers et al., 2004). Les interactions sucres-phosphate peuvent étre
visualisées par Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) : augmentation de l'interaction entre

les hydrogénes des sucres et le groupement phosphate. L'effet du phosphate sur les complexes
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sucres — phosphates est sensible aux variations de pH. Cependant, selon Wolkers et al. (Wolkers et
al., 2004), si I'ajout d’ions phosphates augmente la capacité de rétention du soluté encapsulé lors de
I’étape de lyophilisation, celui-ci présenterait un effet néfaste sur la conservation des liposomes.

Le principal facteur modifiant I'action des agents lyoprotecteurs correspond a la composition
lipidique. Par exemple, I'efficacité du tréhalose dépend du type de lipides. Ce disaccharide est plus
efficace sur les liposomes a base de DPPC que sur ceux de DPPE (Ohtake et al., 2005). L’abaissement
de la Tm de liposomes a base de DPPE est moins prononcé parce que ce type de phospholipides
privilégie les interactions intramoléculaires a celles avec le tréhalose. Selon certains auteurs, I'ajout
d’agent lyoprotecteur n’est pas toujours indispensable pour des PC synthétiques rigides type DSPC
(Tm d’environ 55 a 58°C) (avec ou sans Chol) a l'inverse des liposomes a base de PC ou de
PC/PG/Chol (Ntimenou et al., 2006, Torchilin and Weissig, 2002).

Le Chol joue également un réle significatif. De facon générale, il fluidifie les phospholipides en phase
gel et les condense en phase fluide : on a donc un continuum dans I'organisation des lipides, il n’y a
plus de transition «franche ». Vis-a-vis des liposomes déshydratés, le Chol abaisse la Tm
généralement mais cette diminution par ajout croissant de Chol n’est plus significative en présence
de tréhalose. Il apporte également de la stabilité par son action antioxydante (Ohtake et al., 2006,

Parasassi et al., 1995).

3.2. Rdle et intérét d’un agent texturant

Les agents de ballastre (bulking agent) ou agents texturants comme le mannitol permettent de
donner du volume et une consistance bien définie au lyophilisat. Toutefois, la littérature mentionne
rarement l'utilisation d’agent de ballastre pour la lyophilisation des liposomes. La préparation doit
contenir au minimum 2% et au maximum 30 % d’éléments solides, qui constitueront ensuite le
support du lyophilisat apres le séchage (« cake »). Cependant, ces substances sont souvent de nature
cristalline (Lueckel et al., 1998a, Cavatur et al., 2002, Pyne et al., 2002), comme le mannitol qui

cristallise pour des vitesses de congélation élevées.

3.3. Conditions de conservation des lyophilisats

Aprés la dessiccation secondaire a faible pression, un gaz est réintroduit (van Winden and
Crommelin, 1999, Sun et al., 1996, Crowe and Crowe, 1988). En général pour la lyophilisation des
liposomes, I'azote (voire I'argon) est le gaz le plus utilisé (van Winden, 2003). Un sertissage sous vide

est également envisageable afin d’éviter les réactions d’oxydation, en particulier des phospholipides.
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En raison de I'hygroscopie importante du lyophilisat, une atmosphére humide doit étre évitée, la

présence d’eau favorisant une diminution de la Tg.

4. Essais et controles

Outre la vérification du respect des parametres du cycle de lyophilisation, des essais sont menés sur
le produit fini avant et aprés réhydratation par de I'eau ou une solution tampon. Ces différents
controles pourront étre mis en place lors de notre phase de mise au point, mais également en

routine afin de valider nos lots de fabrication.

4.1. Essais réalisés sur le lyophilisat

4.1.1. Differential Scanning Calorimetry

La DSC mesure les températures et les énergies associées a des évenements thermiques du composé
analysé (fusion, cristallisation, transition). La DSC étudie les Tm des phospholipides et les Tg des
lyoprotecteurs (Kett et al., 2005). Elle compare les thermogrammes avant et aprés lyophilisation mais
aussi vérifie la réduction de I'augmentation de la Tm des phospholipides par ajout de tréhalose ou de
Chol (Christensen et al., 2007, Ohtake et al., 2005, Ohtake et al., 2006, Suzuki et al., 1996, Tsvetkova
et al., 1998, Ugwu et al., 2005, van Winden et al., 1997, van Winden et al., 1998) (Figure 13).
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Figure 13: Thermogrammes de liposomes lyophilisés de DPPC obtenus avec des ratios différents de

Chol (ratio molaire), encadré : thermogramme du Chol seul (Ohtake, Schebor et al. 2005)

Une augmentation rapide de la température (5 a 10°C/min) lors du scan permet d’obtenir une
meilleure reproductibilité et sensibilité des résultats (Torchilin and Weissig, 2002). Il existe
également des techniques comme la Modulated Temperature Differential Scanning Calorimetry

(MTDSC) et la High Sensitivity Differential Scanning Calorimetry (HSDSC) (van Winden et al., 1998).
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Cette derniere décele de faibles changements dans la lighe de base mais nécessite une augmentation
de la température plus lente (1 a 2°C/min). Cette technique est utilisée pour les faibles transitions,

sur lesquelles la vitesse de refroidissement a peu d’influence.

4.1.2. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier ou FTIR

La FTIR peut éventuellement apporter une information complémentaire. Cette technique est basée
sur |'absorption d'un rayonnement infrarouge par la substance analysée. Elle détecte les vibrations
caractéristiques de certaines liaisons chimiques afin d’effectuer I'analyse des fonctions chimiques. Le
domaine infrarouge entre 4000 cm™ et 400 cm™ correspond au domaine d'énergie de vibration des
molécules. La FTIR détecte les températures de transition des lipides et visualise I'abaissement de la
Tm par I'ajout de lyoprotecteur (Hincha et al., 2003, Ohtake et al., 2004a, Tsvetkova et al., 1998, van
Winden et al., 1997). Elle étudie la diminution de la fréquence de vibration spécifique 1240 cm™ du
groupement phosphate des phospholipides lors de I'ajout d’un lyoprotecteur, s’expliquant par
I'interaction qui s’opére entre les sucres et les tétes polaires des phospholipides.

La FTIR apporte des informations complémentaires a la DSC. Il en est de méme pour la RMN et les

diffractions aux rayons X, qui permettent d’étudier I'architecture moléculaire des lyophilisats.

4.1.3. Mesure de la teneur en eau résiduelle du lyophilisat

Une humidité résiduelle faible, de préférence inférieure a 1% favorise une Tg élevée du lyophilisat,
lui conférant une plus grande stabilité (van Winden, 2003). Elle assure une forte hygroscopie
facilitant la reconstitution du lyophilisat. La méthode de Karl Fischer est basée sur une réaction
chimique d’oxydation du dioxyde de soufre par I'iode dans une solution de méthanol ou de pyridine,
la réaction nécessitant la présence d’eau. Le titrage peut étre réalisé par volumétrie (volume de
burette contenant la solution iodée) ou par coulométrie : I'iode participant a la réaction est généré
directement dans la cellule de titrage par une oxydation électrochimique de I'iodure jusqu’a ce que
de l'iode non réactif soit détecté. Cette technique dose précisément |'eau résiduelle dans le
lyophilisat, qui est de I'ordre de 0,005 a 0,02 g d’eau par gramme de matiere séche (soit 0,5 a 2%).

D’autres méthodes permettent une évaluation simplifiée de I'’eau résiduelle comme la mesure de la
perte a la dessiccation ou méthode gravimétrique (Wolkers et al., 2004). Le lyophilisat est pesé avant
et aprés séjour a I’étuve entre 103 +/- 2°C. On ne mesure pas la méme grandeur que précédemment.
En effet, lors de l'utilisation de la méthode gravimétrique, les substances volatiles peuvent étre

entrainées, ce qui fausse la valeur mesurée.
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4.1.4. Porosité du lyophilisat

La porosimétrie par intrusion de mercure apprécie la porosité du lyophilisat et sa surface spécifique,
qui conditionnent I'aptitude du lyophilisat a se réhydrater pour de faible quantité d’eau. Le mercure,
liguide non mouillant, remplit les cavités du lyophilisat sous I'effet de la pression qu’on lui applique.
On mesure le volume du mercure introduit, proportionnel au volume des pores du lyophilisat.
L'adsorption gazeuse par la technique de BET (Brunauer, Emmeth, Teller) est une méthode

alternative qui évalue la surface spécifique du lyophilisat (Rambhatla et al., 2005).

4.2. Essais réalisés apres reconstitution

4.2.1. Taille et Potentiel zéta

Comme cela a été précisé au début de ce mémoire, la taille et le potentiel zéta de nos formulations
liposomales étaient sujets a modification au cours du temps et correspondent par conséquent a deux
caractéristiques clés a étudier. Une comparaison de la taille et du potentiel zéta des liposomes avant
et aprés lyophilisation permet d’apprécier I'efficacité du lyoprotecteur et du procédé de fabrication.

La mesure de la taille des liposomes sera effectuée a I'aide d’un Nanosizer’, dont le principe de
mesure est basé sur la diffusion de la lumiere par les particules de taille inférieure au um, comme les
liposomes. La mesure du potentiel zéta reflete la charge des liposomes. La mesure du potentiel se

fait par I’étude de la mobilité électrophorétique des liposomes a I'aide d’'un méme appareil.

4.2.2. Evaluation de la dégradation des lipides

Les lipides peuvent subir des réactions d’hydrolyse et d’oxydation au cours du stockage, d’ou la
nécessité de conserver les liposomes dans une atmosphere inerte, dépourvue d’humidité et a 'abri
de la lumiere et de la chaleur. Aprés la lyophilisation des liposomes, il est intéressant d’évaluer la
dégradation des phospholipides et de doser les acides gras formés par chromatographie gazeuse.
Diverses méthodes, afin d’explorer I'oxydation, sont également envisageables : absorbance en UV
pour la détermination des conjugués diénes et triénes, détermination des endoperoxydes par I'acide

thiobarbiturique (Torchilin and Weissig, 2002).

4.2.3. Stabilité de I’'agent encapsulé

La stabilité de I'agent encapsulé est réalisée en particulier pour les molécules sensibles comme dans

le cas de notre projet expérimental, I’ATP facilement hydrolysable en ADP. Ce dosage peut se réaliser
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soit par chromatographie liquide soit par bioluminescence (méthode luciférine-luciférase) (Tep,

2007).

4.2.4. Dosage du soluté encapsulé

Une comparaison des taux d’encapsulation avant et aprés lyophilisation mesure I'impact de la fuite
au cours de cette opération. En effet, le processus de lyophilisation, par des chocs osmotiques, altére
la structure des liposomes et peut favoriser la fuite du soluté. Celle-ci peut également avoir lieu lors
de la réhydratation du lyophilisat. Ce dosage fait appel a des méthodes de dialyse a I'équilibre,

d’ultrafiltration, d’ultracentrifugation ou de chromatographie sur gel.



Conclusion concernant les travaux antérieurs sur la lyophilisation des

liposomes

L'amélioration de la stabilité apparait comme un enjeu essentiel dans le cadre du développement
des liposomes d’ATP, afin d’envisager leur utilisation future pour la conservation des greffons
hépatiques mais aussi a court terme pour faciliter les études sur les cultures cellulaires qui
nécessitent jusqu’a présent une préparation extemporanée. La lyophilisation offre des perspectives
intéressantes pour améliorer la stabilité des liposomes a moyen et long termes mais nécessite une

maitrise de nombreux parametres liés au process et a la formulation.

Cette revue de la littérature définit les étapes principales qui ont servi de support a notre plan
expérimental. Une de ces étapes essentielles consiste a sélectionner I'lagent lyoprotecteur approprié
et a définir sa concentration. Nos critéres d’évaluation visent in fine a I'obtention d’un lyophilisat,
qui, une fois rapidement reconstitué, ne présente pas de différence significative par rapport a la

préparation initiale en termes de taille, potentiel zéta et de taux en ATP total et encapsulé.

45



TRAVAUX ANTERIEURS (ii): MODELE
CELLULAIRE HEPATIQUE ET ETUDE DE
L'INTERACTION AVEC LES LIPOSOMES
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Cette partie bibliographique a pour objectif de préciser les différentes cultures cellulaires
hépatocytaires existant. Celles-ci seront décrites vis-a-vis de leur mode d’obtention et de mise en
culture, leurs caractéristiques et leur intérét potentiel pour I'étude de liposomes vectorisés. Enfin, les
cultures cellulaires seront comparées a des techniques plus conventionnelles comme celle du foie

isolé perfusé.

De nombreux modeles cellulaires existent actuellement. Les cultures cellulaires de tissus, de cellules
fraichement isolées ou encore de lignées cellulaires établies, se distinguent des organes isolés ex vivo
tel que le modele de foie isolé et perfusé. Ces techniques sont principalement utilisées pour étudier

I’hépatotoxicité des xénobiotiques.

1. Généralités sur les modéles cellulaires hépatiques

Deux sources de cellules sont possibles: les cellules isolées dans les liquides biologiques comme le
sang et les cellules d’organes qu’il s’agit de séparer les unes des autres. Dans le cas des cellules
circulantes, leur différence de densité permet I'utilisation d’un gradient de Ficoll avec centrifugation
afin de les séparer. Dans le cas des cellules obtenues a partir d’organe ou de tissus, la culture sera
réalisée a partir d’'un fragment d’un organe. Un fragment de tissu peut étre utilisé et les cellules se
développent alors a partir du fragment a la surface du support baignant dans le milieu de culture.
Lorsqu’il s’agit de la fragmentation de l'organe, le tissu est dissocié mécaniquement et
enzymatiquement afin d’obtenir une suspension de cellules qui peut étre purifiée. Les cellules sont
mises en cultures (culture primaire) et peuvent ensuite étre repiquées (culture secondaire) (Figure

14).

log dv nombre de cellules

J‘1:;1'1.11'10- lignée cellnlaire définie (en cas de mort
culture cellulaire ou continue (cellules tranaforme es)
o [ - -
EEEL D

SENLICENCE

€T cas de noi-
transformatio:

1" replquage
2" epiquage

& T T T T T T T L
1] z 4 & g 10 1z 14 16
* temps en semaines de cultore

mize en cultire

Figure 14 - Cycle de croissance d'une lignée cellulaire en culture in vitro
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2. Cultures d’hépatocytes primaires in vitro

Les hépatocytes représentent 70% de la population cellulaire hépatique. La méthode d’isolement
d’hépatocytes adultes par perfusion in situ d’une solution de collagénase a été appliquée a diverses
especes, y compris 'homme, et conduit a I'obtention de quantités importantes de cellules avec une

excellente viabilité.

1.1. Méthode d’obtention des hépatocytes

Berry et al. (Berry and Friend, 1969) ont défini le protocole de base qui a tout d’abord servi pour les
foies de rat. Cette méthode a ensuite été améliorée par Seglen (Seglen, 1979). La méthode consiste
en une perfusion en deux étapes du foie in situ : le foie est d’abord perfusé par un tampon sans
calcium a un débit beaucoup plus important que le débit sanguin afin de fragiliser les jonctions
intercellulaires puis par une solution tamponnée de collagénase supplémentée en calcium, celui-ci
permettant d’assurer I'activation de la collagénase pour digérer la matrice extracellulaire. Le tampon
le plus fréquemment utilisé est I'HEPES. Les différents types cellulaires hépatocytaires (kipffer,
hépatocytes et cellules endothéliales) sont ensuite isolés par leur différence de densité par
centrifugation. Les organes peuvent étre conservés au frais pendant plusieurs heures sans perte de
viabilité. 40 3 60.10° hépatocytes par gramme de tissu peuvent &tre recueillis grace a cette méthode
et la viabilité des cellules par le test au bleu tryptan est estimée entre 85 et 90%. Les cultures
contiennent moins de 5 % de cellules non parenchymateuses.

Plusieurs facteurs déterminent la qualité de la perfusion (Desangle, 1992) :

- le pH des solutions, qui doit rester supérieur ou égala 7,4 ;

- la température du perfusat au sortir du foie, qui doit étre impérativement de 37°C;

le débit, qui doit étre vérifié systématiquement ;

I’oxygénation.

Par ailleurs, des hépatocytes de diverses especes (porcins, lapins et chiens) ont été isolés avec le
méme protocole. Il a ensuite été adapté au foie humain soit a une portion du foie entier, soit a des
biopsies.

Les fonctions des hépatocytes sont trés variables d’une espece a une autre. Des différences
apparaissent entre autre au niveau de la distribution des enzymes (cytochrome P450), de la synthése

des triacylglycérols ou de la régulation du Chol.
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La proportion d’hépatocytes au niveau du foie est plus importante chez I’homme (80 %,(Gates et al.,
1961)) que chez le rat (60 %, (Daoust, 1958)). Ces cellules sont de taille plus importante chez
I’'homme par rapport au rat ou au chien (Rohr et al., 1976). Enfin, les hépatocytes humains sont
fonctionnellement plus stables que les hépatocytes de rongeurs en culture primaire conventionnelle.

Cependant, les sources d’hépatocytes humains restent limitées.

1.2. Culture des hépatocytes

Les hépatocytes ont une durée de vie différente selon les types de culture. Il est donc indispensable
de leur apporter les nutriments nécessaires a leur survie.

1.2.1. Différents types de cultures

Culture en suspension

Les hépatocytes isolés sont mis en suspension dans une solution saline simple oxygénée. Ce type de
culture est en général utilisé pour des études biochimiques ou pharmacologiques et permet des
études de courte durée.

Culture standard

Celle-ci correspond a la culture monocouche sur plastique dans un milieu de culture simple,
généralement supplémenté selon le but étudié. Les cellules sont laissées quelques heures en culture
avant utilisation afin de leur permettre une récupération fonctionnelle aprés isolement. Cette
méthode est largement utilisée pour des études sur le métabolisme, en pharmacologie ou en
toxicologie. Cependant, avec cette technique, les hépatocytes ont une viabilité de 5 a 10 jours au
dela desquels apparait une dédifférenciation des cellules ainsi qu’une diminution progressive de la
synthése protéique.

Culture tridimensionnelle

Les techniques de culture cellulaire en trois dimensions restituent la structure tridimensionnelle
physiologique des cellules ainsi que leurs rapports réciproques. Les « gap-junctions », indispensables
a la communication intercellulaire sont ainsi conservés. Ainsi, les cellules maintiennent plus
efficacement les synthéses protéiques et de I’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) (Calne et al., 1972).
La croissance des hépatocytes sur des surfaces a base de collagéne améliore leur survie. La technique
du «sandwich de collagéne » augmente la durée de vie et la fonctionnalité des cultures
d’hépatocytes de rat (Nail et al., 2002). Cette méthode permet de se dispenser des facteurs de
croissance et améliore la viabilité des cellules qui gardent leur fonctionnalité entre 3 et 6 semaines.

D’autres supports favorisent le maintien de la différenciation des cellules tel que le Matrigel®,
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membrane de gel a base de laminine, ou le chitosan, polymére biocompatible dérivé de la
désacylation de la chitine.

1.2.2. Milieux de cultures

Des milieux standards ont été élaborés pour les cultures cellulaires : Eagle’s Basal Medium (Eagle,
1955), Eagle’s Minimal Essential Medium (MEM) (Eagle, 1959), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) entre autres. Ces milieux définis enrichis en facteurs divers tels que des hormones et
facteurs de croissance aboutissent a I'obtention de cellules dans un état métabolique plus proche de
I'in vivo (Tableau 5). Ces suppléments sont nécessaires afin d’accroitre la survie cellulaire et le
maintien des fonctions spécifiques. Ces milieux de culture ne permettent cependant qu’un maintien
transitoire de certaines fonctions différenciées. Le milieu spécifique pour hépatocytes normaux
développé par Enat et al. assure une croissance sélective des cellules parenchymateuses aboutissant

a des cultures contenant 95% d’hépatocytes (Gatmaitan et al., 1983, Enat et al., 1984).

1.2.3. Différents supports

A I'état physiologique, le péle basal des hépatocytes est en contact direct avec une membrane
constituée de collagene, de laminine, de fibronectine et de protéoglycannes. Les hépatocytes en
culture ont une forte affinité pour différents supports qui incluent le collagéene de type | et IV, due a
I’existence de récepteurs spécifiques a leur surface ; I’héparane-sulfate ou les bio-matrices.
Reproduites in vitro, ces interactions ont pour conséquence un temps d’attachement tres rapide, une
meilleure adhésion cellulaire et un meilleur étalement des cellules au support, un maintien de la
morphologie hépatocytaire et une conservation des fonctions différenciées au cours du temps.

Le nombre de cellules attachées ainsi que la qualité de I'étalement des cellules au support matriciel
est fonction de la concentration en collagéne recouvrant les flacons de culture. Une concentration de
I'ordre de 0,05 a 0,5 ug/cm” est en général conseillée pour un résultat maximal (Desangle, 1992).
Comme évoqué précédemment, la survie dépend du mode de culture mais également de la nature
des matériaux employés. Les hépatocytes fraichement isolés et maintenus en suspension peuvent
étre utilisés uniquement pour des expériences de courte durée ne dépassant généralement pas
quatre heures. Ensemencés sur du plastique, ces cellules survivent environ huit jours mais perdent
précocement leurs marqueurs fonctionnels. Leur utilisation est limitée a trois jours avec une
efficacité maximale entre 24 et 48 heures. Ensemencés sur du collagene ou des bio-matrices, les
hépatocytes survivent jusqu’a douze a quinze jours montrant I'intérét de tels supports (Desangle,

1992).
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1.2.4. Densité cellulaire

Le nombre de cellules ensemencées conditionne I'attachement des hépatocytes au support. Un
hépatocyte en culture reforme des desmosomes et des tight-junctions avec ses voisins. Une faible
densité constitue un facteur limitant pour la croissance alors qu’une forte densité entraine la perte
de nombreuses fonctions différenciées et une chute des ARNm codant pour les protéines du
cytosquelette des hépatocytes.

Une densité de 1,5 x 10° cellules/cm? (soit environ 4 millions pour un flacon de 25 cm?) est idéale
pour obtenir une culture cellulaire confluente sans formation d’une double couche pouvant se
détacher au bout de 24 heures d’incubation. Un large volume d’incubation, supérieur a 2,5 ml,
permet de maximiser I'attachement des cellules (Desangle, 1992).

1.2.5. Cocultures

Afin d’améliorer leur survie, les hépatocytes peuvent étre associés dans une méme culture avec
d’autres types cellulaires telles que les cellules sinusoidales, les fibroblastes et plus particulierement
avec les cellules épithéliales biliaires qui permettent de préserver les potentialités fonctionnelles des
hépatocytes. Le contact direct entre les deux types cellulaires est nécessaire. Il fait intervenir une
glycoprotéine membranaire spécifique et entraine une accumulation de protéines matricielles. Les
hépatocytes co-cultivés sont capables de synthétiser des composants de la matrice cellulaire, ce qui
n’a pas été démontré dans les cultures pures (Goulet et al., 1988).

La densité cellulaire a laquelle sont ensemencés les hépatocytes, influence la survie et le
fonctionnement de ces cellules. A tres faible densité, les hépatocytes se détachent précocement et
ont une synthése active d’ADN. Par cette méthode, les hépatocytes survivent jusqu’a trois semaines

a partir desquelles leur activité diminue graduellement.
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Composant

Role

Composés minéraux (Na*, K,
ca™, ¢, mg™,...)

Indispensables a la régulation de I'isotonie et au potentiel
membranaire, au mécanisme de passage membranaire et aux
réactions enzymatiques

Métaux

Indispensables a certaines réactions enzymatiques (Fe, Cu, Co.....)

Glucose

Indispensable comme source d’énergie (1g/L D-Glucose ou
équivalent).

Maintien des taux normaux d’alcool déshydrogénase, Réduction de
I"apparition de la glutamyltransférase, Modulation des taux de
ARNm....

Acides aminés (AA)

Indispensables car biosynthése impossible in vitro [8 AA essentiels +
tyrosine, lysine, arginine, histidine]

Vitamines

Indispensables a certaines fonctions cellulaires (Vitamine C,
Riboflavine, Pyridoxal...)

Sérum bovin

Apport de facteurs mitogenes indispensables

Streptomycine- Pénicilline

Prévention de la contamination par bactéries a Gram positif et
négatif

Diméthylsulfoxide (DMSO)

Allongement de la longévité des hépatocytes et role cryoprotecteur

Glutamine Amélioration de la croissance et de la survie des hépatocytes

Glutamate Amélioration de la réponse des hépatocytes et de la sensibilité aux
mitogenes

Dexaméthasone Maintien de la survie, de la morphologie et des fonctions

différenciées,

Augmentation de la transcription de la matrice protéique (collagene)

Acide linolénique

Préservation des fonctions intercellulaires

Sélénium

Maintien de la survie et des fonctions différenciées

Proline

Aide a la synthése de 'ADN

Facteurs de croissance :

Insuline

Augmentation de I'anabolisme protéique, de I'attachement cellulaire
et de la survie,
Maintien des fonctions différenciées

EGF (Epidermal Growth Factor)

Action sur la morphologie et le maintien des fonctions spécifiques

Tableau 5: Récapitulatif concernant les composants et additifs des milieux cellulaires
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3. Lignées cellulaires

Beaucoup de lignées cellulaires sont isolées de cultures tumorales ou sont immortalisées grace a

I'utilisation d’oncogene.

3.1. Classification des lignées cellulaires hépatiques

Trois catégories se distinguent (Barlovatz-Meinmon and Adolphe, 2003):

- Les lignées d’hépatome indifférenciées qui sont incapables, a confluence, d’exprimer au moins un

marqueur fonctionnel spécifique des hépatocytes. Les lignées BRL-1, RLEC, HTC, WBF344 sont
d’origine murine, la lignée BLC/PRFs ou lignée Alexeter est d’origine humaine.

- Les lignées différenciées, peu stables a confluence, qui expriment une ou plusieurs fonctions

hépatocytaires a confluence. Les fonctions les plus souvent retrouvées sont |'albumine et la
transferrine. L'Bfoetoprotéine est retrouvée en quantité importante dans les lignées HepG2, Hep3B
et HuH7. Ces lignées ont pour caractéristiques principales un renouvellement cellulaire régulier.

- Les lignées a haute capacité de différentiation sont stables. Les clones Faza 967 et FUS55, issus

d’hépatome de Ruber de rat sont classés dans cette catégorie.

3.2. Intéréts de la lignée HepG2

Les lignées cellulaires permettent d’étudier le r6le de chacun des parametres de |'expérience ainsi
que les caractéristiques des cellules telles que leurs récepteurs spécifiques. La lignée des HepG2,
issue d’hépatocarcinome humain, a conservé la plupart des fonctions des hépatocytes humains et
notamment les enzymes de phase | et Il impliguées dans les processus d’activation et de
détoxification des xénobiotiques. Tres utilisées dans les études de toxicité hépatique, cette lignée a
aussi fait I'objet de nombreuses études évaluant les liposomes possédant un ligand avec un terminal
Gal car ces cellules expriment en quantité importante les récepteurs ASGPr a leur surface. Leur
principal avantage qui est commun a toutes les cultures d’origine tumorale, est leur capacité a
former une lignée cellulaire continue dont les caractéristiques sont une croissance rapide en 12 a 24

heures, un rendement élevé et un clonage facile.
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3.3. Mise en culture

Les milieux de cultures utilisés sont les milieux standards MEM et DMEM auxquels peuvent étre
rajoutés de la glutamine, des antibiotiques tels que la pénicilline et la streptomycine, du pyruvate de

sodium et des aminoacides non essentiels (Frisch et al., 2004, Carriere et al., 2004).

3.4. Conditions de conservation

Les cultures cellulaires ayant une viabilité limitée, il convient de disposer de méthode de stockage,
temporaire ou prolongée. Deux méthodes peuvent étre envisagées : le stockage temporaire par
hypothermie ou le stockage a long terme par congélation. La cryoconservation augmente la durée de
vie des cultures cellulaires, les cellules conservent en effet I'intégralité de leurs propriétés aprés

décongélation (Birraux et al., 2002).

4. Foie bioartificiel a base d’hépatocytes en culture

Il est obtenu selon une méthodologie proche de celle des hépatocytes en culture. Ce type de cellule
est surtout utilisé dans les foies bioartificiels internes (FBAI) qui permettent I’épuration du plasma et
du sang sur une membrane d'hémodialyse ou d'hémofiltration contenant des hépatocytes isolés.

Les cellules qui peuvent étre utilisées dans ces systémes sont de deux sortes (Samuel, 2003):

- soit des hépatocytes d'origine humaine obtenus a partir de lignées tumorales. Ceux-ci posent le
probléeme du risque de contact entre le patient et les lignées de cellules tumorales. Ce systeme a été
arrété suite a la parution de résultats non concluants.

- soit a base d'hépatocytes de porc.

La problématique de ce systéme est qu’a I’heure actuelle, la culture et le maintien de la viabilité des
hépatocytes restent difficiles. En outre, aucun travail n’utilise encore ce modele dans I’évaluation des

liposomes.

5. Techniques de contrdle

Celles ci visent a s’assurer d’une part de la viabilité (voire de la multiplication cellulaire) et d’autre
part du niveau de différentiation cellulaire (Desangle, 1992). Ces contrOles sont régulierement
effectués en particulier lors de changement de milieu ou au cours des repiquages. Une modification
de la valeur du pH du milieu de culture ou la diminution de la concentration en C0,, quoique non

spécifique, réveéle une tres probable surmortalité cellulaire. Des marqueurs plus spécifiques
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s’attachent a étudier le nombre, la morphologie, la viabilité membranaire ainsi qu’au métabolisme
cellulaire. Il est a noter que ces mémes méthodes sont également mises en ceuvre pour étudier la
cytotoxicité de différents composés. Ces résultats répondent a des normes qui different selon
I’espece considérée. lls définissent et valident le modéle. Ces tests ne donnant pas tous les mémes
résultats, il est recommandé d’en utiliser plusieurs afin de s’assurer de la viabilité de la culture
cellulaire.

-Comptage et morphologie cellulaires :

Ils peuvent se réaliser soit par comptage direct au microscope optique a l'aide de cellule (type
Malassez) soit par cytométrie de flux. La morphologie, le développement cellulaire et I'adhésion au
support peuvent ainsi étre observés. En outre, la cytométrie de flux apporte des informations
intrinséques sur la cellule comme la granularité.

-Viabilité cellulaire :

La viabilité cellulaire est principalement étudiée via la perméabilité membranaire a divers colorants
et a I'étude du métabolisme cellulaire. L’augmentation de I'activité de la lactate deshydrogénase
(LDH) dans le milieu extracellulaire constitue un test simple et rapide qui témoigne d’un dommage
membranaire. Les colorants sont de deux natures différentes. D’'une part les colorants vitaux ou
d’exclusion diffusent exclusivement dans les cellules mortes et refletent ainsi la mortalité cellulaire.
Ces colorants sont soit non fluorescents type bleu tryptan ou éosine Y soit fluorescents (érythrosine
B, bromure d’éthidium). D’autre part, les colorants supravitaux ou d’exclusion ne pénétrent que dans
les cellules vivantes. Certains présentent des spécificités soit d’un organite cellulaire soit d’'une
enzyme cellulaire. Le rouge neutre, la rhodamine 123 sont respectivement spécifiques des lysosomes
et de la mitochondrie. D’autres colorants supravitaux nécessitent d’étre métabolisés comme le
bromure de diméthylthiazoldiphényltétrazolium (MTT). Ce dernier est transformé sous I'action de la
succinate déshydrogénase mitochondriale en cristaux de bleu de formazan. Ainsi la formation de ces
cristaux reflete le métabolisme mitochondrial. Outre l'utilisation de ce type de colorants, certaines
mesures peuvent également déterminer la viabilité cellulaire via son niveau métabolique. Des tests
spécifiques sont parfois réalisés comme l'incorporation de la thymidine tritiée au niveau de I’ADN ou
I'utilisation de sonde fluorescente. Les mesures des taux de protéines et de I’ATP intracellulaire sont
plus fréquemment mises en place en routine. En particulier, le taux de sécrétion d’aloumine dans le
milieu de culture ou encore de la transferrine reflete I'activité fonctionnelle des hépatocytes. Ces

protéines peuvent étre dosées spécifiquement par immunonéphélométrie qui prend en compte

I'agglutination suite a I'ajout d’un anticorps spécifique.
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6. Autres modéles hépatiques

6.1. Foie isolé perfusé

Ce modele se rapproche plus de la situation in vivo. La technique du foie isolé perfusé a été décrite
pour la premiere fois par Miller (Griffin and Miller, 1973). Cette technique a été utilisée par Neveux
et al. (Neveux et al., 2000) pour tester des liposomes d’ATP et mettre en évidence I'augmentation
des réserves énergétiques. Généralement, le foie de rat est utilisé mais I'expérience a également été
validée avec le foie de cobaye (Chaib et al, 2004). L'inconvénient de ce modele réside

principalement dans I'absence d’information concernant la cible cellulaire atteinte.

6.2. Coupes de foie

Les coupes de foie sont obtenues a partir de biopsies de foie qui peuvent étre d’origine humaine.
Cette technique se rapproche des conditions in vivo. Elle a surtout été utilisée dans les études de
toxicologie et notamment les études sur le métabolisme des principes actifs (Powis et al., 1989,
Shimizu et al., 2005). Facile et rapide, cette technique n’a cependant pas servi a évaluer des

liposomes.

7. Avantages et limites des différents modeéles

Le Tableau 6 présente les caractéristiques des différents modeles précédemment exposés. Peu
d’études comparent les différents modeles hépatiques in vitro entre eux. Powis et al. (Powis et al.,
1989) et Cervenkova et al. (Cervenkova et al., 2001) ont montré que les coupes de foie se
rapprochent le mieux de la situation in vivo pour les études de métabolisme par rapport aux
hépatocytes isolés. De méme, Perkins et al. (Perkins et al., 2006) ont démontré que les coupes de
foie et les hépatocytes primaires expriment leur géne différemment suggérant une différence
fondamentale dans leur physiopathologie.

Au niveau des lignées cellulaires, une meilleure transfection est observée pour les HepG2 que pour
les hépatocytes primaires car la lignée tumorale semble se diviser plus facilement (Park et al., 2003).
Aucune comparaison entre les différents modeéles n’a été effectuée en ce qui concerne I'évaluation
des liposomes. La validation la plus certaine des modeles in vitro se fait par comparaison a posteriori

des processus observés in vivo.
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Modeles
hépatocytaires

Avantages

Limites

- Fonctionnement proche de I'hépatocyte in vivo

Hépatocytes - Evaluation de plusieurs molécules a différentes . . .

. . . - . . . - Capacité fonctionnelle dépendante de la

isolés en concentrations a partir d'une méme population cellulaire . . , .

. . . composition du milieu d'incubation
suspension - Cryoconservation possible
- Etudes interespeces possibles

- Altérations fonctionnelles et morphologiques des
cellules apres les premieres heures de culture puis

Hépatocytes - Fonctions exprimées pendant plusieurs jours détérioration et mort cellulaire si le milieu

primaires - Cryoconservation possible d’incubation n’est pas complémenté

en culture - Etudes interespeces possibles - Manipulation et standardisation de la méthode
difficiles
- Isolement du contexte physiologique (systéme clos)

Lignées - Nombre important de cellules disponibles s . Lo

. . . , B - Activités enzymatiques perdues ou diminuées
cellulaires non - Certaines fonctions sont préservées . .
. . . - Génotype instable
modifiées - Cryoconservation possible
- Expression d'une ou plusieurs enzymes d'origine
Cellules P . P y & g
Caa: humaine - Usage spécifique
genetiquement . . - T ; ;
modifiées - Disponible principalement pour les cytochromes - Quantité d'enzymes non physiologique

- Nombre important de cellules disponibles

Coupes de foie

-Organisation tissulaire et interactions cellule-matrice et
cellule-cellule conservées

- Etude sur foie humain a partir de biopsie

- Evaluation de plusieurs molécules a différentes
concentrations a partir d'une méme population cellulaire
- Activité métabolique intacte jusqu’a 3 jours

- Cryoconservation possible

- Capacités vitale et fonctionnelle variables suivant les
conditions expérimentales

Foie isolé
perfuse

- Maintien de I'architecture tridimensionnelle de I'organe
- Possibilité de recueillir la bile et d'en effectuer son
analyse

- Etude cinétique de courte durée

- Difficile a mettre en ceuvre

- Intégrité fonctionnelle contr6lée par la mesure de
marqueurs métaboliques et biochimiques, le perfusat
doit étre oxygéné et son pH contrélé en permanence
- Utilise un nombre important d’animaux

- Expériences sur foie humain isolé difficiles a
envisager

- Viabilité de 4 a 6 heures

Tableau 6: Avantages et limites des différents modeéles cellulaires

8. Application des cultures cellulaires a Pévaluation des liposomes incluant des ligands

hépatiques

Pour vérifier la bonne accessibilité du ligand et I'efficacité de la forme vectorisée, plusieurs stratégies

sont en général mises en place : la vérification de I'incorporation du matériel liposomal a I'intérieur

de la cellule (i), la mise en place d’études pharmacocinétiques (ii) ou d’'un modele expérimental (iii).

57




Chacune de ces étapes concoure a démontrer la spécificité sur le plan de I'organe mais aussi vis-a-vis
du type cellulaire. La nature de l'interaction qui se développe entre le liposome et les cultures
cellulaires est généralement étudiée en premiere intention. Les hépatocytes de rats et les HepG2
sont a ce jour les modéles les plus souvent testés avec des liposomes préalablement marqués
(Shimizu et al., 1997, Khatri et al., 2005, Shi et al., 2006, Murao et al., 2002, Kawano et al., 2002)
(Tableaux 7 et 8).

L'utilisation de sonde permet de vérifier I'incorporation soit des lipides soit du contenu des
liposomes a |'aide d’agent radiomarqué ou fluorescent. Ce marquage est fréquemment associé a
I'utilisation de la microscopie confocale. Les principaux lipides radiomarqués sont le [14C]-glycerol
trioleate (Khatri et al., 2005, Wu et al., 1998, Matsukawa et al., 2000) et le [3H]cholesteryl (Hattori et
al., 2000, Kawakami et al., 2000a, Kawakami et al., 2001, Kawakami et al., 2000b, Managit et al.,
2005, Murao et al., 2002, Sliedregt et al., 1999, Rensen et al., 2001, Shimada et al., 1997). D’autres
auteurs leur préferent des sondes fluorescentes tels que le 1,1'-dilinoleyl-3,3,3',3'-
tetramethylindocarbocyanine perchlorate [Dil](Kawano et al., 2002, Maitani et al., 2001) ou le N-(7-
nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl phosphatidylethanolamine) (NBD-PE)(Khatri et al., 2005). De maniére
similaire, l'incorporation du contenu liposomal est étudiée soit par radiomarquage. (e.g.
[3H]inulin(Tsuji et al., 1991, Yu and Lin, 2000)) soit par une sonde fluorescente (e.g. calcéine (Shimizu
et al., 1997, Shimizu et al., 1996, Shimizu et al., 1998a), fluorescéine (Shi, Qi et al. 2006)).

Concernant I'agent pharmacologique encapsulé dans ces travaux, leur choix repose sur des
pathologies majeures comme le cancer ou le stress oxydant qui pourrait clairement bénéficier d’'une
vectorisation vers le foie et plus spécifiquement I’hépatocyte. Beaucoup de ces principes actifs
appartiennent a la classe des anticancéreux comme la doxorubicine (Maitani et al., 2001, Shimizu et
al., 1998b, Wang et al., 2006a),I’'adriamycine (Hou et al., 2003), le 5-Fluorouracil (Jin et al., 2005a, Jin
et al.,, 2005b), I'aracitine C ou ses dérivés lipophiles (Terada et al., 2006)) et I'acide rétinoique
(Shimizu et al., 2003, Takahashi et al., 2003). A titre d’illustration, Maitani et al.(Maitani et al., 2001)
ont démontré l'incorporation cellulaire de doxorubicine a I'aide des liposomes comportant comme
ligand un dérivé du sterylglucoside.

La spécificité de l'interaction entre le liposome et la cellule via les ASGPr est fréquemment
recherchée. Yu et al. (Yu and Lin, 2000) ont ainsi préincubé des liposomes d’inuline incluant comme
ligand le palmitoyl-asialofétuine avec ou sans de I'asialofétuine. En présence de ce ligand a I'état
libre, I'effet était annulé. L’ajout de Gal en exces est également utilisé pour vérifier cette interaction
(Managit et al., 2005). Une incorporation non spécifique peut étre également repérée sur un autre

type de culture cellulaire par exemple avec des macrophages du systeme réticuloendothéliale
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(Terada et al., 2006) ou des cellules n’exprimant pas les ASGPr comme des lignées de fibroblastes (
NIH3T3) (Yu and Lin, 2000).

Suite a ces études menées en culture cellulaire, des études pharmacocinétiques sont réalisées soit a
I’'aide du modele du foie isolé perfusé (Chaib et al., 2003) soit la plupart du temps avec des animaux
en laboratoire (rats ou souris) (Sasaki et al., 1994, Sasaki et al., 1995). Ces études fournissent des
données sur la clairance hépatique et la spécificité d’organe et de cellule (parenchymateuse ou non).
Elles valident ou non l'intérét de la formulation (Sliedregt et al., 1999, Tsuji et al., 1991, Sasaki et al.,
1994, Sasaki et al., 1995, Shimizu et al., 1997, Shimizu et al., 1996, Jin et al.,, 2005a, Hattori et al.,
2000, Wu et al., 1998) (Khatri, Rawat et al. 2005; Longmuir, Robertson et al. 2006) (Mandal and Das,
2005, Kawakami et al., 2000a, Kawakami et al., 2000b, Wang et al., 2006a). Ces essais permettent de
sélectionner les ligands les plus performants en particulier selon la nature de I'espaceur et les
concentrations les plus adaptées au sein de la composition (Sasaki et al., 1994, Sasaki et al., 1995).
Ces études pharmacocinétiques peuvent étre complétées par un modele expérimental. Mandal et al.
(Mandal et al.,, 2002, Mandal and Das, 2005) ont développé un modele d’hépatotoxicité avec le

tétrachlorure de carbone.
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Ligands hépatocytaires Principe actif, Modele d’étude Auteurs
marqueur,

Apolipoprotéine E ATP *Foie isolé perfusé (Chaib et al., 2003)
Liposome marqué | *Etude de distribution (IV) (Yan et al., 2005)

Asialofétuine Adriamycine (Hou et al., 2003)

CHS-ED-LA

Doxorubicine

*Etude de distribution (1V)

(Wang et al., 2006a)

Dérivé du polysaccharides-
cholesterol

Liposome marqué

*Culture cellulaire de cancer du
colon

(Matsukawa et al., 2000)

Galactosylcéramide

5-Fluorouracil

*Modele expérimental de tumeur

*Culture cellulaire: HepA

(Jin et al., 2005a)

5-Fluorouracil

*Etude de distribution (1V)

(Jin et al., 2005b)

Gal-C4-Chol Prostaglandine E1, | *Etude de distribution (1V) (Hattori et al,. 2000)
Probucol *Etude de distribution (IV) (Kawakami et al., 2000a)
*Modele d’hépatite fulminante
(souris)
*Etude de distribution (IV) (Kawakami et al., 2001)
Liposome marqué | *HepG2, Etude de distribution (V) | (Managit et al.,2005)
Liposome marqué | *HepG2, Etude de distribution (IV) | (Murao et al., 2002)
Dérivé de I'ara-C *HepG2, Macrophage (Terada et al., 2006)
Gal-C4-Chol, Man-C4-Chol, | Liposome marqué | *Etude de distribution (1V) (Kawakami et al.,2000b)
Fuc-C4-Chol
Gal-PEG lipids Liposome marqué | *Etude de distribution (IV) (Shimada et al., 1997)
Glycolipide Liposome marqué | *Culture primaire d’hépatocytes | (Sliedregt et al., 1999)

de rat

*Etude de distribution (IV)

HBs Ag lié au N-
glutarylphosphatidyl
ethanolamine

(N-(7-nitrobenz-2-
oxa-1,3-diazol-4-yl)
phosphatidyl-
ethanolamine

*Etude de distribution (IV)

*Hépatocytes de rat, HepG2

(Khatri et al., 2005)

LCO-Tyr-GalNAc3

*Culture primaire d’hépatocytes
de rat

*Etude de distribution (1V)

(Rensen et al., 2001)

Lithocholyltaurine

Liposome marqué

*Culture primaire d’hépatocytes
de rat

(Putz al., 2005)

Tableau 7: Modele cellulaire ou autre évaluation de forme liposomale incluant un ligand

hépatocytaire (1 partie) (en grisé apparaissent les travaux utilisant des cultures cellulaires)
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Ligands hépatocytaires Principe actif, Modeéle d’étude Auteurs
marqueur,
Man-C4-Chol Liposome marqué | *Etude de distribution (IV) (Kawakami et al., 2004)
Palmitate -Asialofetuine Vitamine E *Culture primaire d’hépatocytes (Wu et al., 1998)
de rat
*Etude de distribution (IV)
*Modele d’hépatite fulminante
(souris)
Palmitoyl-Asialofetuine Inuline *HepG2 (Yu and Lin, 2000)
p-aminophényl galactoside Ac. mesodimer- | *Souris préexposée au chlorure de | (Behari and Nihal, 2000)
captosuccinique cadnium
p-aminophenyl a-d galacto- | Quercetine *Etude de distribution (IV) (Mandal and Das, 2005)
pyranoside *Modele d’hépatite fulminante
(souris)
p-aminophenyl a-d | Quercetine *Modele d’hépatite fulminante | (Mandal et al., 2002)
mannoside (souris)
Peptide du Plasmodium | Calcéine et lipides | *Etude de distribution (IV) (Longmuir et al., 2006)
berghei: fluorescents

Stéaryl glycyrrhizine

Liposome marqué

*Culture primaire d’hépatocytes
de rat

(Osaka et al., 1994)

Stéaryl glycyrrhizine Inuline *Etude de distribution (1V) (Tsuji et al., 1991)
Stérylglucoside (soja) Dil *HepG2 (Kawano et al., 2002)
Doxorubicine *HepG2 (Maitani et al., 2001)
Liposome marqué | *HepG2, (Qi et al., 2005)
*Etude de distribution (IV)
Fluorescéine * HepG2 (Shi et al., 2006)

*Foie isolé perfusé

Calcéine (Shimizu et al., 1996)
Calcéine *Culture primaire d’hépatocytes (Shimizu et al.,1997)
de rat
*Etude de distribution (IV)
Calcéine *Culture primaire d’hépatocytes| (Shimizu et al., 1998b)

de rat

Doxorubicine

*Modele expérimental de tumeur

(Shimizu et al., 1998a)

Acide rétinoique

*Modele expérimental de tumeur

(Shimizu et al., 2003)

Fenretinide

*HepG2

(Shimizu et al., 2005)

Tableau 8: Modeéle cellulaire ou autre évaluation de forme liposomale incluant un ligand

eme

hépatocytaire (2

Partie) (en grisé apparaissent les travaux utilisant des cultures cellulaires)
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Conclusion concernant les travaux antérieurs sur les modeles cellulaires
hépatiques et application a I’évaluation de liposomes destinés au ciblage

spécifique

L'incorporation de ligand au sein des liposomes conduit a une meilleure sélectivité vis-a-vis du foie
et de la cellule cible (i.e. hépatocyte). Le développement récent de ligands ayant une affinité pour
les ASGPr est a I'origine de nombreux travaux qui ont clairement souligné leur intérét in vitro et in
vivo. A l'instar d’'immunoliposomes d’ATP récemment utilisés dans le cadre d’épisodes ischémiques
cardiaques, la formulation de liposomes incorporant un ligand galactosylé pourrait offrir des
perspectives intéressantes afin d’améliorer la conservation hypothermique du greffon hépatique.
Néanmoins, ce projet préalablement initié nécessite de définir I'influence de l'incorporation du
ligand vis-a-vis des principales caractéristiques liposomales. Par ailleurs, I'utilisation de cultures
cellulaires, principalement les HepG2, semble avantageusement remplacer les modeles comme le
foie isolé perfusé. Elle apporte des informations de grand intérét sur la captation cellulaire en
précisant les mécanismes qui concourent au devenir de I'agent encapsulé dans la cellule. Elle
conduit d’une part a démontrer la spécificité de I'interaction et d’autre part a vérifier que le statut

énergétique cellulaire est amélioré in fine.
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1 Contribution des travaux au sein du projet d’amélioration du statut
énergétique du greffon hépatique par liposome d’ATP

Notre hypothese de travail repose sur I'espoir que suscite I'amélioration du statut énergétique lors
de la conservation du greffon hépatique. Notre rationnel est basé sur les données de la littérature
suggérant l'intérét de la vectorisation de I'ATP, en particulier sur des modeles d’ischémies
cardiaques.

Les travaux antérieurs nous ont permis de construire un schéma expérimental. Différentes étapes
nécessaires au développement et a I’évaluation de liposomes destinés au ciblage hépatique peuvent
étre ainsi identifiées (tableau 9).

Dans un premier temps, celles-ci concernent la mise a disposition d’une formulation stable dont les
ligands sont facilement accessibles.

Dans un deuxieme temps, différentes techniques sont mises a profit pour leur évaluation sur culture
cellulaire, puis organe ou greffon isolé, avant d’envisager des essais chez I'animal sur un modéle
expérimental de greffe. Dans le cadre du projet d’amélioration du statut énergétique du greffon
hépatique par liposome d’ATP, notre contribution fait suite plus précisément aux travaux préalables
qui avaient conduit a la formulation de liposomes incluant un ligand lactosylé. Par rapport au tableau
9, notre participation débute ainsi a la cinquieme étape du schéma expérimental (étude de la
stabilité).

Au niveau de la formulation, nous avons retenu, au vu de la littérature, le procédé de lyophilisation
pour stabiliser nos liposomes d’ATP, correspondant a I'étape 5 du tableau 8. Vis a vis de I'évaluation
des liposomes d’ATP, notre démarche a consisté a étudier I'interaction avec des cellules HepG2,
correspondant aux étapes 7 (a), (b), (c) et (d).

Notre discussion générale rappellera l'originalité de nos objectifs et de notre démarche. Nous
préciserons en quoi les données que nous avons rassemblées répondent a nos objectifs initiaux et
comment ceux ci peuvent contribuer a faire progresser ce projet. En outre, de maniére plus large,
nous présenterons également les points forts de ce travail qui peuvent étre pertinents vis-a-vis du

développement et de la recherche dans le domaine de la vectorisation hépatique.
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DEVELOPPEMENT DE LA FORME LIPOSOMALE POUR UN CIBLAGE DE L’HEPATOCYTE
1-Formulation de la composition lipidique
Taille inférieure a 100 nm afin de diffuser a travers I'espace de Disse
Charge légerement positive pour interagir avec la membrane plasmique
Phospholipide avec une Tc bas pour favoriser la flexibilité nécessaire a une diffusion satisfaisante
2-Choix du ligand
Naturel (e.g. ApoE)
Semi-synthétique (e.g. Palmitoyl asialofétuine)
Synthétique (e.g. Lact-ligand)
Le choix doit porter sur I'ancrage lipidique, la longueur et la nature de I'espaceur (C2-C6) et le type du sucre
(Sugar head) de structure appropriée (Mono or poly-antenne)
3-Méthode d’incorporation du ligand
Par simple contact (pré-incubation) (e.g. ApoE)
Par liaison covalente (e.g. HbsAg)
Mélange direct avec les autres composants lipidiques (e.g. Lact-ligand)
4-Vérification de I'incorporation du ligand
Détermination indirecte en mesurant la fraction non liée du ligand
Détermination d’un produit de réaction intermédiaire formé lors de la fixation aux liposomes
Test d’agrégation entre le galactose et Ricinus communis pour les ligands aux ASGPr plus réversibilité par ajout
de galactose libre
5-Etude de la stabilité
Mise en place, si besoin, de stratégies de stabilisation (e.g. pegylation, lyophilisation)
EVALUATION DE LA FORME LIPOSOMALE POUR UN CIBLAGE DE L'HEPATOCYTE
6-Sondes in vitro et in vivo
Sonde hydrophile fluorescente (détection de la pénétration du contenu a l'intérieur de la cellule) (e.g.
calcéine)
Sonde lipidique (détection de la pénétration des composés lipidiques du liposome) (e.g.**C-labeled glycerol
trioleate)
7-Culture cellulaire
(a)Test de toxicité cellulaire (MTT dye test sur HepG2)
(b) Détermination de I'internalisation sur cellule (e.g. hépatocyte primaire de rat, HepG2)
(c) Spécificité vis a vis du récepteur (contréle négatif avec des cellules ne portant pas de ASGPr comme les
lignées SK-Hep1)
(d) Mise en place d’'un modéle cellulaire expérimental (e.g. ajout d’'un agent oxydant)
8-Etude sur organe ou pharmacocinétique
Viabilité sur greffon
Foie isolé perfusé (e.g. rat)
Animal :
Biodistribution, Clairance hépatique,
Sélectivité cellulaire (ratio entre le tissus parenchymateux ou non)
Sélectivité liée a la nature du récepteur (e.g. préinjection d’asialofétuine)
8- Modeles expérimentaux
Hépatotoxicité (e.g. CCl,)
Greffe de foie

Tableau 9 : Principales étapes de développement et d’évaluation de formes liposomales destinées
a un ciblage hépatique (liste non exhaustive). En grisé, figurent les essais menés antérieurement
dans le cadre général du projet.
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2 Contribution au développement de forme stable de liposome d’ATP

Cette contribution consiste a proposer une forme stable de liposome d’ATP. La forme lyophilisée
facilite le transport (i.e. faible volume), la conservation (i.e. température ambiante) et I'utilisation
(i.e. reconstitution rapide). Actuellement, des spécialités liposomales sous cette forme sont ainsi
disponibles. La lyophilisation concourt principalement a limiter la dégradation des lipides (e.g.
hydrolyse des phospholipides) ou de I'agent encapsulé, qui est dans notre projet I’ATP. Ce dernier
point est particulierement important sachant que I'adénosine produit a partir de I’hydrolyse de I'ATP
peut étre métabolisé en promoteur de radicaux libres comme I'hypoxantine (Vajdova et al., 2002).

En revanche, une littérature abondante fait état d’une possible perte de I'intégrité du liposome qui
aboutit a une transition de phase ou une fusion au cours de cette opération. Ces phénomeénes se
matérialisent par une modification des caractéristiques organoleptiques telle que la taille (et/ou de
sa distribution) et par une fuite de I'agent encapsulé parfois conséquente. Cette derniere est
particulierement critique dans le cas de molécules hydrophiles.

En outre, dans le cadre du développement de notre formulation, I'opération devait prendre en
considération des caractéristiques spécifiques: une taille proche de 100 nm, un potentiel zéta
légerement positif et une capacité a maintenir I’ATP a l'intérieur du liposome. Seul 'ATP restant

encapsulé constitue la fraction d’intérét susceptible d’interagir efficacement avec les cellules.

2.1 Originalité de I'objectif et du schéma expérimental

Par rapport a I'objectif général préalablement défini, nous avons opté pour une approche originale
susceptible de contribuer a fournir des données expérimentales intéressantes dans le cadre du
développement d’une forme liposomale :

(i) Spécificité de la composition de la formule de départ (faible concentration lipidique,
utilisation de lipide cationique et de phospholipide de nature variée)

La composition combinait du Chol (32,5% m/m) et un lipide cationique (i.e. DOTAP : 5% m/m) avec
un phospholipide (62,5% m/m) d’origine soit naturelle (phosphatidylcholine de soja [SPC] ou d’ceuf
[EPC]) soit hydrogénée (HSPC). Cette formulation comportait une faible concentration initiale en
phospholipide soit 5 mM.

(ii) Démarche expérimentale centrée sur le maintien de la taille

Si notre schéma méthodologique était proche de celui décrit par van Winden (van Winden, 2003)
(Tableau 10), notre approche différait néanmoins des autres publications. En effet, le critére principal

de sélection reposait sur I'absence de modification significative de la taille (et/ou de sa distribution)
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avant et apres lyophilisation. Il convient, a nouveau, de rappeler que la taille est une caractéristique

qui détermine la biodistribution des liposomes (i.e. diffusion a travers I'espace de Disse).

1- Taille a optimiser (100 a 200 nm)

2- Optimisation du procédé de congélation (vitesse et mode de congélation)

3- Formule liposomale

(a) Ballastre compris entre 2 et 30%

(b) Choix du lyoprotecteur et du ratio lyop/lip

(c) Réduction la quantité de NaCl

(d) Choix de la composition lipidique afin d’augmenter la rigidité du liposome

4 — Optimisation des parameétres du cycle de lyophilisation (température et pression de sublimation)

Tableau 10: Principaux points clés de la lyophilisation des liposomes décrits par van Winden (van
Winden 2003)

Afin de se conformer a cette méthodologie, la taille initiale a été choisie pour satisfaire aux exigences
de diffusion a travers I'espace de Disse et a l'intervalle préconisé par cet auteur (i.e. 100 a 200 nm).
La vitesse de congélation a été également modulée pour répondre au deuxiéme critere. Quelle que
soit la formulation, I'item concernant le ballastre a été respecté avec une masse séche minimale de
2%. Préalablement, un cycle de lyophilisation a été validé et était caractérisé par un plateau de
sublimation de température comprise entre -40°C et -30°C sur une durée d’environ 1h30, puis une
remontée en température du produit pour atteindre celle du plateau vers 15°C. Le plateau
correspondant a la dessiccation secondaire avait pour température et durée, 20°C et 4 h,
respectivement.

Toujours selon la méme démarche, il a été recherché la composition lipidique et la nature du
lyoprotecteur (et le ratio lyop/lip) les plus adaptées a notre problématique. Les spécifications
attendues étaient celles décrites dans le mémoire bibliographique, principalement I'obtention d’'un
lyophilisat de caractéristiques organoleptiques satisfaisantes, facilement redispersible, d’humidité
relative inférieure a 2% et assurant le maintien des principales propriétés liposomales (taille,
potentiel zéta, absence de fuite). Une premiére phase a été conduite avec des liposomes blancs afin
de sélectionner la formulation la plus adaptée, suivie par une seconde avec des liposomes

encapsulant une molécule hydrophile soit un marqueur (i.e. calcéine) soit I’ATP.

2.2  Contribution scientifique

Ces travaux fournissent des résultats intéressants en vue du développement de forme liposomale
stable. En particulier, notre étude précise la relation pouvant exister entre le ratio lyop/lip et d’autres

éléments clés comme la concentration lipidique et la nature de la phosphatidylcholine. Les données
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citées ci-dessous apportent des informations pouvant étre considérées comme nouvelles ou

pertinentes sur l'influence de divers facteurs concourant au maintien de la taille :

(i) Impact négatif de faible concentration initiale en lipide
(ii) Intérét des phosphatidylcholines naturelles par rapport aux composés hydrogénés
(iii) Confirmation de l'intérét du mode de congélation lente pour les liposomes a base de

phosphatidylcholines hydrogénées.
(iv) Intérét de I'addition des Iyoprotecteurs pour pallier lI'impact négatif de la faible

concentration initiale en lipide ou de I'emploi de phosphatidylcholines hydrogénées.

2.2.1 Concentration lipidique

Notre travail démontre que la concentration lipidique est un facteur essentiel a prendre en compte. Il
a ainsi été montré que I'abaissement de la concentration lipidique représentait un facteur délétere,
induisant une augmentation de la taille des liposomes apres lyophilisation. En effet, notre échantillon
liposomal était trés dilué du fait de I'utilisation de la chromatographie sur gel afin de séparer les
formes libre et encapsulée (i.e. concentration en phospholipide ~5mM). Nos résultats montrent que
des ratios lyop/lip plus élevés (5:1 a 15:1 pour les phosphatidylcholines naturelles) étaient
nécessaires pour stabiliser la taille lorsque la concentration lipidique initiale était faible.

Si peu de travaux sont disponibles sur I'influence de la modification de la taille aprés Iyophilisation
lorsque de faibles concentrations lipidiques sont employées, des données sont, en revanche, plus
nombreuses concernant la fuite des solutés encapsulés. Néanmoins, la plupart des auteurs a
généralement utilisé des concentrations lipidiques plus élevées, de l'ordre de 5 a 55 mM (van
Winden and Crommelin, 1999, Ohtake et al., 2006, Montanari et al., 2009). Tanaka et al. (Tanaka et
al.,, 1991) ont montré que la rétention de carboxyfluorescéine dans les liposomes EPC a une
concentration lipidique inférieure a 2 mM nécessitait une concentration importante en

lyoprotecteurs.

2.2.2 Données sur l'influence de la composition des liposomes sur la lyophilisation

La composition initiale des liposomes combinait une phosphatidylcholine, la SPC, du Chol et un lipide

chargé positivement, le DOTAP.

*Influence liée au choix de la phosphatidylcholine
La premiere évaluation portait sur la SPC car les phosphatidylcholines naturelles sont plus flexibles et

diffusent ainsi plus efficacement a travers I'espace de Disse (Tep et al., 2009). Un autre type de
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phosphatidylcholine naturelle a été pris en considération dans notre étude : 'EPC. L'emploi de I'EPC
s’est révélé globalement moins efficace pour maintenir la taille méme si les résultats étaient
relativement similaires. Ces légeres différences s’expliquent probablement du fait de leur
composition lipidique distincte. L'EPC est caractérisée par une constitution en acide gras saturé
quantitativement plus importante (40%) que pour les SPC (20%), pouvant ainsi rigidifier la structure
de la bicouche. Malgré le maintien de la taille durant la lyophilisation, ni 'EPC ni la SPC n’ont réussi a
prévenir la fuite en calcéine ou en ATP. Ces pourcentages de fuite sont a comparer a d’autres études.
Par exemple, Komatsu et al. ont trouvé une rétention de calcéine de l'ordre de 45% avec des
liposomes EPC en présence de maltose au ratio 5:1 (Komatsu et al., 2001). Van Winden a mis en
évidence une rétention de CF évaluée a 50% avec des liposomes EPC en présence de tréhalose au
ratio 4:1 (van Winden et al., 1997). A 'inverse, d’autres auteurs ont noté des valeurs de rétention de
calcéine bien supérieures (80%-90%) en utilisant des liposomes EPC en présence de maltose a un

ratio massique élevé de 15:1 (Miyajima et al., 1986, Tanaka et al., 1991).

*Impact négatif de 'emploi des phosphatidylcholines hydrogénées

Nos résultats indiquent, dans le cadre de notre formulation, un impact négatif de la substitution des
phosphatidylcholines naturelles par I'HSPC. Il n’a été possible de stabiliser la taille des liposomes
HSPC qu’en incorporant un ratio lyop/lip particulierement élevé (25/1 pour le tréhalose). Ces
données sont en relative contradiction avec les préconisations de certains auteurs comme van
Winden (van Winden, 2003). Ce dernier propose de substituer les phosphatidylcholines naturelles
par leurs dérivés hydrogénés afin d’optimiser la stabilité lors de la lyophilisation. Néanmoins, I'intérét
de cette substitution repose non pas sur le maintien de la taille, mais sur la réduction de la fuite du
soluté encapsulé. Contrairement aux phosphatidylcholines naturelles, I'HSPC est plus stable et plus
résistant aux phénomenes d’hydrolyse et d’oxydation. Durant la lyophilisation, les lipides rigides que
I'on retrouve en grande quantité dans I’'HSPC, ne subissent pas de phase de transition, car ceux ci
restent a I'état gel durant tout le processus. Les conséquences délétéres des phases de transition
ainsi évitées, le relargage de principe actif serait alors uniquement di a la fusion liposomale. En
revanche, les liposomes constitués de phosphatidylcholines naturelles peuvent étre a la fois
déstabilisés par la fusion et le changement de phase. Ainsi, 'EPC (Tm = -10°C a I'état hydraté, 41°C a
I’état non hydraté) subit une phase de séparation durant la lyophilisation.

Par ailleurs, notre travail confirme que la vitesse de congélation est un paramétre clé a optimiser
dans le cas des phosphatidylcholines hydrogénées. Un meilleur maintien de la taille a été constaté
lorsqu’un mode de congélation lente était appliqué aux liposomes en HSPC en présence de tréhalose

en accord avec la littérature. Il a été largement démontré que les liposomes a bicouches rigides sont
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plus enclins a étre endommagés par une congélation rapide que lente (van Winden, 2003, Zuidam et
al.,, 2002). En ce qui concerne les liposomes a bicouches flexibles (phosphatidylcholines fluides
naturelles), une congélation lente n’apporte pas de bénéfices en comparaison d’'une congélation
rapide (van Winden et al., 1997). Certains auteurs ont méme relevé une augmentation de la taille
plus importante avec une congélation lente (Siow et al.,, 2007). Néanmoins, selon nos données
expérimentales, I'influence de la vitesse de congélation, semblait diminuer au fur et a mesure que la
concentration de disaccharides augmentait. En effet, plus le ratio lyop/lip était élevé, plus les
résultats obtenus aprés congélation lente et rapide se rejoignaient avec les liposomes formulés avec
I"HSPC.

*Influence du lyoprotecteur

Le saccharose et le tréhalose ont été sélectionnés parmi les hydrates de carbones car les
disaccharides sont plus efficaces que les monosaccharides. Comme cela a été détaillé dans la partie
bibliographique, le mécanisme de protection repose sur la formation d’'une matrice amorphe qui
prévient les fusions et la formation de cristaux de glace. Les lyoprotecteurs protéegent les liposomes,
non seulement durant la congélation, mais aussi durant la dessiccation. Dans cette étape de
dessiccation, les lyoprotecteurs remplacent I'eau en établissant des liaisons avec les groupements
phosphates des phosphatidylcholines (Tsvetkova et al., 1998, Cacela and Hincha, 2006, Hincha et al.,
2003).

Pour mettre en évidence l'influence de la nature du lyoprotecteur, la variation de la taille avant et
apres lyophilisation a été recherchée, avec les trois types de phosphatidylcholines.

Des résultats contradictoires ont été notés sur la nature du meilleur lyoprotecteur a utiliser selon la
phosphatidylcholine. En effet, pour les phosphatidylcholines naturelles (respectivement SPC et EPC),
des ratios plus élevés en tréhalose/lipide étaient nécessaires versus saccharose/lipide pour aboutir a
une stabilisation équivalente de la taille. A I'inverse avec I'HSPC, le tréhalose est apparu plus efficace,
mettant ainsi en évidence l'influence des différences entre phosphatidylcholines naturelles et
hydrogénées. Dans le cas de I'HSPC, la supériorité du tréhalose serait due a une température de
transition vitreuse Tg plus élevée pour le tréhalose (113°C) que pour le saccharose (65°C) (Crowe et
al.,, 1996). En outre, nos expériences ont montré un comportement différent des liposomes HSPC
pour lesquels une congélation rapide menait a une augmentation de la taille, quel que soit le
lyoprotecteur utilisé, tandis qu’avec une congélation lente, le tréhalose apporterait une meilleure
protection. Néanmoins, pour les liposomes d’"HSPC, les tests ont été menés jusqu’au ratio 25:1 pour

les deux lyoprotecteurs, sans pour autant trouver un ratio réellement optimal.

2.3 Perspectives de poursuite de développement d’une forme lyophilisée de liposomes d’ATP
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Par rapport a nos objectifs, la principale problématique résultait de la fuite de I'agent encapsulé. Le
tréhalose et le saccharose permettaient d’éviter I'augmentation de la taille, mais n’ont pas prévenu
la fuite de la calcéine ou de I’ATP. Dans le cadre de notre étude, I'inhibition de la fusion a été efficace
mais une transition de phase constante a probablement provoqué un relargage partiel. De plus,
comme cela a été suggéré par Siow, la formation de glace extraliposomale et le processus de
transition de phase se déroulent a la méme température, entre -5°C et -10°C, ce qui est responsable
de la fuite observée (Siow et al., 2007).

Le mécanisme de relargage reste encore mal explicité, car la fusion des membranes et I'abolition des
phases de transition ne sont pas les seuls phénomenes contribuant a la fuite. Néanmoins, il ressort
que le ratio nécessaire pour prévenir la fuite est parfois tres supérieur a celui permettant le maintien
de la taille. C'est ainsi que pour des liposomes EPC, Cacela et Hincha ont noté que pendant la
dessiccation, une plus grande quantité de lyoprotecteur était requise pour réduire la fuite que pour
prévenir la fusion membranaire (Cacela and Hincha, 2006). Des résultats similaires ont été trouvés
par Crowe avec des liposomes POPC dont la fuite était prévenue par une concentration en tréhalose
plus de 10 fois supérieure a la concentration requise pour prévenir la fusion (Crowe et al., 1985).
Seulement dans notre cas, 'augmentation du ratio lyop/lip pouvant induire une plus grande
rétention, était limitée car elle aurait abouti a une valeur trop élevée de I'osmolarité. On pourrait
également envisager une distribution asymétrique du lyoprotecteur des deux cotés de la membrane.
Dans notre formulation, la concentration de lyoprotecteur était identique a l'intérieur comme a
I’extérieur du liposome, comme cela est généralement le cas dans la littérature. Une modification de
la température de transition de phase secondaire a une répartition asymétrique du lyoprotecteur
pourrait contribuer a modifier le mécanisme de relargage (Ohtake et al., 2006). Ainsi, Crowe a mis en
évidence un effet positif de la distribution asymétrique du tréhalose pour limiter les phénomeénes de
fuite avec des liposomes POPC (Crowe and Crowe, 1988).

D’autres stratégies se focalisent spécifiquement sur I'étape de réhydratation qui pourrait causer une
fuite significative. Des expériences de “leak in” menées par Zhang et al. (Zhang et al., 1997) ont
déterminé la pénétration liposomale d'un traceur hydrosoluble initialement solubilisé dans la
solution de réhydratation. Cette technique étudie la perméabilité de la bicouche liposomale lors de la
reconstitution et permet de comparer différents types de reconstitution. Elle posséde I'avantage
d’étre simple mais reste éloignée du modéle expérimental.

Enfin, une optimisation des parameétres de la lyophilisation sur les formules maintenant la taille des
liposomes pourrait contribuer a limiter la fuite de I’ATP. Cette évaluation correspond, par ailleurs, a
la derniére étape préconisée par van Winden (van Winden, 2003). Selon les données disponibles

dans la littérature, les parametres physicochimiques du cycle de lyophilisation offrent de nombreuses
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perspectives d’optimisation. L’abaissement des températures du produit et de la pression (<1 Pa)
(Sweeney et al., 2005, Wang et al., 2006b) pourrait constituer un axe de développement. Par ailleurs,
I'allongement de la durée de la dessiccation primaire jusqu’a 48 heures a été réalisé par certains
auteurs (Alexopoulou et al., 2006, Cui et al., 2006, Li and Deng, 2004, Wang et al., 2006b). Enfin, la
littérature fait part également de diverses expériences ou la dessiccation secondaire est menée a de

tres faibles pressions (0,4 Pa) (Sweeney et al., 2005, Suzuki et al., 1996).
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3 Contribution a I’évaluation de liposomes d’ATP

La principale contribution de ce volet a été de proposer un modele cellulaire pour étudier
I'interaction développée avec les liposomes vectorisés. En se basant sur les travaux antérieurs, la
premiere phase d’évaluation de formes innovantes tels que les liposomes est généralement conduite
a l'aide de culture cellulaire. Les modeles hépatiques les plus fréquemment utilisés sont les
hépatocytes primaires de rat et la lignée HepG2 dont les différences ont été présentées dans la
partie bibliographique. Le modele HepG2 est souvent retenu dans les études du fait de la simplicité
de sa mise en ceuvre. Celui ci a été utilisé dans le cadre de la publication de Tep et al. (participation

eme

en tant que 6™ auteur) (Tep et al., 2009). Ce premier travail a mis en évidence non seulement un
probleme d’instabilité des liposomes a moyen terme mais également un manque de sensibilité du
modele HepG2 cultivé en conditions optimales. Les critéres analysés ont été la quantification de
I'incorporation cellulaire de DOPE-Rhodamine (i.e. marqueur de [linteraction) et le taux

intracellulaire d’ATP (i.e. critére d’efficacité recherché in fine).

Brievement, I'originalité de ce premier travail a été d’évaluer pour la premiere fois des liposomes

vectorisés encapsulant I'ATP sur une culture cellulaire hépatique. Par le passé, rarement, des
liposomes d’ATP avaient été mis en contact de culture cellulaire. Des liposomes d’ATP avaient été
étudiés avec des cellules endothéliales humaines préalablement traitées par LPS et interféron & (Han
et al., 2001) ou avec des spermatozoides (Skiba-Lahiani et al., 1995).

La_contribution scientifique de ce premier travail a été de proposer un plan de développement
pharmacotechnique et d’évaluation cellulaire susceptible de valider I'efficacité in vitro de forme
liposomale vectorisée. Il décrit la synthése d’un ligand original le Lact-ligand et définit une méthode
originale de quantification de la DOPE-Rhodamine qui permet une comparaison des différentes
formules entre elles. Néanmoins, il n’a pas été retrouvé d’interaction spécifique (ou trés limitée) avec
la cellule HepG2 par rapport a des liposomes dépourvus de Lact-ligand. Il est possible que le ratio de
Lac-ligand dans la composition liposomale (i.e. 2,5%) n’ait pas été suffisant pour interagir
efficacement. En outre, les taux intracellulaires en ATP n’ont pas été modifiés, tres certainement au

regard des concentrations initialement trés élevées des cellules cultivées en conditions optimales.

La poursuite de ce premier travail est liée a I'élaboration de notre plan expérimental et reprend le
projet au niveau a I'étape 7(d) du Tableau 9. Un certain nombre de phases ont été finalisées comme
la définition de la composition liposomale et la synthése d’un ligand incorporé durant la phase de

mélange des lipides et dont I'accessibilité a été vérifiée avec la ricine. La phase suivante d’évaluation
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sur culture cellulaire a clairement suggéré que le modele standard de cellules HepG2 en conditions
optimales de culture n’apportait pas le niveau de sensibilité nécessaire a un apport exogene d’ATP.
En effet, en condition de conservation du greffon, les taux d’ATP diminuent de fagon considérable.
L’objectif du second article traitant de I'évaluation des liposomes d’ATP répond a cette attente. Il a
été émis I'hypothése que la mise en présence des liposomes d’ATP avec des cellules « appauvries »
en ATP permettrait de détecter de maniére plus sensible un effet bénéfique des liposomes. Ainsi,
plusieurs axes ont été explorés afin de réduire les taux d’ATP intracellulaire, sans altérer notablement
la viabilité. L'etomoxir (Eto) a retenu notre attention afin d’atteindre notre objectif. L'Eto, inhibiteur
de la cartinine palmitoyl transferase, bloque I'entrée des acides gras a chaines longues dans la
mitochondrie et leur B-oxydation (Ratheiser et al., 1991). Certains auteurs ont montré que I'Eto
diminuait I’ATP sans altérer la viabilité cellulaire. Une concentration a 0,5mM avait entrainé a T,
une diminution de I’ATP de 84% sans altérer la viabilité (Merrill et al., 2002). Ce modele a fait I'objet

d’une validation dans le cadre de notre projet.

3.1 Originalité du modele des cultures cellulaires HepG2 altérées par I’ajout d’agent interférent

L'originalité de notre travail repose sur les caractéristiques du modele décrit comme altérant
spécifiguement le statut énergétique en le combinant avec un autre facteur de stress important lors
de la conservation du greffon : I'hypothermie. Il s’agissait aussi de préciser la concentration en Eto
qui pouvait le mieux altérer spécifiquement le niveau énergétique. En outre, ce travail visait a valider
ce modele en le comparant avec un agent oxydant de référence, le ter-butyl hydroperoxyde (tbooh).
Comme le H,0,, le tbooh favorise la peroxydation lipidique en entrainant la formation des espéces
réactives de I'oxygéne, dont le peroxyde d’hydrogéne (Alia et al., 2005, Soszynski and Bartosz, 1997,
Kim et al., 1998, Zhang et al., 2007). Le tbooh favorise également I’'apoptose des cellules HepG2 par
I'intermédiaire de I'accumulation du calcium (Kim et al., 1998). La concentration intracellulaire de ce
cation conduit a augmenter la perméabilité des pores au niveau de la mitochondrie, a la libération du
cytochrome c et a l‘activation de la capsase (Kim et al., 2003). Il diminue le stock de GSH et les taux
de protéines a groupement thiol et favorise I'augmentation des enzymes du stress oxydant (GSH
peroxydase, GSH réductase, catalase et superoxyde dismutase).

Nos criteres d’évaluation correspondaient a la viabilité (MTT test), un marqueur de la croissance

cellulaire (taux de protéines) et au statut énergétique (taux intracellulaire en ATP).
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3.2 Contribution scientifique a I’étude des cultures cellulaires HepG2 altérées par I’'ajout d’agent
interférent

En premier lieu, nous avons confirmé que la diminution de la température induisait un stress intense
dés 20°C et a conduit a une destruction totale des cellules a 4°C. L’ajout des agents interférents
n’avaient pas d’effet spécifique mais ont toutefois accéléré la diminution du statut énergétique et de
la mortalité cellulaire. Ceci a pu étre mis en évidence a une température intermédiaire (20°C) et a un
temps précoce (T5h).

L'influence de la concentration et du temps d’exposition a I'Eto a pu étre définie. Il a été retrouvé un
effet concentration dépendant vis-a-vis de I'Eto sur les différents parameétres. A 37°C, la plus faible
concentration susceptible d’avoir un effet « toxique » fut 0,25 mM (T4, MTT Test) tandis que pour
obtenir une action sur tous les parameétres dés Ts, une concentration de 1 mM était requise.
Toutefois, I'interaction entre la température et la concentration en Eto était plus difficile a mettre en
évidence a 20°C et 4°C.

Le profil d’altération lié aux deux agents était proche, les taux d’ATP et la viabilité étant le plus
souvent trés fortement corrélés. Le tbooh n’a été testé qu’a une seule concentration (i.e. 0,2 mM).
Cette derniére est généralement retenue pour induire des altérations proches de celles dues aux
especes réactives de I'oxygene (ERO). Les ERO sont générées lors de I'ischémie qui se produit lors de
la reperfusion (Haidara et al., 2008, Haidara et al.,, 2002, Kim et al., 1998). Les données
expérimentales observées avec le tbooh étaient intéressantes vis-a-vis de nos objectifs car celui
induisait une altération plus spécifique sur le statut énergétique a 37°C, Ts,. Dans ces conditions, le
taux d’ATP était diminué d’un facteur 2,4 tandis que la viabilité n’était affectée que d’un tiers
environ. Cela confirme que cet agent interfere avec le statut énergétique des cellules. Le tbooh est,
par ailleurs, connu pour inhiber la phosphorylation oxydative (Krivakova et al., 2007).

L’action en partie oxydative de I'Eto rend compte de la similitude entre les deux agents mais sa cible
pharmacologique reste complexe et encore mal définie a ce jour. Le développement de I'Eto comme
principe actif potentiel a été précocement stoppé du fait d’effets indésirables d’ordre cardiaque ou
hépatique (Merrill et al., 2002, Vickers, 2009, Yotsumoto et al., 2000, Vetter et al., 1995). Nos travaux
ont abouti a deux éléments d’intérét concernant I'Eto :

(i) Certaines concentrations (e.g. Eto 0,5 mM) ont conduit a 37°C a diminuer de fagon
particulierement marquée et corrélée la viabilité et le statut énergétique. Cette donnée est,
cependant, en contradiction avec celles de Merril et al qui avait retrouvé une action spécifique sur les
taux d’ATP et non sur la viabilité. il faut souligner que les auteurs avaient évalué la viabilité grace a la
mesure de l'activité enzymatique des LDH. A la différence du dosage des LDH, qui traduit la

souffrance cellulaire et la nécrose, le test au MTT reflete la viabilité des cellules par leur activité
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mitochondriale et constitue un marqueur plus précoce de la toxicité cellulaire et plus
particulierement de la toxicité mitochondriale. L'Eto favorise également une diminution du rapport
glutathion (GSH) réduit et oxydé mais le mécanisme par lequel I'Eto entraine une diminution des taux
d’ATP n’est pas élucidé a ce jour. Celle-ci pourrait s’expliquer, selon les auteurs, par une inhibition de
la phosphorylation oxydative liée a une diminution du potentiel de membrane. Par ailleurs, I'Eto
serait a I'origine d’'une augmentation des esters d’acétyl-coA, qui sont des inhibiteurs potentiels de
I’enzyme de la translocation des nucléotides adénosine dans la mitochondrie et favoriserait donc une
diminution de I'entrée de I’ADP.

(ii) L'Eto fournit selon la concentration utilisée et le temps un vaste panel d’altération.
Contrairement au tbooh, une toxicité cellulaire est apparue plus précocement que l'altération de
I’état énergétique (Eto 1 mM, 37°C) ce qui est a mettre en relation avec I'hépatotoxicité retrouvée
avec I'Eto lors du développement de cet agent (Merrill et al., 2002, Vickers, 2009, Yotsumoto et al.,

2000, Vetter et al., 1995). Cet effet a été temps-dépendant avec une nette dégradation entre Ts, et

Taan.

3.3 Perspectives de poursuite de modeéle a statut énergétique altéré

Par rapport a nos objectifs de départ, il n’a pas été possible de mettre en place un modeéle cellulaire
dont le seul statut énergétique serait altéré avec les HepG2 en présence d’Eto. Les modeles étudiés
avec I'Eto ou le tbooh décrivaient, néanmoins, différentes atteintes du niveau énergétique et de la
viabilité temps en fonction de leur concentration respective, de la durée d’incubation et de la
température.

De maniere générale, 'altération du statut énergétique déborde largement de la problématique de la
conservation du greffon hépatique. Une diminution précoce de I'ATP est en effet retrouvée dans de
nombreux contextes d’hépatotoxicité comme cela a été décrit lors de l'intoxication aigue au
diclofénac (Bort et al., 1999). Il est donc nécessaire de mettre en place des modeles cellulaires
reproduisant une altération précoce du statut énergétique. Les agents oxydants comme le tbooh et
dans une certaine mesure I'Eto sont des modeles intéressants. Toutefois, les conditions
expérimentales doivent étre précisées avec exactitude car la spécificité de [l'atteinte initiale
énergétique n’est pas évidente a obtenir. La corrélation entre I’ATP et la viabilité du test au MTT a fait
I’objet de publications et ces deux tests ne sont pas toujours substituables I'un a I'autre (Ulukaya et
al., 2008). La baisse d’ATP semble étre un marqueur plus précoce de souffrance cellulaire que la

détermination de la viabilité (Castell et al., 1997).
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Ces travaux doivent étre poursuivis afin de se rapprocher de notre modele expérimental. Ce modéle
expérimental prend en compte une combinaison de stress comme |'abaissement de la température,
I’'hypoxie ou encore le stress oxydant. Un autre élément a prendre en compte est le fait que le
greffon est mis en contact avec des milieux de culture comme la solution UW. Un travail ayant servi
de thése d’exercice a initié la réflexion sur l'intérét de substituer le milieu de culture avec une
solution de conservation mais a présenté ses limites (Vincourt, 2010). Au cours de ce travail, il a été
retrouvé un impact positif de cette substitution comme cela pouvait étre prévu d’aprés les données
de la littérature (Pradeau et al., 2008, Southard et al., 1990, Pisarenko et al., 1985, Nardo et al., 2001,
Karam et al.,, 2005). Il a également confirmé l'intérét de I'ajout extemporané de GSH considéré
comme un agent clé dans la composition de ces solutions (Guyomard et al., 1990, Vreugdenhil et al.,
1991, Astier and Paul, 1989).

Un axe d’évaluation novateur pourrait consister a combiner plusieurs stress comme la substitution
du milieu par une solution de conservation avec l'ajout de faible dose en agent interférent.
Néanmoins a ce stade du projet, deux modeles cellulaires semblent s’imposer : I'un consisterait a
poursuivre les investigations concernant I'ajout d’un agent agissant spécifiquement sur le statut
énergétique et l'autre correspondrait a un modele proche des conditions de la conservation du
greffon associant hypothermie et hypoxie. Un modele pertinent a été développé par Janssen et al.
sur des hépatocytes humains (Janssen et al., 2003). Cette équipe a relevé une nécrose cellulaire, une
dysfonction mitochondriale et une diminution d’ATP globalement similaires pour les solutions
Celsior” et UW, avec une légére supériorité de la solution UW, qui se manifeste par des taux d’ATP
augmentés d’au moins 50% par rapport a la solution Celsior’, aux différents temps de I'ischémie. Ces
différents modeles sont en réalité complémentaires. Le premier pourrait sélectionner les agents ou
les formulations d’intérét sur cellule HepG2 en recherchant les interactions et leur capacité a
normaliser un statut énergétique préalablement altéré. Le second sur cellule hépatocytaire humaine
est plus délicat a mettre en place dans le cadre d’un screening et serait réservé aux formulations

d’intérét car plus proche des conditions de conservation.
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CONCLUSION
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Cette thése constitue une contribution au projet d’amélioration du statut énergétique de la cellule
hépatique. La viabilité du greffon au cours de sa conservation est liée a son niveau énergétique dont
les taux en ATP sont un bon reflet. Notre travail a rappelé successivement I'intérét de la thématique
de la greffe hépatique, le rble joué par I’ATP et la nécessité d’un apport vectorisé pour restaurer le

statut énergétique des hépatocytes.

Notre hypothése de travail repose sur les travaux antérieurs menés sur des liposomes d’ATP en
particulier sur le modéle d’ischémie cardiaque. Néanmoins, les phénomeénes qui sont a I'origine de la
perte de viabilité du greffon hépatique au cours de sa conservation sont de nature différente. Il est

nécessaire de prendre en compte ces spécificités, en particulier I’hypoxie et I'hypothermie.

Un plan expérimental a été élaboré en une dizaine d’étapes qui comportent une phase de
formulation puis d’évaluation in vitro puis in vivo des liposomes. Ces différentes phases ont pu étre
réalisées en raison de la pluridisciplinarité du laboratoire de Pharmacologie Chimique et Génétique
et de I'lmagerie, UMR 8151 CNRS - U1022 Inserm. Cette plateforme associe des compétences dans
les nanotechnologies sur un plan pharmacotechnique, chimique et biologique. Cette unité a interagi
avec la thématique développée par le secteur hospitalier via I'Unité de Recherche et Développement
Galénique de I'AGEPS en relation avec le Laboratoire de Biologie de la Nutrition. La phase de
formulation a conduit a retenir une forme de taille et de potentiel zéta adaptés incluant un ligand
original aux ASGPr. Notre participation a ce projet est directement liée a deux problématiques
majeures que l'on rencontre classiquement avec les liposomes, l'instabilité physicochimique et
I’évaluation de l'interaction développée avec les cellules. Ces deux étapes sont en effet critiques
dans le cadre des aspects recherche et développement du sujet. Des éléments ont été apportés a ces
deux thématiques en précisant le role de certains parametres clés au cours de la lyophilisation et en

présentant des modeles HepG2 altérés par I'ajout d’agent interférant.

De nombreuses poursuites a ces travaux ont été proposées dans ce document afin de réduire la fuite
de I’ATP lors de la lyophilisation et de rapprocher le modele cellulaire des conditions expérimentales.
Néanmoins, I'apport d’ATP sous forme de liposome, certes prometteur, reste confronté a nombreux
challenges sur le plan technique mais également biologique. Une réflexion a été ainsi initiée au sein
du laboratoire de Pharmacologie Chimique et Génétique et de I'lmagerie sur d’autres stratégies afin
d’améliorer le statut énergétique du greffon. L’ARN interférence, comme nouvelle approche
thérapeutique, correspond a un angle de recherche tres intéressant pour prévenir I'apoptose et le

rejet de greffe. Dernierement, il a été rapporté plusieurs cibles vers lesquelles les siRNA pourraient
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étre dirigés, en particulier certaines capsases. Des formulations innovantes a base de lipoplexe ont
été développées au sein de ce laboratoire, qui pourraient étre mises a profit dans le cadre de cette
thématique. Ces formes pourraient bénéficier d’un ciblage par I'incorporation de ligand spécifique
galactosylé. De maniere similaire aux liposomes d’ATP, un plan expérimental de développement et
d’évaluation pourrait étre élaboré sur ces formes vectorisées comportant un volet de stabilité et

d’évaluation sur cellule.
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