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Résumé

La cicatrisation est un processus multifactoriel. Dans le cadre du diabete, on retrouve une
altération des processus a 1’ceuvre lors de la cicatrisation. En effet, I’hyperglycémie chronique
présente chez le patient diabétique modifie la fonction des tissus principalement au niveau

endothélial ainsi qu’au niveau cutané.

Les ulceres chroniques du patient diabétique sont un probleme majeur de santé publique avec
une thérapeutique actuelle limitée en efficacité. Ils représentent un facteur majeur de

détérioration de la qualité de vie avec un risque d’amputation des membres inférieurs important.

Lors de cette these, nous avons évalué le potentiel de I’encapsulation de principes actifs dans
des nanoparticules lipidiques pour la délivrance locale au niveau de I’ulcere. Les nanoparticules
lipidiques sont des formes galéniques qui permettent de stabiliser les principes actifs et
d’améliorer la délivrance cutanée. Les principes actifs testés lors de cette theése seront des
principes actifs vasodilatateurs. Ils peuvent améliorer la cicatrisation par leur effet sur la
fonction vasculaire, mais également sur les processus d’inflammation, de prolifération et de

remodelage tissulaire.

Nous avons validé ’effet de I’encapsulation dans des nanoparticules lipidiques pour
I’amélioration de la stabilité des formulations de différents principes actifs vasodilatateurs. Au
niveau de la cicatrisation de plaies diabétiques, nous avons observé une amélioration de la
cicatrisation lors de 1’administration d’analogues de la prostacycline. Des études
complémentaires sont en cours de réalisation afin de décrire les mécanismes mis en ceuvre dans

I’amélioration de la cicatrisation par ces formulations.



Summary

Wound healing is a multifactorial process. In diabetes, there is a change in the processes
involved in healing. Indeed, chronic hyperglycaemia in diabetic patients modifies tissue

function at the endothelial level and at the cutaneous level.

Chronic ulcers in diabetic patients are a major public health problem with limited efficacy of
current therapy. They represent a major factor in the deterioration of quality of life with a

significant risk of lower limb amputation.

In this thesis, we evaluated the potential of encapsulation of active ingredients in lipid
nanoparticles for local delivery. Lipid nanoparticles are galenic forms that stabilize the active
pharmaceutical ingredients and improve skin delivery. The active pharmaceutical ingredients
used in this thesis will be vasodilators. They can increase wound healing by their effect on
vascular function, but also on the processes of inflammation, proliferation and tissue

remodelling.

We were able to validate the effect of encapsulation in lipid nanoparticles to improve the
stability of formulations of different vasodilator active ingredients. In the healing of diabetic
wounds, we have observed an improvement in healing when administering prostacyclin
analogues. Additional studies are being carried out to describe the mechanisms used to improve

healing by these formulations.
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A. Peau et Mécanismes de la cicatrisation cutanée

1. Structure et fonction

La peau est un organe trés étendu, recouvrant une surface d’approximativement 1.8 m?. Elle
constitue 6% du poids corporel total. Il s’agit d’un tissu spécialisé lui permettant de remplir des

fonctions de protection, de perception de I’environnement, et de thermorégulation de

I’organisme.

poil

pore ou orificede
glande sudoripare

couche cornge

. o épiderme
fascla superficialis

raisse sous-cutanee
derme
glande sudoripare

glande sébacée hypoderme ou tissu

cellulaire sous-
cutang

muscle

recepteur sensitif

fibre nerveuse

artere

veing
aponévrose

muscle érecteur
ou horripilateur

Figure I-1 : Structure générale de la peau !

La peau est constituée de 3 tissus distincts comme indiqué dans la Figure I-1 :
- L’épiderme
- Lederme

- L’hypoderme
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a) L’épiderme

L’épiderme est un épithélium squameux stratifié qui vient faire la bordure entre
I’environnement extérieur et I’organisme. Il est majoritairement constitué de kératinocytes mais
comporte également d’autres types cellulaires. Ce tissu est en renouvellement constant avec
une production de kératinocytes au niveau basal et une perte de ces mémes cellules au niveau
apical par desquamation. L’épiderme est structuré en 4 couches distinctes liées a la

différentiation des kératinocytes comme montré dans la Figure I-2.

Lipid bilayers,
O k cross-linked cornified envelope,
Stratum corneum filaggrin

\ L Tight junctions,
‘ lamellar granules, keratohyalin granules,
Stratum granuleux \ keratin filament bundles,

e - i : profilaggrin, loricrin, lipids

\ o ( Bundles of K1/K10-keratin filaments,
Stratum epineux { e mea . intercellular junctions

. / rich in desmosomes
AP2, C/EBP, Hes1, Notch1/3

alg

K5/K14-keratin filaments,
intercellular junctions
rich in adherens junctions

{
Stratum basale p63, EGFR, IGFR, TBRII, Delta1

_________Hemidesmosomes («6p4), focal adhesions (a381)

Laminin-332, fibronectin,
collagen IV, TGFq, IGFs

Basement membrane

Figure I-2 : Structure de la différenciation des kératinocytes dans [’épiderme (adapté de ?).

La couche la plus basale est appelée stratum basale (couche basale). Elle est constituée d’une
couche monocellulaire de kératinocytes qui sont fixés a la membrane basale reliant 1’épiderme
au derme. Cette couche permet le renouvellement des kératinocytes par 1’intermédiaire de

cellules souches présentes a cette interface.

Les couches supérieures sont le stratum spinosum (couche épineuse) et le stratum
granulosum (couche granuleuse). Ce sont des couches pluricellulaires de kératinocytes qui se
différencient au cours de leur migration apicale. Au niveau du stratum spinosum, les
kératinocytes forment des jonctions de type desmosomes qui sont dégradées progressivement
lors de la migration cellulaire au niveau apical. Au niveau du stratum granulosum, les
kératinocytes produisent des vésicules intracellulaires lipidiques qui seront secrétées dans la

couche supérieure pour former la matrice extracellulaire du stratum corneum. Entre la couche
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granuleuse et la couche cornée, on peut retrouver le stratum lucidum (couche claire) ou les
kératinocytes perdent leur noyau et organites cytoplasmiques et secretent la matrice
extracellulaire du stratum corneum. Lors de leur migration, les kératinocytes produisent
également de la kératine qui se réticule au niveau de la couche claire pour former une enveloppe

de kératine dans la couche cornée.

Le stratum corneum (couche cornée) est la couche la plus apicale de 1’épiderme. A cette étape,
les kératinocytes sont appelés cornéocytes. Ils sont anucléés, sans organites intracellulaires,
constitués d’une enveloppe de kératine et reliés entre eux par des jonctions appelées
corneodesmosomes. La matrice extracellulaire est composée d’une bicouche lipidique
constituée de céramides, de cholestérol, et d’acides gras libres. Au niveau apical, les

cornéocytes sont éliminés par desquamation aprés dégradation des cornéodesmosomes.>

La couche cornée est la barriere de protection principale de la peau contre les microorganismes
extérieurs ainsi que les xénobiotiques (principes actifs ou toxines). Cette couche permet
également une diminution de la perte hydrique. Cette protection est liée a la structure en

« brique-mortier » de la couche cornée qui permet de réaliser une barriere imperméable.’
L’épiderme est également peuplé par d’autres types cellulaires :

* Les cellules de Langerhans
* Les mélanocytes

e Les cellules de Merkel et terminaisons nerveuses libres

Les cellules de Langerhans sont des cellules dendritiques tissulaires qui permettent la veille
immunitaire du tissu.* En cas de bréche tissulaire, elles vont permettre le recrutement du
systéme immunitaire. La fonction immunitaire de 1’épiderme passe aussi par la synthese de

peptides antimicrobiens par les kératinocytes.’

Les mélanocytes sont situés au niveau de la couche basale de 1’épiderme. Ils sont responsables

de la production de mélanine permettant la protection de la peau par rapport aux rayonnements

Uv.°
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La peau comporte également de nombreuses terminaisons axonales sensorielles dont les
récepteurs permettant la perception de 1I’environnement. Au niveau de I’épiderme, on retrouve

principalement des terminaisons nerveuses libres ainsi que les corpuscules de Merkel. ’

L’épithélium est un tissu non vascularisé. Ainsi tous les échanges métaboliques sont réalisés au

travers de la membrane basale qui est connectée au derme.
b) Le derme

Le derme est un tissu conjonctif qui soutient physiquement et métaboliquement 1’épiderme. Il
est constitué d’une matrice extracellulaire composée principalement de collagéne de type I 8,
mais également d’élastine et d’un réseau de glycoaminoglycanes. La matrice extracellulaire est
secrétée par les fibroblastes et va jouer un role structurel mais également métabolique. Le derme
contient également la majeure partie des structures « annexes » de la peau telle que les follicules
pileux, des glandes sudoripares mais également la présence de I’innervation et de la

microcirculation cutanée.
Le derme est structuré en deux parties : Le derme papillaire et le derme réticulaire.

Le derme papillaire forme la jonction avec 1’épiderme par I'intermédiaire des papilles
dermiques. La structure de la membrane basale permet I’ancrage de I’épiderme au derme par
I’intermédiaire de fibre de collagene de type 1V, VII et XVII ainsi que de protéines d’adhésion
telles que les laminines 332 et I’intégrine a6b4. La jonction epidermo-dermique n’est pas plate
mais réticulée. Cette structure « vallonnée » facilite la nutrition et I’homéostasie de I’épiderme
par I'intermédiaire de boucles capillaires. Ces boucles vont alors former des extrusions dans le
tissu épidermique afin d'augmenter la surface de contact et donc, les échanges vasculaires tout
au long du capillaire. Cette structure papillaire est visible sur la paume des mains et la plante
de pieds, ou elle est responsable de la présence des empreintes digitales. Comparée au derme
papillaire, le derme réticulaire est composé principalement d’une matrice extracellulaire plus
dense. En effet, le derme papillaire est composé pour la plus grande partie d’un réseau réticulé
de fibres de collagenes et d’élastines, lui procurant des propriétés a la fois de souplesse et de

solidité.
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c) L’hypoderme

L’hypoderme est la couche la plus basale de la peau. Elle est constituée principalement
d’adipocytes et va jouer un rdle de soutien en se reposant sur les tissus musculaires ou osseux

sous-jacents. Les adipocytes vont jouer le rdle de réserve énergétique de 1’organisme.
d) La microcirculation cutanée
La microcirculation cutanée joue un role majeur local et systémique chez I’homme.

Elle est composée d’un réseau important formé en deux plexus comme montré dans la Figure
I-3. Le plexus profond est situé a la jonction dermo-hypodermique et est connecté a la
circulation systémique par 1’intermédiaire d’artére afférentes et de veines efférentes situées
dans I’hypoderme. Le plexus superficiel est quant a lui situé dans le derme papillaire et permet
I’alimentation de 1’épiderme par I’intermédiaire de boucles capillaires présentes au niveau des
papilles dermiques. Il est alimenté par le plexus profond par I’intermédiaire d’artérioles
ascendantes et de veinules descendantes. Ce réseau ascendant vasculaire est également parsemé
d’anastomoses artérioveineuses permettant de « shunter » le flux vasculaire destiné au plexus

superficiel. Ces anastomoses artérioveineuses sont de type tubulaire ou glomérulaire, et vont

jouer un role majeur dans la thermorégulation °.

Les anastomoses artérioveineuses sont controlées par des cellules musculaires lisses qui jouent
le role de sphincter précapillaire.'® La régulation du tonus vasculaire passe par une médiation
locale et centrale par I'intermédiaire de I’innervation des cellules musculaires lisses ou d’une
stimulation de 1’endothélium. On retrouve notamment une signalisation centrale du tonus
vasculaire mais également des modifications locales associées a I’environnement comme la

réponse 2 la température, 2 la pression ou a I’inflammation.!!
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Plexus hypodermique

Figure I-3 : Structure de la microcirculation cutanée (Adapté de Cracowski JL and Roustit M. Human Skin
Microcirculation ; Comprehensive Physiology, 2020, en révision)

e) Innervation cutanée

La peau présente également un réseau nerveux fortement développé afin de permettre la
perception et I’adaptation a I’environnement par I’intermédiaire des voies afférentes (sensation)
et efférentes (systtme nerveux autonome sympathique). '> L’innervation cutanée est
spécifiquement importante dans le controle de la fonction vasculaire de la microcirculation pour

la thermorégulation.

La voie afférente permet la perception de I’environnement par [’intermédiaire de
mécanorécepteurs comme résumés dans la Figure I-4. On observe une différence majeure entre
les régions glabres, c.a.d. dépourvues de poils et les régions non glabres ou la majorité des
mécanorécepteurs se situent a proximité des follicules pileux. La sensation de température est
principalement réalisée par I'intermédiaire des canaux TRP (transient receptor potential)
présents sur des afférences neuronales.!* Ceux-ci sont sensibles 2 une gamme spécifique de

température. Ainsi les récepteurs TRPMS sont associés a une réponse au froid alors que les
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récepteurs TRPV3 et 4 sont associés a une réponse au chaud. Les récepteurs TRPA1 et
TRPV1/2 sont associés a des températures extrémes (froid et chaud respectivement).!*!5 Au
niveau des terminaisons nerveuses libres, il a été récemment découvert la contribution majeure
des cellules de Schwann dans la nociception alors qu’elles sont classiquement catégorisées

comme cellules de soutien.'®

A Glabrous B Hairy s ) Merkel cals

e {4k 3ALLTMA]
g } RuHini ending
(A} SAILLTRAR?)
J Meafssner eorpuscls
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T 4\ Longitudinal lancealste endings:
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Circumfarential
ancesdate endings
{ofwabdingi anks tenl

Fres nerve endings
[HTRER)

epidermis

dermis

Figure I-4 : Structure et localisation des différents mécanorécepteurs de la peau”

La voie efférente va réguler la fonction de la microcirculation et des annexes cutanées. Elle
permet le contr6le de la thermorégulation par vasodilatation, vasoconstriction, activation de la
sudation et contraction des muscles piloerecteurs.” Ce contrdle passe d’une part par une
innervation sympathique noradrénergique, par conséquent vasoconstrictrice, d’autre part par
I’innervation sympathique cholinergique présente dans la peau non glabre, vasodilatatrice en

condition de stress thermique.’
2. Cicatrisation cutanée

Lors d’une rupture de 1’épithélium cutané, un processus physiologique de cicatrisation se met

en route impliquant classiquement 4 phases: I’hémostase, I’inflammation, la prolifération et la
ion.'”18 I’ enchai d d i donné S i

maturation. enchainement de ces processus de maniere ordonnée est nécessaire pour une

cicatrisation physiologique complete.
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a) Phase d’hémostase

La phase d’hémostase débute apres la breche du compartiment sanguin pour empécher la perte
de sang. Les 1ésions tissulaires et capillaires vont provoquer une cascade de vasoconstriction,
d’activation plaquettaire puis de coagulation pour former un thrombus composé de fibrine et de
fibronectine afin d’obturer physiquement la plaie. Ce thrombus va également permettre la
réponse inflammatoire et proliférative par la libération de facteurs de croissance et de

chimiokines au niveau de la plaie.

Dans les premiers instants apres la bréche vasculaire, un vasospasme est produit
localement afin de réduire le flux sanguin au niveau de la plaie. La breéche tissulaire provoquée
va exposer aux plaquettes circulantes le collagene ainsi que le facteur Von Willebrand fixé au
tissu sous vasculaire permettant 1’adhésion et 1’activation plaquettaire. Les plaquettes activées
vont amplifier le signal d’activation par relargage local d’ADP, de Thromboxane A: et de
sérotonine. Les plaquettes activées vont se fixer au tissu pour réaliser un bouchon plaquettaire

permettant un arrét temporaire du saignement. 9

L’activation plaquettaire va enclencher la phase d’hémostase secondaire par la cascade
de coagulation qui formera a terme le caillot de fibrine/fibronectine. L’hémostase secondaire
est une cascade protéolytique des facteurs de la coagulation qui se termine par le clivage de la
prothrombine en thrombine par les facteurs Xa et Va. La thrombine va permettre le clivage du
fibrinogene en fibrine. La fibrine va former un réseau a la surface des plaquettes qui est ensuite
réticulé par le facteur XIlIla, lui-méme activé par la thrombine, pour la réalisation d’un caillot

insoluble constitué de fibrine, de fibronectine, et de plaquettes.

La régulation et la résorption du caillot de fibrine passe par la production de plasmine
qui vient dégrader le réseau de fibrine. Elle est issue de la protéolyse du plasminogene réalisée
par I’activateur tissulaire du plasminogene (tPA) et par I’urokinase (uPA). La fibrinolyse est
contrOlée par les cellules endothéliales et les macrophages par la sécrétion d’activateurs (tPA
et uPA) ainsi que d’inhibiteurs comme les inhibiteurs des activateurs du plasminogene,
I’alpha2-macroglobuline et 1I’alpha2-antiplasmine.?’ Cette phase est également d’importance
dans le processus de cicatrisation.?! Par exemple, le récepteur 4 I’'urokinase (uPAR) est impliqué

dans la réponse proangiogénique au VEGF.????
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b) Phase inflammatoire

La Figure I-5 résume les différents mécanismes en ceuvre lors de la phase inflammatoire.
L’activation plaquettaire libere des facteurs de croissance comme le PGDF, et le VEGF qui
permettent une activation de 1’endothélium et des fibroblastes déclenchant la phase
d’inflammation et de prolifération. 225 L’endothélium activé va permettre le recrutement des
neutrophiles et des monocytes par I’expression en surface d’intégrines ICAM-1/VCAM-1). La
rupture tissulaire provoque également une activation du complément par la sécrétion de
protéases qui permettent le clivage de C3 et C5. Le complément stimule la réponse immunitaire

et permet la lyse de microorganismes par la formation de complexes d'attaques membranaires

(CAM). 26

Les polynucléaires neutrophiles sont les premieres cellules a arriver au niveau tissulaire.
L’objectif principal de ces cellules est de nettoyer le tissu de microorganismes et des cellules
mortes par phagocytose, par libération d’especes réactives de I’oxygene, et par la sécrétion de

pieges extracellulaires (neutrophil extracellular traps). 2728

Inflammatory Phase (Day 3)
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Figure I-5 : Phase inflammatoire lors de la cicatrisation !

Les macrophages arrivent en second temps et jouent un rdle majeur dans la gestion de la matrice
extracellulaire, des cellules en apoptose et également des microorganismes. Les macrophages

sont recrutés au niveau du tissu adjacent mais également a partir de monocytes au niveau de la
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moelle osseuse.”’ Les monocytes pénétrent le tissu par interaction avec 1’endothélium activé
qui exprime des marqueurs d’adhésion tels que des chemokines membranaires .*° Les
monocytes recrutés se différencient ensuite en macrophages tissulaires avec des fonctions
différentes en fonction de I’environnement (facteurs de croissance et cytokines). En effet, les
macrophages peuvent exprimer un phénotype pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire. Ils sont
classiquement classifi€és en macrophages M1 et M2 respectivement mais il existe en réalité une
variété de phénotypes macrophagiques.’! Ainsi, durant la phase précoce de la plaie, les
macrophages pro-inflammatoires sont prédominants par la présence de signaux pro-
inflammatoires tels que les signaux moléculaires associés au pathogenes ou aux dégats
tissulaires et cellulaires (PAMPs et DAMPs respectivement). *>3* Ces macrophages pro-
inflammatoires vont gérer la réponse inflammatoire par la synthese de TNFalpha,
d’interleukines 1, 6, et 12, et par la génération de monoxyde d’azote (NO) par I'induction de la

NO synthase inductible (iNOS).

La transition entre les macrophages pro et anti-inflammatoires est un mécanisme complexe et
fait encore 1’objet de recherche intense.’* Ainsi la phagocytose de neutrophiles apoptotiques
peut provoquer un changement de I’expression génétique et protéique des macrophages vers un
type anti-inflammatoire.>> D’autres molécules peuvent influencer le passage vers les
phénotypes anti-inflammatoire tels que le TGFbeta et 1’interleukine 10. 3* Ces transitions vont

passer par des changements épigénétiques par modification des histones.¢

Les macrophages avec un phénotype anti-inflammatoire vont faciliter la phase de prolifération
par la production de facteurs de croissance et de chimiokines activant les fibroblastes
(TGFbeta), les cellules endothéliales (VEGF) et les kératinocytes (TGFalpha, PDGF,IGF-1).%’
La transition entre macrophages pro-inflammatoires vers macrophages anti-inflammatoires
semble importante car elle est dérégulée dans les plaies chroniques ol les plaies sont bloquées
en phase inflammatoire. *** La Figure I-6 résume les mécanismes d’activation et de transition
des macrophages dans les différentes phases ainsi que les différents effecteurs moléculaires

stimulants et produits par les macrophages.
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Figure I-6 : Mécanismes a l'origine des principaux phénotypes d'activation des macrophages dans la réparation, la
régénération et la fibrose tissulaire 3

Cette phase d’inflammation est nécessaire pour la protection de 1’organisme par rapport aux
microorganismes lors de la breche tissulaire réalisée. Cependant, le contrdle de I’inflammation
est nécessaire pour passer vers une plaie en cours de cicatrisation. *° La réponse immunitaire
semble également délétere pour une cicatrisation parfaite. *° Ainsi sur un modele de souris KO
pour le facteur de transcription PU.1 qui présentent une absence de cellules inflammatoires
(macrophages, neutrophiles et cellules dendritiques), la cicatrisation est similaire aux souris

« wild type » mais de meilleure qualité car sans cicatrice résiduelle.*! Cet effet est également

retrouvé dans la cicatrisation chez le feetus et le nouveau-né, ou la cicatrisation est excellente

et sans cicatrice notamment par le plus faible recrutement de cellules inflammatoires. 4>~

c) Phase de prolifération

La phase de prolifération se met en place des 1’existence de la 1€sion tissulaire et fait intervenir

3 mécanismes :

e La formation du tissu de granulation
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* Laréépithélialisation

* L’angiogenese

Le tissu de granulation est un tissu transitionnel qui va permettre la migration cellulaire. Au-
dessus de celui-ci, les kératinocytes vont pouvoir migrer pour réépithélialiser la plaie. Afin
d’apporter les effecteurs cellulaires et les apports nutritionnels, les vaisseaux adjacents vont
produire un nouveau réseau a partir des vaisseaux existants (angiogenese) ou a partir de cellules

endothéliales progénitrices produites dans la moelle osseuse (EPC) (vasculogénese).

La formation du tissu de granulation est réalisée par les fibroblastes du tissu sain adjacent, par
la production de fibroblastes par les cellules souches présentes au niveau du derme et
circulantes. ¥ Les fibroblastes vont dégrader le caillot de fibrine par la synthése de
métalloprotéases (MMP) et vont le remplacer par un réseau de fibronectine et de collagene
(riche en type III). Certains fibroblastes acquierent également un profil contractile par
stimulation par le TGFbéta.** Les myofibroblastes résultants permettent ainsi une contraction

de la plaie et donc une réduction de la taille de la plaie grace au tissu de granulation formé.

La réépithélialisation passe par la prolifération et la migration cellulaire des kératinocytes du
tissu sain sur le tissu de granulation. Lors d’une disruption de la barriere cutanée, les
kératinocytes liberent des facteurs de croissance et des chimiokines tels qu’IL-1, TNFalpha et
EGF qui stimulent de maniere autocrine et paracrine la migration et la prolifération des
kératinocytes. °52 La migration des kératinocytes passe par une perte de I’adhérence entre les
cellules, par le réassemblage du cytosquelette d’actine et par la production d’intégrines
permettant la migration sur le tissu de granulation. La réépithélialisation passe principalement
par la formation d’une couche monocellulaire puis par une prolifération afin de reformer un

épithélium sain.

La revascularisation de la plaie est nécessaire a la bonne cicatrisation en permettant 1’apport en
oxygene, en nutriments, et en cellules pour la cicatrisation. La premiere réponse du tissu
endothélial va étre la présence d’une vasodilatation produite par I’inflammation. Cette
vasodilatation permet d’améliorer les échanges métaboliques et les infiltrations cellulaires. Les
cellules endothéliales vont également tre stimulées afin de former les nouveaux vaisseaux dans
le tissu de granulation. Différents acteurs cellulaires (plaquettes °*, macrophages, kératinocytes)

lors de la cicatrisation vont produire les différentes cytokines pro angiogéniques %, la plus
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connue étant le VEGF. La production de ces médiateurs pro-angiogéniques est réalisée par un
stimulus hypoxique qui stabilise le facteur HIF-1alpha. Son role est de stimuler la transcription
et la translation des facteurs pro-angiogéniques. 3 Par I’intermédiaire de ces médiateurs, les
cellules endothéliales germinent a partir des vaisseaux adjacents et forment de nouveaux
capillaires.’® Ceux-ci sont caractérisés par un réseau désorganisé avec des boucles capillaires
mal formées et nombreuses donnant au tissu de granulation sa couleur rosée. En effet, le tissu
vasculaire devient normalisé lors de la phase de remodelage lors du switch vers un signal anti-

angiogénique. °’

En plus de l’angiogenese, il est aussi possible de former de nouveaux vaisseaux par
I’intermédiaire de cellules endothéliales progénitrices (EPC) recrutées au niveau de la moelle
osseuse. Ces EPCs vont permettent de former des nouveaux vaisseaux sans vasculature
existante dans un processus appelé vasculogénese. Ce processus est principalement mis en place

lors du développement de I’organisme mais joue un role également lors de la cicatrisation. %>
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Figure I-7 : Mécanismes de l'angiogenése au niveau de la plaie %

d) Phase de remodelage

Tout comme la phase d’inflammation, la phase de prolifération doit étre régulée afin de former

un tissu sain. On retrouve plusieurs objectifs a la phase de remodelage :
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e La maturation du réseau vasculaire

e La maturation de la matrice extracellulaire

Cette phase est la plus longue du processus qui peut durer ainsi plusieurs mois en fonction de

la 1ésion et du type de remodelage.

La maturation du réseau vasculaire passe par une apoptose controlée des cellules endothéliales.
Cette maturation est médiée par des facteurs anti-angiogéniques (PDGF, ANG1) ainsi que par
la présence de cellules périendothéliales telles que les péricytes et les cellules musculaires
lisses. 6162 Ce processus est notamment contrdlé par le retour du tissu en condition normoxique.
Au lieu d’un réseau désorganisé, la maturation du réseau vasculaire permet un apport suffisant

mais non excessif au tissu cicatrisé.

La maturation de la matrice extracellulaire passe par une dégradation contrélée du tissu de
granulation. Celui-ci, composé majoritairement de collagene de type III, est remplacé par du
collagéne de type I plus résistant aux forces mécaniques appliquées sur la peau.®*%* Ce
processus est géré principalement par les fibroblastes et myofibroblastes tissulaires par
I’intermédiaire de la synthese de métalloprotéases et la production de collagene de type I sous
I’influence du TGF béta (isoforme Beta 3 pour cicatrisation normale non fibrotique). Lors de
ce remodelage tissulaire, les myofibroblastes vont €galement rentrer progressivement en
apoptose afin de réguler la quantité de matrice extracellulaire produite. %% Une absence

d’apoptose des myofibroblastes est ainsi démontrée dans les pathologies fibrotiques. ¢’
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e) La cicatrisation : dérégulation du processus.
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Figure I-8 : Phases de la cicatrisation et dérégulation %
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Comme montré dans la Figure -8, le processus de cicatrisation normal nécessite une induction

et une résolution correcte des différents mécanismes mis en place. Une modification du

processus va induire une altération de la cicatrisation qui peut prendre différentes formes

comme montré dans la Figure 1-9. On observe ainsi une cicatrisation altérée dans le cadre des

ulcérations veineuses, artérielles, du pied diabétique et des escarres ainsi qu'une altération du

processus de remodelage dans le cadre des plaies hypertrophiques et des plaies chéloides. Les

plaies chroniques sont principalement bloquées lors du processus inflammatoire.

39

Dans le cadre de cette these, nous allons nous intéresser aux ulceéres chroniques dans le contexte

diabétique.

Figure I-9 Pathologies de la cicatrisation ®°. De gauche a droite : ulcération veineuse, ulcération artérielle, pied diabétique,
escarre, plaies hypertrophiques, et plaies chéloides.
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B. Dysfonction de la cicatrisation cutanée dans le cadre du diabete

1. Introduction

L’insuline est un médiateur produit par les cellules béta des flots de Langerhans au niveau du
pancréas. Elle est impliquée dans 1’homéostasie glycémique, permettant de réduire les
concentrations sanguines en glucose par la stimulation de tissus sensibles a I’insuline, i.e. les
muscles, les cellules adipeuses et le foie. La fixation au récepteur a I’insuline provoque la
localisation des transporteurs GLUT 4 a la membrane cellulaire pour augmenter le transport
intracellulaire en glucose. Une anomalie de la production ou de la signalisation de I’insuline va
donc produire une hyperglycémie systémique chronique. Il existe plusieurs types de diabete, la
majorité des patients présentant un diabete de type 2 ou de type 1. ’° Le diabete est diagnostiqué
généralement par la présence d’une hyperglycémie a jeun (>1,26 g/l) ou d’une glycémie

supérieure 4 2g/L 2h apres la prise orale de 75g de glucose.”!

Le diabete de type 1 est une maladie chronique auto-immune qui provoque la destruction des
cellules béta pancréatiques par la production d’anticorps auto-immuns. Chez ces patients, la
destruction des cellules béta entraine un déficit de la production d’insuline complet, ou
insulinodépendance, nécessitant des administrations quotidiennes d’insuline a vie.”? La
prévalence du diabete de type 1 est variable avec une différence marquée entre les pays due aux

différents facteurs de risques génétiques et environnementaux.

La majorité des patients diabétiques (90%) présentent un diabete de type 2 qui est une maladie
métabolique définie par une hyperglycémie mais sans insulinodépendance initiale.
L hyperglycémie du diabete de type 2 est résultante d’une altération de la sensibilité et/ou de la
sécrétion de I'insuline.”® Ces altérations de I’insuline sont produites par des altérations
métaboliques fréquemment associées a 1’obésité mais sont également influencées par des

facteurs génétiques.”
2. Physiopathologie générale du diabete

L’arrivé en phase hyperglycémique est différente dans le type I et dans le type II. La destruction
auto-immune des ilots beta pancréatiques provoque 1’hyperglycémie chronique par déficit de la
production d’insuline dans le type I. La physiopathologie du diabéte de type II est plus
complexe car variant fortement entre les individus. L’obésité chronique provoque une

inflammation chronique du tissu adipeux (TNFalpha) provoquant une augmentation de la
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lipolyse adipocytaire et une diminution de la formation de réserves de triglycérides. Ainsi on
se retrouve avec une augmentation des acides gras libres dans la circulation qui vont provoquer
une altération de la sensibilité a 1’insuline au niveau musculaire, hépatique, adipocytaire et

pancréatique.” Le DT?2 est ainsi associé 4 une dyslipidémie et une hyperglycémie chronique.

L hyperglycémie chronique provoque une altération de la signalisation énergétique au niveau
cellulaire et au niveau de 1’organisme. L’hyperglycémie chronique impacte tous les types
cellulaires mais les cellules endothéliales sont particulicrement sensibles a D'effet de

I’hyperglycémie.

La plus grande sensibilité au glucose de ces cellules peut étre médiée par le faible controle de
la concentration intracellulaire en glucose. Quelques études mettent en évidence une absence
d’autorégulation de I’expression membranaire du récepteur GLUT 1 dans certains types
endothéliaux. -8 Cet effet semble différent selon la fonction et la localisation des vaisseaux.
Ainsi, sur des cellules endothéliales aortiques de bceuf, une exposition in vitro a une
hyperglycémie in vitro provoque une diminution de la transcription et translation du récepteur
GLUT 1. ™ De maniére similaire, on retrouve une diminution du flux de glucose dans les
cellules endothéliales du cceur et du cerveau mais pas de diminution pour des cellules

endothéliales prélevées dans la rétine. 778

Méme si I’effet sur le transport intracellulaire de glucose semble étre discuté, il est évident que

le milieu hyperglycémique altere la fonction de 1’endothélium8!-8?

et que cette altération est
présente également chez le sujet sain méme lors du pic hyperglycémique suivant la prise d’une
boisson sucrée. Chez le sujet sain, on peut ainsi observer une altération transitoire de la fonction
macro et microvasculaire associée 4 une dysfonction de la voie du NO. 33%* Cette dysfonction
semble associer un mécanisme oxydatif car la fonction est restaurée lors 1'un apport

d’antioxydant.?*

Cette altération endothéliale est également corrélée a 1’état cardiométabolique du patient.
Comme indiqué dans la méta analyse en réseau de Loader® dont les résultats sont résumés dans
la Figure I-10, plus I’état cardiométabolique devient dégradé plus on observe une aggravation

de la dysfonction endothéliale micro et macrovasculaire chez le patient diabétique.
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Health status Random Effects Model MD  95%-Cl Health status Random Effects Model SMD  95%-Cl
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Obese - -1.33 (-1.98,-0.67) Obese - -0.66 (-0.90,-0.41)
IGT —— -1.75 (-2.80,-0.70) IGT — -0.63 (-1.10, -0.16)
MetS —- -1.99 (-2.73,-1.24) MetS —— -1.01 (-1.39, -0.63)
T2D = -3.22 (-3.69,-2.75) T2D - -1.10 (-1.31,-0.89)
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IGT —— -1.50 (-2.95,-0.06) IGT — -0.54 (-1.12, 0.04)
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Figure I-10 : Altération de la fonction macrovasculaire et microvasculaire 3 Réactivité macrovasculaire endothélium
dépendante (A) et indépendante (C) ; Réactivité microvasculaire endothélium dépendante (B) et indépendante (D) .

La progression d’une hyperglycémie vers une dysfonction endothéliale et vers les différentes
complications diabétiques fait intervenir différents mécanismes schématisés dans la Figure
I-11. Ces processus dérégulés dans la cellule endothéliale se retrouvent également dans les

autres types cellulaires impliqués dans les complications diabétiques tels que les neurones %

87,88 89,90

le rein et la la rétine.

L hyperglycémie chronique provoque une surproduction d’especes réactives de 1’oxygene par

saturation de la chaine respiratoire mitochondriale.”!

La voie du sorbitol passe par la conversion du glucose intracellulaire et de ses métaboliques en
sorbitol puis en fructose. La premiere étape passe par I’action de 1’ aldose réductase consommant
du NADPH durant le processus. La déplétion de NADPH va entrainer une déplétion des

défenses antioxydantes par consommation de glutathion.

La voie de la protéine Kinase C (PKC) passe par I’augmentation des concentrations
intracellulaires de diacylglycérol (DAG) et de RO par I’hyperglycémie.”®> L’activation de la
PKC (principalement des isoformes beta et gamma) provoque une altération de 1’expression
génétique de la cellule par activation de différentes voies de transcription.”? Son inhibition

permet d’améliorer certaines caractéristiques des complications diabétiques.”

28



Hyperglycémie chronique

v \ Y Y
Dyffc[))ncl;tion Produits avancés de Activation de la Voie du sorbitol
metabolique glycation (AGE) protéine kinase C

Stress oxydatif

T 1 f

Altérations épigénétiques, transcriptionnelles, translationnelles , métaboliques

Y
Dysfonction/Activation
endothéliale
Découplage de la Inhibition de la Production Réponse
nitric oxyde synthase prostacycline d'endothéline 1 inflammatoire
endothéliale synthase
Y

Complication diabétiques

Maladies

Neuropathie ) .
cardiovasculaires

Rétinopathie Néphropathie

Figure I-11 : Mécanismes liant I'hyperglycémie chronique a la dysfonction endothéliale et aux complications diabétiques.

La voie des produits avancés de glycation (AGE) passe par la modification structurelle de
protéines intra et extracellulaires par réactions non enzymatiques. Ces AGE modifient ainsi la
structure et la fonction cellulaire et peuvent stimuler des voies de transcription par liaison au

R-AGE produisant une activation de la transcription par le biais de NfKappaB.** L activation
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de la transcription provoque une activation endothéliale par I’expression de facteurs d’adhésion

leucocytaires.

Comme montré dans la Figure 1-11, tous ces mécanismes s’activent suite a I’hyperglycémie et
provoquent une boucle d’activation sans rétrocontrole par le biais du stress oxydant,
d’inflammation, de modifications structurelles (AGE) et de mécanismes épigénétiques. Ainsi,
malgré un contrdle sévere de la glycémie, la dysfonction endothéliale et cellulaire peut persister

par un mécanisme de mémoire glycémique. >

3. Physiopathologie de la cicatrisation chez le patient diabétique

Un patient diabétique a environ 15% de chance de présenter une ulcération avec un taux
d’incidence d’hospitalisation pour amputation de 252 pour 100 000 personnes diabétiques en

France en 2013.%°

L’altération de la cicatrisation chez le patient diabétique est représentée principalement par le
pied diabétique mais ces personnes sont également a risque majeur d’ulcérations chroniques

veineuses, artérielles et de pression (escarres). °’

La physiopathologie générale du pied diabétique est résumée dans la Figure 1-12. La pathologie
diabétique avancée provoque une altération neurovasculaire caractérisée par une atteinte du
systtme nerveux sensoriel, autonome ainsi que par une maladie artérielle thrombotique.

Plusieurs étiologies se présentent ainsi dans le cadre du pied diabétique :

*  Ulcere neuropathique
*  Ulcere ischémique

*  Ulcere mixte neuroischémique

L’ulcération neuropathique est formée par un traumatisme au niveau du pied non ressenti a
cause de latteinte sensorielle et autonome. Les ulceéres neuropathiques purs présentent
notamment une meilleure perfusion de 1’'ulcére comme montré par la température de la peau,
par la présence d’un pouls digital et par une meilleure granulation au niveau de la zone de
I'ulcere.”® Lulcére ischémique est provoqué lui par une ischémie macrovasculaire provoquée

par une vascularisation insuffisante du membre inférieur observée par une artériopathie
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oblitérante des membres inférieurs. L’ulcere neuroischémique est un ulcére multifactoriel

résultant des deux pathologies et représentant la majorité des ulceres.

Le Tableau I-1 résume le risque d’amputation en fonction du type d’ulcere comme décrit dans

la classification de 'université du Texas. Ainsi, I’infection et I’ischémie tissulaire sont des

facteurs aggravant fortement I’amputation.

99

Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3
Stade A Plaie pré/post Plaie superficielle Plaie pénétrant Plaie pénétrante
complétement 0) jusqu’au jusqu’al’os ou
epithélialisée tendon/capsule articulation
0) 0) 0)
Stade B + infection + infection + infection + infection
(12.5) (8.5) (28.6) 92)
Stade C + ischémie + ischémie + ischémie + ischémie
(25) (20) (25) (100)
Stade D + infection + + infection + + infection + + infection +
ischémie ischémie ischémie ischémie
(50) (50) (100) (100)

Tableau I-1 : Systeme de Classification des plaies diabétiques selon I’ Université du Texas (Prévalence (%) d’amputation).”®

Au niveau de la zone de I'ulceére, on retrouve de nombreuses altérations du processus de

cicatrisation.

Les kératinocytes de la berge de la plaie présentent un phénotype hyperprolifératif mais avec
une différenciation déficiente. La berge des plaies diabétiques est ainsi caractérisée par une
parakératose et une hyperkératose avec un stratum corneum immature (présence de cellules
nucléées) et €paissi, qui se manifeste cliniquement par des zones d’hyperkératose plantaire. Les
kératinocytes des berges de la plaie des patients diabétiques expriment notamment Ki67+ ainsi
qu’une réduction des facteurs de différenciation K10 et K2 et de migration cellulaires LM-
3A32.'% IlIs sont également caractérisés par une incapacité de réponse a4 ’EGF liée a une

activation du facteur de transcription oncogéne c-myc. '%?

Les fibroblastes présents au niveau du pied diabétique présentent une altération de la
prolifération, de la migration avec une augmentation de 1’apoptose et une réduction de la
sensibilité aux facteurs de croissance. ' Dans une étude récente par analyse transcriptomique

des ARN messagers et des micro ARN, on observe une altération de la prolifération, migration,
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et différenciation cellulaire avec une augmentation de I’entrée en sénescence. '** De plus la
présence de produits avancés de glycation dans la matrice extracellulaire provoque une
altération de leur propriété de signalisation sur la migration cellulaire.!°>!% On retrouve
également dans la matrice extracellulaire une augmentation de sa protéolyse par les MMP avec

107,108 L

une diminution de I’expression de TIMPs. altération de la matrice extracellulaire est

également modulée par la présence accrue de protéines glycosylées (AGE).

Au niveau inflammatoire, les plaies diabétiques sont considérées comme bloquées dans la phase
inflammatoire.”® En effet, I’environnement hyperglycémique provoque une activation
endothéliale augmentant ainsi I’inflammation au niveau de la peau. On retrouve notamment un
profil cytokinique pro-inflammatoire et un ratio M1/M2 élevé indiquant une inflammation

tissulaire méme 2 1’état basal chez un modele de lapin diabétique et chez I’homme. '®-!!!

Lors de la cicatrisation, la forte prévalence d’infection avec biofilms va aggraver la réponse
inflammatoire chronique dans le pied diabétique. De plus, la protéolyse aggravée de la matrice
extracellulaire provoque une inflammation chronique par libération de fragments protéiques

stimulant le phénotype inflammatoire des macrophages.'!”

L’angiogenese et la vasculogénese du patient diabétique est également perturbée. Ainsi, la
fonction des cellules endothéliales progénitrices est perturbée dans la pathologie diabétique. On
retrouve notamment une diminution de leur recrutement depuis la moelle osseuse, de leur
prolifération et de leur capacité de ciblage de la zone hypoxique potentialisée par la plus faible

vascularisation de la zone ulcérée. ''311°

Au niveau de I’angiogenese, la fonction des cellules endothéliales est également perturbée de
maniere similaire avec une altération de la migration a travers la matrice extracellulaire, de leur
prolifération. Ceci va étre médié par une altération chronique des autres effecteurs cellulaires
(fibroblastes, kératinocytes, macrophages) qui normalement agissent en synergie par la
libération de facteurs de croissances pro-angiogéniques ainsi que par la présence d’un
environnement extracellulaire protéolytique. Cet effet semble également spécifique a la
cicatrisation car on retrouve notamment une angiogenese dérégulée dans la rétinopathie

diabétique ou on utilise notamment des thérapies anti-VEGF.!16:117

L hyperglycémie provoque également une neuropathie. Or les neurones au niveau de la peau
agissent en synergie avec le systeéme vasculaire pour la régulation du tonus vasculaire par

rapport 2 différents stimulus dont la pression.!! On observe notamment que I’administration de
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substance P provoque une amélioration de la cicatrisation par modulation de 1’inflammation sur

des souris et lapins diabétiques.'!® D’autres neurotransmetteurs (neuropeptide Y, neurotensin)

jouent un role dans la cicatrisation et sont dérégulés dans la pathologie diabétique. !!
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4. Prise en charge actuelle

La prise en charge la plus efficace est la prévention des ulceres. Chez le patient diabétique,
celle-ci passe par un bon controle glycémique ainsi qu’un contréle quotidien des pieds pour

détecter les plaies de maniére précoce et ainsi faciliter le traitement. '

L’objectif principal du traitement est la cicatrisation rapide pour diminuer le risque d’atteinte

profonde (os et articulations) pour éviter I’amputation.

La mise en décharge de la plaie est la premiere mesure a prendre. En évitant les pressions sur
la plaie, la plaie cicatrise plus vite. Il est néanmoins nécessaire de s’assurer de la bonne
observance de ce traitement notamment pour les dispositifs mobiles d’ou I’importance des

dispositifs non amovibles et de I’éducation thérapeutique du patient. 2

La présence d’une ischémie du membre inférieur est un facteur indépendant de risque
d’amputation chez le patient diabétique. Les ulceres ischémiques sont plus rares mais dans ces
cas-la, le traitement standard est la revascularisation. Elle passe principalement par des
techniques chirurgicales ou de radiologie interventionnelle mais des méthodes
pharmacologiques sont également utilisées. '?! Ainsi en cas de contre-indication des méthodes
chirurgicales, des vasodilatateurs comme [I’iloprost sont adaptés en alternative a la
revascularisation mais les preuves d’efficacité sont faibles et ils sont associés a des effets

indésirables importants, 22124

Le traitement local est une prise en charge classique de plaies chroniques. Les tissus nécrosés
sont débridés et un pansement adapté au type de plaie est appliqué. Dans le cadre du pied
diabétique, une bonne hydratation de la plaie est nécessaire. Un traitement antibiotique est
souvent mis en place a cause de la forte prévalence d’infections chez le patient diabétique. Elle
doit également Etre réadaptée en fonction des résultats des prélevements bactériens au niveau

de la plaie. '

La cicatrisation doit étre évaluée régulicrement. Ainsi un ulcere pris en charge n’ayant pas une
amélioration de la cicatrisation dans 4 semaines aura peu de chance de cicatriser. Des thérapies
adjuvantes sont applicables dans les cas de non cicatrisation. '2%!?7 Elles font intervenir des
méthodes physiques telles que I’oxygénothérapie hyperbare pour améliorer I’oxygénation de la

plaie, I'utilisation de pansements a pression négative pour I’évacuation des exsudats, et des
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modalités pharmacologiques comme la bécaplermine (retrait de marché en Europe, 2012) ou

comme I’iloprost. 12*

5. Recherche préclinique et clinique actuelle

A cause de son importance, le diabete et ses complications suscitent un effort de recherche
important pour son traitement curatif des complications mais également du diabete en lui-

méme.

La recherche clinique des approches curatives du pied diabétique passe principalement par le

traitement local que 1’on peut classifier de maniere simple en 3 groupes :

* Substituts de peau/substituts dermiques
* Thérapie cellulaire (cellules souches)

* Traitements pharmacologiques et Facteurs de croissances.

Les substituts de peau et dermiques visent a remplir la plaie d’une matrice extracellulaire
exogene permettant la protection de la plaie et la migration cellulaire a I’intérieur de celle-ci.
Plusieurs substituts sont commercialisés comme Apligraft®, Dermagraft®, et Omnigraft®. Ils
sont de deux types : cellulaires ou acellulaires en fonction de la présence de cellules humaines
dans leur composition. Malgré leur efficacité importante, ils imposent un cofit de traitement

important par la présence de cellules humaines dans les matrices cellulaires 25130

Les facteurs de croissance ont déja été utilisés pour le traitement des ulcérations diabétiques
comme la bécaplermine mais leur colit de formulation important (protéines recombinantes) et
leur possible toxicité (cancer) ont limité leur utilisation et ont induit un retrait du marché en

France.!31132 1.

utilisation de facteurs de croissance en combinaison avec des protéines de la
matrice extracellulaire permet d’améliorer leur efficacité grace a la capacité de séquestration et
de relargage de la matrice extracellulaire. '** On retrouve également 1'utilisation de

nanoparticules pour la délivrance contrdlée de facteurs de croissance.!'>*

Différentes modalités pharmacologiques autres que les facteurs de croissance ont été
développées. Plusieurs équipes s’intéressent a la délivrance locale de NO pour 1I’amélioration
de 1a fonction endothéliale et du statut infectieux.'>>"'37 On retrouve également des traitements

par analogues de 1’angiotensine '*® ou d’inhibiteurs de la connexine 43. '¥
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Notre équipe se spécialise dans la délivrance de molécules vasodilatatrices pour le traitement
des ulcérations cutanées.'® Ainsi nous avons préalablement montré 1efficacité de
I’iontophorese de treprostinil, un vasodilatateur, pour la cicatrisation d’ulcérations cutanées sur

un modéle murin diabétique. '#!
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C. Pharmacologie des vasodilatateurs

1. Traitements vasodilatateurs et cicatrisation

L’ altération endothéliale dans le diabete provoque une diminution du potentiel de cicatrisation
des plaies par la diminution de I’apport d’oxygene, de nutriments et de cellules immunitaires
au niveau de la plaie. Une amélioration de cette fonction permettrait d’améliorer la cicatrisation
des plaies diabétiques. Ainsi les traitements vasodilatateurs permettraient 1’amélioration de la

cicatrisation par une stimulation de la fonction physiologique de I’endothélium.
Nous explorerons les 3 voies principales de la vasodilatation décrites dans la Figure 1-13 :

- Lavoie de la prostacycline
- Lavoie du NO et de la guanylate cyclase

- La voie de I’endothéline

Pour chaque voie, nous explorerons le fonctionnement physiologique, les dysfonctions des
voies associées au diabete, et les différents mécanismes par lesquels une activation de ces voies

de signalisation améliore la cicatrisation.
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2. Voie des prostanoides et de la prostacycline

La prostacycline fait partie des prostanoides, une classe de médiateurs lipidiques endogenes
produits dans la cellule endothéliale a partir de 1’acide arachidonique. En Octobre 1982,
I'Assemblée Nobel de 1'Institut Karolinska a décerné le prix Nobel de physiologie et de
médecine conjointement a Sune K. Bergstrom, Bengt I. Samuelsson et John R. Vane pour leurs
découvertes concernant les «prostaglandines et substances biologiquement actives

apparentées».'4?

L’acide arachidonique est libéré des membranes cellulaires ou nucléaires sous 1’action de la
phospholipase A> (PLA>). Les porstanoides sont formés par les prostaglandines G / H synthases
(PTGS) qui convertissent 1’acide arachidonique en prostaglandine H2 (PGH2) selon un
processus en deux étapes combinant activité cyclooxygénase et activité peroxydase. PTGS1
(autrement connu sous le nom de COX-1) est exprimé constitutivement dans la plupart des
cellules, tandis que PTGS2 (COX-2) est exprimé dans un contexte de stress oxydatif ou lors de
la libération de cytokines. La prostaglandine H2 va pouvoir former les différents prostanoides
dont les prostaglandines apres biotransformation par différentes enzymes comme montré sur la
Figure 1-14. #4145 En plus de la prostacycline (PGlz), la voie produit une abondance de
médiateurs lipidiques comme le Thromboxane A2 (TXA»), la prostaglandine E2, D2, et F2alpha
(PGE, PGD; ,et PGF», respectivement).
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Les récepteurs aux prostanoides sont des récepteurs aux protéines G (RCPG) ubiquitaires. Ils
agissent par le recrutement de protéines kinases intracellulaires pour produire différents effets
cellulaires.!#6 Une des actions des prostanoides est la régulation du tonus vasculaire avec une
action dépendante du type de récepteur stimulée. Leur action au niveau de la vasculature

(endothélium et cellules musculaires lisses) est résumée dans la Figure I-15.

L’action vasodilatatrice principale de la prostacycline est médiée par le récepteur IP. La
stimulation de ce récepteur va provoquer une augmentation de la concentration intracellulaire
en AMPc stimulant ainsi I’action de la protéine kinase A (PKA). Celle-ci va provoquer une
relaxation des cellules musculaires lisses par I’inhibition de la MLCK (kinase chaine 1égere de
la myosine) par phosphorylation. La PGI. est la principale prostacycline vasodilatrice présente
au niveau endothélial. Son action est opposée au TXA», un prostanoide vasoconstricteur
agissant par I’intermédiaire des récepteurs TP. La stimulation des récepteurs TP provoque une

inhibition de I’adénylate cyclase aboutissant  une vasoconstriction de I’endothélium. '*’

En addition aux récepteurs IP et TP, on retrouve également plusieurs isoformes du récepteur a
la prostaglandine E2 (PGEz) ayant des activités différentes sur le tonus vasculaire. Ainsi les
récepteurs EP1 et EP3 sont vasoconstricteurs alors que les récepteurs EP2 et EP4 sont

vasodilatateurs.
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En plus de I’effet vasculaire, les prostanoides sont impliqués dans les mécanismes d’agrégation
plaquettaire. Les plaquettes expriment ainsi les récepteurs IP, TP, DP1, EP3, et EP4. '¥ La
signalisation est similaire a celle prenant place au niveau de la cellule musculaire lisse. Les
récepteurs associés a une augmentation de I’AMPc provoquent une diminution de 1’agrégation
plaquettaire (IP, EP4, et DP1) alors que ceux associés a une diminution de I’AMPc ou une

augmentation de la concentration en calcium provoquent une agrégation plaquettaire (TP, EP3).

L’action des analogues de la prostacycline fait aussi intervenir une modulation de I’expression
génétique par l’'intermédiaire des récepteurs nucléaires PPAR B et & sur les cellules
endothéliales et musculaires lisses.'*® Le transporteur des prostanoides (PGT) est impliqué dans

la recapture de certaines prostanoides depuis 1’environnement cellulaire. !>!

Les prostanoides posseédent une multitude d’effets physiologiques que nous présenterons par
rapport a la cicatrisation. Il est néanmoins difficile de séparer 1’effet des différents récepteurs
des prostanoides. En effet, jusqu’a récemment, il n’existait pas d’agonistes et d’antagonistes

suffisamment spécifiques d’un type de récepteur.'46
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a) Signalisation des prostanoides en conditions pathologiques

En conditions pathologiques, plusieurs altérations de la signalisation des prostanoides ont été
décrites. Le transporteur des prostanoides (PGT) est surexprimé dans le diabete entrainant ainsi

une diminution des niveaux de PGE; extracellulaires et une altération de I’angiogénése. !>

On retrouve également une surexpression de COX-2 chez la souris diabétique (modele
génétique ob/ob) , une diminution des niveaux de PGE2/PGD?2 ainsi qu'une surexpression de

la COX-2.!%3

En conditions oxydatives, on observe la production d’isoprostanes issus de la peroxydation

154

lipidique de I’acide arachidonique.’>* Ils sont capables d’activer les récepteurs TP impliqués

dans la vasoconstriction et la dysfonction endothéliale.!>>!%6

Un régime riche en gras sur des rats démontre une augmentation de la synthese endothéliale de
PGE,, de PGF2q, et une diminution du ratio PGIo/TXA», ces altérations étant corrigées par un
traitement par metformine.”””!>® En plus de 1’altération de cette balance, on retrouve des
altérations de la signalisation PGL-IP en conditions pathologiques. Ainsi la PGl peut activer

de maniére paradoxale le récepteur TP et ainsi promouvoir une dysfonction endothéliale.!>%160

Dans la pathologie diabétique, on retrouve une diminution de 1’expression de la prostacycline

synthase faisant intervenir un clivage protéique. '*1-163

b) Pharmacologie de la prostacycline

Au niveau thérapeutique, nous nous intéresserons principalement aux analogues de la
prostacycline pour leur efficacité en termes de vasodilatation et leur efficacité clinique dans le
traitement des ulcéres digitaux du patient sclérodermique. % Il existe également des inhibiteurs
de la voie de la TXA» mais leur efficacité clinique est limitée et ils n’ont pas démontré

d’efficacité dans des modeles de cicatrisation.'®
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1P EP1 EP2 EP3 EP4 DP1
Prostacycline/Epoprostenol ++++ ++ ND ++++ 0 ND
Beraprost +++ 0 0 ++ 0 0
Tloprost ++++ ++++ ++++ ++ ++ +
Treprostinil +++ ++ ++++ + + ++++
Selexipag ++ 0 0 0 0 0
ACT-333679 ++++ 0 0 0 0 +

Tableau I-2 : Affinité relative de la prostacycline et de ses analogues aux récepteurs aux prostaglandines '#

En clinique, la faible durée de vie (2 minutes a 37°C) de la prostacycline limite son utilisation
a une perfusion intraveineuse continue (FLOLAN ®, VELETRI ®) dans le cadre d’un
traitement a vie chez les patients HTAP. Le développement d’analogues stables de la
prostacycline a permis de développer des analogues a durée de vie augmentée comme 1’iloprost,
le Treprostinil, le cicaprost, et le beraprost. Comme montré dans le Tableau I-2, ces molécules
présentent toutes comme la PG> une affinité variable sur les différents récepteurs aux
prostanoides. Le besoin de spécificité par rapport au récepteur a la prostacycline (IP) et de
médicaments administrables par voie orale a donc conduit au développement d’agonistes IP
non analogues de PGI2 comme le selexipag et son métabolite actif, le MRE 269. Celui-ci se

comporte en plus comme un agoniste biaisé du récepteur IP avec un faible recrutement de la

béta arrestine réduisant ainsi la désensibilisation du récepteur IP. '

En clinique, I’administration de 1’iloprost est le traitement de référence pour le traitement des
ulcéres digitaux dans le cadre de la sclérodermie systémique.'®* Dans I artériopathie oblitérante
des membres inférieurs, 1’iloprost a un effet bénéfique sur la cicatrisation sans effet sur le risque
d’amputation & 6 mois.!** De plus son utilisation est liée & un risque non négligeable d’effets
secondaires systémique li€ a I’effet vasodilatateur (Hypotension, flush, céphalées, Risque relatif
de 2.11 IC95% [1.79-2.50] contre placebo). L’utilisation du beraprost par voie orale semble

également améliorer la cicatrisation, mais les études disponibles sont limitées. ¢

En préclinique, notre laboratoire a montré une amélioration de la cicatrisation d’ulceres sur des
modeles murin diabétiques et sclérodermiques lors d’'une administration locale de treprostinil

par iontophorese!“*!#!, Cette voie d’administration est également en cours d’évaluation chez
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I’homme par I'intermédiaire de deux essais cliniques chez les patients diabétiques et

sclérodermiques (NCT03654989 et NCT03120533 respectivement). 168-170

Une équipe japonaise a démontré 1’amélioration de la cicatrisation d’ulcere excisionnel sur un
modele murin de diabete lors de 1’administration topique de SM-10902, un analogue de la
prostacycline. 71172 Sur un modeéle murin de plaie diabétique, 1’administration topique de cet
analogue a permis une réduction du temps de cicatrisation avec une promotion de la phase de

prolifération par augmentation de 1’angiogenese et de la réépithélialisation.

L’inhibition du transporteur des prostaglandines permet I’amélioration de la cicatrisation sur un
modele de souris diabétiques par augmentation du flux sanguin autour de la plaie par

amélioration de I’angiogenese. 7173

3. Voie du monoxyde d’azote (NO).

Le monoxyde d’azote (NO) est un radical libre médiateur cellulaire gazeux impliqué dans la
vasodilatation, mais également en tant que neurotransmetteur. Il est produit par les « nitric oxide
synthases » (NOS) comportant plusieurs isoformes. Les isoformes nNOS et eNOS sont
présentes de maniere constitutive et étaient initialement décrites comme responsables de la
production de NO au niveau du systeme nerveux et de I’endothélium respectivement. Cela s’est
révélé tres simplificateur, ces isoformes ayant été décrites ultérieurement dans d’autres types
cellulaires.!” La forme iNOS est la forme inductible de I’enzyme. Elle est responsable d’une

forte production de NO lors d’une inflammation.

La eNOS va permettre I’oxydation de la L-arginine par 1’oxygene en utilisant une cascade
d’électrons provenant du NADPH produisant ainsi du NO.’> Celui-ci va traverser la membrane
cellulaire et va stimuler la production de guanosine monophosphate cyclique (GPMc) par la
guanylate cyclase soluble (GCs) dans la cellule musculaire lisse. La GCs fixe le NO

principalement par I’intermédiaire d’un cycle hémique sur la sous-unité Betal.!”

L’augmentation de la concentration cellulaire en GMPc va provoquer une vasodilatation par
déphosphorylation de la chaine légere de la myosine. La régulation de la concentration
cellulaire de GMPc est médiée par la phosphodiestérase 5 qui permet une balance du tonus
vasculaire par dégradation du GMPc en guanosine monophosphate (GMP). Le NO peut aussi

agir de maniére indépendante au GMPc. 7717
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La voie du NO-GMPc est associée a une multitude d’effets pouvant améliorer la cicatrisation.
Au niveau de la plaie, on retrouve deux producteurs de NO : la cellule endothéliale par
I’intermédiaire d’eNOS et les cellules inflammatoires par I’intermédiaire d’iNOS. L’isoforme
inductible est responsable d’une forte production de NO (nM-uM) durant les premiers jours de
la cicatrisation alors que 1’isoforme endothéliale est responsable d’une production plus faible
(pM-nM). Ces deux isoformes sont indispensables a la cicatrisation normale. On retrouve en
effet une dysfonction de la réépithélialisation dans le cadre de souris KO pour la eNOS ou la

iNOS ainsi que des souris inhibées pharmacologiquement pour la iNOS. %

Le NO joue un réle majeur dans la réponse antibactérienne. En effet le NO possede des actions
antibactériennes a spectre large par son action directe oxydante. Le NO est ainsi capable d’une

action bactériostatique et bactéricide et posséde la capacité d’éliminer des biofilms. '8!

Au niveau inflammatoire, le NO va avoir des actions multiples sur un panel de processus
inflammatoires, de I’induction a sa résolution, son effet étant lié au mode de production (eNOS
vs iNOS) et au type cellulaire producteur.'®? Ainsi la production de NO par les neutrophiles est
associée a une réponse importante qui est liée a la destruction des microorganismes. Au
contraire, la réponse iNOS au niveau des macrophages semble étre pro-inflammatoire
lorsqu’elle est faible et anti-inflammatoire lorsqu’elle est élevée.'®? Cette réponse anti-
inflammatoire passe par une amélioration de 1’apoptose des effecteurs pro-inflammatoires liés

aux concentration élevées en NQ, 83184

L’augmentation de la concentration de GMPc présente aussi des effets antifibrotiques, et

antiprolifératifs.'818¢

Comme montré dans la partie précédente, cette voie est dérégulée dans la pathologie diabétique.
La surproduction de ROS provoque un découplage de la eNOS aggravant également la
production d’espéces réactives.!®” Cette production de ROS touche également la GCs par
oxydation du cycle hémique entrainant son inactivation et sa dégradation. Ainsi, en conditions
diabétiques, on retrouve une NO altérée démontrée par une diminution des métabolites

associés. 88189
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Figure I-16 Stratégies d'augmentation de la signalisation NO-GMPc 1%°

Ainsi les thérapeutiques permettant d’améliorer la voie du NO sont nombreuses comme montré
dans la Figure I-16. Nous détaillerons seulement quelques pistes pharmacologiques de cette

voie :
* Stimulation de la eNOS /Apport exogene de NO

* Stimulation / Activation de la guanylate cyclase soluble

* Inhibition de la dégradation du GMPc

a) Augmentation de la production de NO: Stimulation de la eNOS ou apport exogene de
NO

On retrouve ainsi différentes stratégies pour la stimulation de la voie du NO en fonction de
I’état de 1a eNOS.!! Ainsi I’apport de L-arginine, le substrat ou de L-citrulline, nécessite que
les NO synthases soient fonctionnelles ce qui n’est pas forcément le cas dans le cadre

diabétique.

L’ apport systémique d’arginine par 1’alimentation montre une amélioration de la cicatrisation
sur un modele de rat diabétique '*° mais on ne retrouve pas d’amélioration chez 1’homme dans
un essai clinique sur 270 patients diabétiques, 1’effet positif étant suggéré dans une analyse de

sous-groupe chez des patients ayant une mauvaise perfusion du membre inférieur.!”?> La
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délivrance locale d’arginine via une formulation simple ou des pansements a également montré

une certaine efficacité en préclinique dans le traitement de plaie diabétique.!*>!1%*

L’apport direct de NO peut passer par I’administration de gaz directement au niveau de la plaie
195-197 oy par la génération de NO in situ i partir de nitrites acidifiés ou de matériaux libérant
de maniere controlée du NO. '8 L’apport exogeéne de NO est intéressant mais elle peut étre

impactée par un mécanisme dit de tolérance aux nitrates.'**2%

Deux essais cliniques ont été réalis€s dans le cadre de 1’administration de NO par
I’intermédiaire de patch générateurs : les essais PATHON et ProNOx1."*>137 ’essai PATHON
s’est terminé en 2012 mais aucun résultat n’a été publié (NCT00428727). L’essai ProNOx1
montre une amélioration significative de la cicatrisation a 12 semaines en comparaison avec un

traitement standard de plaies chroniques.
b) Les stimulateurs et activateurs de la guanylate cyclase soluble

Au lieu de stimuler la production de NO, il est également possible de stimuler directement la
guanylase cyclase soluble. En effet, on retrouve deux classes thérapeutiques distinctes qui
permettent de produire du GMPc en 1’absence de NO : les stimulateurs?! et les activateurs?’?
de la guanylate cyclase soluble. Ainsi comme montré dans la Figure I-17, les stimulateurs de la
guanylate cyclase solubles agissent sous la forme physiologique non oxydée de I’enzyme alors
que les activateurs de la GCs sont actifs sous la forme inactive oxydée de I’enzyme entrainant
une vasodilatation héme indépendant. De plus, ils permettent également de protéger I’enzyme
de 1a dégradation protéique provoquée lors de la perte du noyau hémique par oxydation.” Les
activateurs représentent donc une perspective intéressante de thérapeutiques car la forme

oxydée est plus présente dans des conditions pathologiques oxydatives comme le diabéte.2%*
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Aucun stimulateur ou activateur n’a été testé dans le cadre des ulcérations diabétiques. Un essai
clinique a été terminé sur le traitement des ulcérations digitales des patients sclérodermique
(RESCUE, NCT02915835), les résultats n’étant pas encore disponibles. Sur le plan préclinique,
le riociguat a démontré une amélioration de la cicatrisation sur le modele sclérodermique murin
Tsk”* (mutation du géne codant pour la fibriline).2°62°7 Des expériences préliminaires chez le
modele sclérodermique murin uUPAR” (mutation du géne codant pour le récepteur a
I’urokinase) dans notre laboratoire ont également montré une amélioration de la cicatrisation
lors de 1’administration d’un activateur de la guanylate cyclase, le cinaciguat, par
iontophorese.'*® L’utilisation chronique d’ataciguat, un activateur, améliore la fonction

endothéliale et ’activation plaquettaire sur un modele de rats diabétiques.%%-210
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c) Les inhibiteurs de PDES

La phosphodiestérase 5 (PDE 5) est ’enzyme qui permet la dégradation du GMPc en GMP et
module ainsi la réponse de la voie du NO-GMPc. On retrouve une augmentation de 1’expression
de PDES chez des modeles de souris diabétiques diminuant ainsi la concentration cellulaire et

les effets du GMPc.2!!212

En clinique, les inhibiteurs de PDE 5 (sildénafil, tadalafil) sont utilisés dans les ulceres digitaux
associés a la pathologie sclérodermique mais aucun essai a évalué I’efficacité dans la pathologie
diabétique.?"® Le sildénafil semble pouvoir améliorer la cicatrisation cutanée par son action !4
méme si certaines études précliniques réalisées sur des plaies ischémiques montrent une

diminution de la cicatrisation.?!>10

4. Voie de I’endothéline (ET-1)

Les endothélines sont une classe de médiateurs peptidiques : endothélines 1,2, et 3 (ET-X).
Elles agissent par I’intermédiaire de quatre RCPG nommé ETa et ETg. ET-1 et ET-2 agissant
de maniere préférentielle sur les récepteurs ETa a I’opposé de ET-3 qui possede une affinité
relative supérieure pour ETg par rapport 2 ETa.2!” ET-1 est un vasoconstricteur important du
systéme vasculaireet est produite par la cellule endothéliale et va jouer un réle dans le maintien
du tonus vasculaire comme montré sur la Figure 1-18.218217 Le récepteur ETA est présent au
niveau de la cellule musculaire lisse et provoque une vasoconstriction par activation de la voie
de I’inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3). Le récepteur ETg est présent a la fois au niveau de la
cellule musculaire lisse, mais également au niveau de 1’endothélium. A cause des différences
d’affinités, le récepteur ETp est impliqué au niveau vasculaire dans un mécanisme de

rétrocontrole par la libération de NO vasodilatateur.

L’endothéline a aussi un effet profibrotique par stimulation de la production de matrice
extracellulaire et par la stimulation de la différentiation de différents types cellulaires en

myofibroblastes. 219

Comme les autres voies de la vasodilatation, on retrouve une altération de cette voie dans le
cadre du diabete avec des niveaux plasmatiques d’endothéline élevés liés a la pathologie
oxydative.?2%221 On retrouve notamment une augmentation de la synthése d’IL-6 et de MCP-1

provoquant une prolongation de la phase inflammatoire. 22>
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Figure I-18 : Physiologie de l'endothéline au niveau de l'endothélium *'7

Le ciblage pharmacologique de la voie de 1I’endothéline passe principalement par 1’utilisation
des antagonistes des récepteurs aux endothelines (ARE). Parmi les autres modulateurs non
commercialisés, on trouve 1’utilisation d’inhibiteurs de la synthese de I’endothéline 223 ou la

séquestration plasmatique de 1’endotheline-1 par des protéines de fusion. >+2%

Les ARE sont classifiés en antagonistes mixtes ou en antagonistes sélectifs. La sélectivité est
déterminée par calcul du ratio de sélectivité ETA/ETg qui est en général supérieur a 100 pour
les principes actifs sélectifs. Ainsi, en clinique, parmi les 3 principes actifs avec une autorisation
de mise sur le marché, on retrouve le bosentan, I’ambisentran, et le macitentan avec un ratio

ETA/ETs de 20, 150, et 190 respectivement. Au niveau clinique, on ne retrouve aucun
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traitement faisant usage d’ARE dans D’atteinte diabétique, mais ils sont utilisés dans la

prévention des ulcéres chez le patient sclérodermique. 226164227

Au niveau préclinique, les souris KO pour la synthese d’endothéline-1 endothéliale présentent

une amélioration de la cicatrisation cutanée. 23
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D. Délivrance cutanée de médicaments : principes généraux et intéréts des

nanoparticules lipidiques

Nous avons montré que les traitements vasodilatateurs pouvaient améliorer les phénomenes de
cicatrisations cutanés par amélioration du flux sanguin local, mais également par régulation des

différents processus altérés chez le patient diabétique.

Les voies systémiques (orale, sous-cutanée, nasale, inhalée ou intraveineuse) ne sont pas les
méthodes de délivrance les plus adaptées. En effet, I’altération de la perfusion au niveau de la
zone de la plaie provoque également une diminution de la concentration effective en principe
actif au méme niveau. Une augmentation de la dose administrée n’est pas un bon moyen
d’amélioration de I’efficacité locale car elle provoque une augmentation des effets indésirables

systémiques comme 1’hypotension systémique.>*

La piste locale est donc une piste intéressante dans le traitement des ulceres chroniques car elle
permet d’augmenter la concentration locale en principe actif tout en diminuant les effets
systémiques secondaires. Dans cette partie, nous réaliserons en premier temps une présentation
générale des différentes méthodes utilisables pour 1’administration locale sur ulceére. Dans un
second temps, nous présenterons une revue de la littérature sur les nanoparticules lipidiques et
leur utilisation dans le traitement des maladies dermiques. Dans un dernier temps, nous

présenterons les nanoparticules lipidiques évaluées dans le cadre de ce travail, les Lipidots.
1. Méthodes d’administration cutanée

Le stratum corneum est la barriere principale a la pénétration de principe actif dans la peau. Il
existe plusieurs méthodes qui permettent d’améliorer la délivrance cutanée de principe actif que

I’on peut résumer en deux catégories : les méthodes actives et les méthodes passives.

Les méthodes passives passent par I’amélioration de la forme galénique ou du principe actif
alors que les méthodes actives permettent de forcer le passage du stratum corneum par

I’utilisation de dispositifs permettant le contournement ou la perturbation du stratum corneum.
a) Méthodes passives

Les méthodes passives reposent sur des modifications apportées au principe actif ou a sa
formulation. Elles passent par une amélioration de I’activité thermodynamique du principe actif

et/ou par Iutilisation d’agents de pénétrations chimiques.>*
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Le passage a travers le stratum corneum est médié€ par des mécanismes de diffusion passive : le
principe actif passe d’une zone avec une forte concentration vers une zone de plus faible

concentration. Le flux a I’état d’équilibre peut tre résumé par ci-dessous :

ADKC,
Jss = T

Equation I-1 : Loi de Fick pour la diffusion passive a l'état d’équilibre avec A : surface de contact/ D : coefficient de
diffusion dans le stratum corneum / K : coefficient de partition véhicule/stratum corneum / Cy Concentration du véhicule / h
distance de diffusion dans le stratum corneum.

Les stratégies d’augmentation de la diffusion passive passent par un une modification de la
concentration (systemes hypersaturés), par une modification du coefficient de partition et de
diffusion (agents de pénétration) et par une modification de la distance de diffusion (méthode

active).

La modification de la concentration est limitée par la solubilité dans la formulation. Il est ainsi
normalement impossible de dépasser une concentration et donc un flux maximal. Les systeémes
hypersaturés présentent une concentration en principe actif supérieur a la limite de solubilité
réalisée par un mélange de solvant/cosolvant ou in situ par évaporation du solvant (ethanol).’!
Ces systemes permettent alors 1’augmentation du flux cutané, mais implique une plus faible

stabilité avec risque de cristallisation.?*?

Les agents de pénétration chimiques agissent par une perturbation de 1’organisation lipidique
du stratum corneum.?* La perturbation de 1’organisation lipidique passe différents mécanismes
en fonction du type d’agents. Ils peuvent fluidifier la matrice lipidique, augmenter la solubilité
de la matrice lipidique pour le principe actif, ou encore extraire les lipides de la matrice
augmentant ainsi le flux de principe actif au niveau du stratum corneum.?? Les agents de

pénétration les plus connus étant 1’éthanol, le propylene glycol, et 1’acide oléique.

D’autres stratégies passent par la complexation ionique comme pour la forme topique du
diclofénac qui est complexé avec un groupement diethylamine ou par la formation de mélanges
eutétiques par le mélange de composés permettant la diminution du point de fusion et donc

I’augmentation de la perméabilité cutanée comme pour la créme lidocaine/prilocaine.?*23
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b) Méthodes actives

Les méthodes de délivrance actives forcent le passage du principe actif par des méthodes
physiques notamment électriques 4 1’opposé des méthodes passives.?*® Les méthodes

principales sont résumées dans le Tableau I-3.

Méthode Principe
Injection directe/Microaiguille Shunt du stratum corneum
/Electroporation
Tape Stripping/Dermabrasion Ablation partielle ou complete du

stratum corneum

Tontophorese Passage dermique a 1’aide d’un
courant électrique qui propulse le
principe dans la peau

Tableau I-3 : Méthodes actives de délivrance cutanée

Les méthodes de type injection directe et micro-aiguilles visent a shunter le stratum corneum
pour délivrer le médicament directement au niveau de 1’épiderme et du derme. 2*7 Les
micro-aiguilles sont particulierement intéressantes pour les applications vaccinales par la

facilitation de 1’administration et I’augmentation de I’efficacité.??%2%

Les méthodes de tape stripping et de dermabrasion réduisent la taille du stratum corneum et

donc la distance que doit parcourir le principe actif avant d’atteindre 1’épiderme viable.

L’iontophorése passe par le passage d’un courant électrique.’*® Par contrdle du courant
électrique ? il est notamment possible de controler la quantité de principes actifs, car celle-ci
est reliée directement 2 la quantité de charge appliquée. >*! L’électroporation est similaire &
I’iontophorese par 1’utilisation d’un courant électrique mais le champ électrique appliqué étant

plus important, on retrouve une perturbation importante du stratum corneum. >*?

2. Administrations sur ulceres

Les principes énoncés dans la partie précédente sont applicables uniquement lorsque le stratum
corneum est intact. Or, lors de I’ulcération, on retrouve une destruction de la barriere cutanée
avec une forte hétérogénéité clinique. >** On retrouve des ulcéres plus ou moins profonds, ayant
une vascularisation plus ou moins existante, un tissu nécrotique ou de fibrine en fonction du
patient. Cette forte diversité va modifier la délivrance de principe actif au niveau de la plaie.

Par exemple, nous avons montré une différence sur le passage systémique du Treprostinil lors
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de I’administration par iontophorese du Treprostinil sur deux modeles d’ulceres comme montré
dans la Figure I-19. 'Y On retrouve un passage systémique plus important lors de
I’administration directe le jour de I’ulcere par rapport a I’administration sur peau saine lors de
I’administration sur modele excisionnel contre un modele d’ulcere de pression dans lequel il

existe un tissu fibrino-nécrotique.

El Pharmacokinetic of treprostinil - EW model Pharmacokinetic of treprostinil - PU model
b * %
2 E
g ; e
Z =T
: s : EE
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2. g .
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2 2
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Figure I-19 : Pharmacocinétique du Treprostinil sur peau saine, peau ulcérée et peau cicatrisée sur des ulceres excisionnel
(A) et de pression (PU). * p=0.006

La délivrance intra ulceére doit donc faire 1’objet d’une délivrance contrdlée afin de limiter le

passage systémique du principe actif tout en permettant la délivrance locale suffisante.

Pour I’administration sur ulcere, les méthodes utilisées sont plus classiquement 1’utilisation de
gels associés a des pansements directement au niveau de la plaie. Il existe également des cas

d’application directe par injection dans les berges de la plaie. 2**
3. Nanoparticules lipidiques dans le traitement des affections cutanées

Cette revue est une revue de la littérature concernant les nanoparticules lipidiques pour le
traitement de maladies cutanées. La premicre partie de cette revue explore la peau et les
mécanismes de pénétration cutanée. Dans une deuxieme partie, nous établissons une
classification des différents types de nanoparticules, et nous évaluons les nanoparticules
lipidiques et leur intérét dans la délivrance cutanée. Dans une derniere partie, nous étudions la
littérature préclinique in vivo sur le traitement des maladies cutanées a I’aide de nanoparticules

lipidiques.

Elle est en cours de publication dans le journal Fundamental & Clinical Pharmacology.
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1. Introduction

The skin acts as the main penetration barrier to protect the human body against toxic agents and
microorganisms, and therefore as a barrier for topical drug delivery. However, despite its barrier
function, the skin is an attractive route for local drug delivery in order to enhance drug
concentration in the skin together with a reduction in the systemic side effects compared to
parenteral or oral drug routes targeting the skin. On another hand, skin topical delivery also
raised interest for systemic delivery to overcome the first pass hepatic metabolism. Drugs
formulations are established specifically for transdermal delivery and frequently comprise
penetration enhancers used to overcome low drug update rates. Many researchers are
developing micro- and nanoparticulate systems to enhance cutaneous absorption, with an
increasing activity in this nano field over the last 10 years. The strict definition of nanoparticles
is of particles with one of their external dimensions comprised between 1 nm and 100 nm. [1]
The FDA considers that a product involves the application of nanotechnology in the latter case,
or if a product exhibits properties attributable to its dimensions even if these dimensions fall
outside the nanoscale range, up to 1um. [2] Researchers use many different substrates including
inorganic and organic materials (polymers and lipids) to prepare nanoparticles. The field of
lipid-based nanoparticles appears to be advantageous in skin delivery due to their inherent

biocompatibility with the skin. We will therefore focus on this field for this review.

In this review, we will summarize the general mechanisms of diffusion of drugs through the
skin. Secondly, we will present the main categories of nanoparticles with a focus on lipid
nanoparticles and their effect on skin delivery. Lastly, we will review available data assessing

lipid nanoparticles for skin diseases with a focus on in-vivo evidence.

2. Skin as a target for drug delivery

2.1. Skin as a complex barrier for drug diffusion

Skin is composed of three layers, which are from the surface to the depth the epidermis, the

dermis, and the hypodermis also named subcutaneous tissue (Figure 1).
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The epidermis is the most apical tissue and is composed different layers of keratinocytes which
differentiate while migrating towards the apical layer. The epidermis is avascular and metabolic
exchanges provide from the interface with the underlying dermis. The tissue is in constant
renewal state with cells migration from basal to outermost layers. In the innermost stratum
basale, keratinocytes are produced from local stem cells and then migrate towards the outermost
stratum corneum. Across the intermediary layers (stratum spinosum, granulosum, and
lucidum), keratinocytes differentiate, present morphological changes, and produce lamellar
bodies which ultimately form the extracellular matrix of the stratum corneum. In this superficial
layer, keratinocytes lose their nucleus and becomes corneocytes with an intracellular matrix of
keratin and a cross-linked cornified envelope. Corneocytes are linked together thought
corneodesmosmes [3] with the extracellular matrix of lipids forming stacked lipid bilayers in a
crystalline-fluid-crystalline pattern. This structure is responsible for the protection of the skin
to the loss of water from the organism and the penetration of external substances (living, toxins

or applied drugs).[4]

A basement membrane links the stratum basale to the dermis. The dermis is a 2 mm to 5 mm
thick connective tissue, mostly acellular, composed of a collagen, and proteo- and glyco-
aminoglycan matrix secreted by tissue fibroblasts. A dense network of arterioles, capillaries
and venules structured in two parallel plexuses irrigate the dermis while the epidermis is
avascular. This microvascular network enables metabolic exchange with the epidermis and
clears administered drugs from the skin to the systemic circulation. This dense vascular network
plays a major role in body thermoregulation.[5] The epidermis and the dermis also possess

some metabolic activity on xenobiotics.[6]

The hypodermis also named subcutaneous tissue is the deepest skin layer mostly composed of
adipocytes interconnected through collagen and elastic fibers. The hypodermis plays three main
functions: energetic storage, structural support and thermal modulation. The hypodermis has

limited impact on processes implied in drug delivery.

2.2. Diffusion of Drugs through the Skin

The stratum corneum is the main barrier for skin penetration for most of topically applied
substances. Drugs can diffuse across the stratum corneum through intercellular, intracellular

and transappendeal pathways (see figure 1).
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The intracellular pathway requires repeated partitioning between the extracellular lipidic and
the intracellular hydrophilic matrix as well as diffusion through the cornified layer of
corneocytes. Consequently, the contribution of this pathway is weak despite the large surface

area represented by corneocytes.

The intercellular pathway is the main pathway for drug penetration through the stratum
corneum. The drug needs initially to be released from the formulation and distributed to the
lipidic extracellular matrix of the stratum corneum, drug lipophilicity increasing this passive
diffusion. On the opposite hydrophilic drugs (logP<1) will diffuse in the polar heads region of
the amphiphilic lipids. In contrast, hydrophilic drugs will diffuse more easily in the viable

epidermis due to its higher hydration compared to the stratum corneum. [7]

Hair follicles and sweat glands act as shortcuts for drug penetration within the skin. These
transappendeal pathways are a significant route for drug penetration especially in case of
nanoparticles or massage application of topical formulations. [8] The efficacy of drug diffusion
will therefore depend on the density of skin appendages that varies considerably, with skin
territory such as palms and sole of the foot devoid of hair follicles. In can also be a predominant

route of delivery in specific conditions such as alopecia or acne.

2.3. Parameters affecting drug diffusion through the skin

Skin penetration is affected by drugs physicochemical characteristics, their formulation and the

skin properties.

Among drug physicochemical characteristics, lipophilicity is a major factor, as highly lipophilic
drugs exhibiting a logP>4 are able to diffuse faster in the stratum corneum but can hardly diffuse
into the underlying more hydrophilic viable epidermis. In contrast, highly hydrophilic drugs,
with logP<0, are not able to enter into the stratum corneum. Therefore, the best compromise is
drugs exhibiting an intermediate logP ranging from 2 to 3. The melting point of a drug is a great
estimator of skin penetration characteristics since low melting point is associated with high
solubility in both oils and water.[9] For example, eutectic mixtures, a mixture of components
with the lowest melting point compared to components alone, will have increased skin
penetration.[10] A second parameter is drug molecular weight. Large molecules are physically
restricted in the intercellular pathway. Around 500 Dalton is the start of a steep decline in skin

absorption through the corneal layer barrier due to molecular size.[11] In addition, the free
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movement of drugs in the intercellular route and skin appendages is restricted for rigid particles
larger than 10 nm [12]. In addition, while 115 nm diameter elastic vesicles can penetrate the
viable skin [13], 126 nm rigid does not. The size of the particles can be increased following
skin massage [14]. The third factor is the ionization of the drug that decreases the partitioning
in the stratum corneum. This effect may be offset by the increased solubility in the

formulation.[15]

The drug formulation has an important impact on drug skin delivery and is influenced by the
drug physicochemical characteristics. First, the flux of drugs through the stratum corneum is
maximal when saturation is obtained in the vehicle formulation. Secondly, penetration
enhancers improve skin penetration through the increased thermodynamic activity of the drug
and its diffusion, partition, and solubility in the stratum corneum. [16,17] Examples of widely
used penetration enhancers include solvents such as water, ethanol, and propylene glycol, fatty
acids such as oleic acid and surfactants. [17] Classical formulations (creams, gels, emulsions)
lack controlled delivery as well as the ability to deliver new pharmaceutical active ingredients

such as proteins and nucleic acids. [17-19]

Active physical methods of penetration such as iontophoresis, sonophoresis are utilized in
order to enhance drug penetration. The use of microneedles, dermabrasion, or electroporation
is able to breach the stratum corneum. Those methods enable skin permeation for transdermal
delivery, controlled delivery, and delivery of large molecules, however, they require additional

equipment, training and higher development costs (for review see [21]).

Skin physiological characteristics also modify the penetration of drugs. Sex and ethnicity do
not have any effect on the barrier function of the skin .[22] In contrast, the skin of newborn and
neonatal children is more permeable to drugs because of incomplete development of the stratum
corneum. [23] On the other hand, ageing is associated with modifications in the structure and
the function such as water and protein content which may decrease cutaneous penetration of
hydrophilic drugs. [22, 23] The penetration fluxes also vary with the anatomical site. For
example, the skin penetration fluxes are higher in the genital and face area compared to back
skin. [26] Whether drug formulation is intended to be applied on healthy or diseased skin is a
major issue. Skin disorders such as psoriasis and atopic dermatitis modify the barrier function.
For example, atopic dermatitis skin presents increased transepithelial water loss and increased
drug penetration flux. [27,28] Application of drugs on wound beds is also characterized by

increased systemic bioavailability due to the easy access to the skin microcirculation but the
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penetration rate will also depend on the nature of the wound (for example presence of eschar,

of fibrin, of exudation).[29]

In this review, we will define skin penetration as the transport into the stratum corneum and
lower skin structures and skin permeation as the transport across the entire skin into the

systemic circulation (or receptor fluid for in vitro testing) as shown in figure 1.

3. Nanoparticles for dermal drug delivery.

3.1. Introduction

Nanoparticles can be split in three main types: inorganic, polymeric or lipid-based nanoparticles

as described in Figure 2.

The skin penetration of inorganic nanoparticles was investigated primarily for titanium dioxide
nanoparticles (Ti02/ZnO) in sunscreen formulations. TiO2 and ZnO nanoparticles do not
penetrate the healthy skin when their size is superior to 10 nm. [30] Metallic nanoparticles such
as gold nanoparticles (AU-NP) were used for the cutaneous delivery of antimicrobial peptides
[31] and the immune suppressant methotrexate [32] (for overall review see [33,34] ). However

inorganic nanoparticles are less used due to toxicity concerns. [35]

Polymeric nanoparticles are formulated using synthetic or natural polymers in different shapes:
nanocapsules, dendrimers, nanoparticles and hybrid nanoparticles (see figure 2). Polymeric
nanoparticles possess a high capacity for controlled and triggered release. The multiplicity of
polymer chemistries and assemblies is the main driving point of polymeric nanoparticles
research. Several polymeric nanoparticles are in development for cutaneous delivery of siRNA,

DNA, proteins, drugs (for review see [36]).

Lipid nanoparticles are formulated using synthetics or natural lipids whether amphiphilic or
not, and other types of surfactants. Two main categories of lipid nanoparticles can be
distinguished: vesicle/nanocapsule like and particulate/nanosphere like (see figure 2).Vesicles
lipid nanoparticles such as liposomes are formulated using lipidic surfactants to form a lipid
bilayer with an aqueous core. Enhancement in liposome formulation led to flexible vesicles and

ethanol containing liposomes (ethosomes) which are being investigated for transdermal
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delivery (for review see [37,38]). Vesicles lipid nanoparticles are thus very different from

particulate lipid nanoparticles and will not be considered in this review.

Particulate lipid nanoparticles possess an oily core composed of oil droplets in the case of
nanoemulsions and microemulsions, solid lipids in the case of solid lipid nanoparticles, and

blend of liquid and solid lipids in the case nanostructured lipid nanoparticles.

3.2. Lipid nanoparticles: development and characteristics

Both nanoemulsions and microemulsions are colloidal dispersions formulated using water, oils
and surfactants. Nanoemulsions require energy input during preparation while microemulsions
are formed spontaneously. Therefore microemulsions are thermodynamically stable while
nanoemulsions are not. However, nanoemulsions are Kkinetically stable and can resist
temperature changes as well as dilutions while microemulsion stability is linked to the initial
thermodynamic conditions during formulation. [39,40](for review see [41]). Most
nanoemulsions are oil in water (o/w) emulsions while water in oil (w/0) are rarer due to the
lipidic dispersing phase. [42] As the core of o/w nanoemulsions is liquid at room temperature,

there is poor control over the release rate of encapsulated active agent.

Solid Lipid Nanoparticles (SLN) are the oily droplets of an oil in water (o/w) emulsion
replacing the liquid lipids of the core by solid lipids. This leads to a nanoparticle dispersion
with a solid lipid core at room temperature. While the solid core should lead to sustained release
of the drug, its crystallization during production and mainly storage leads to the expulsion of

the encapsulated drug therefore limiting the usability of this kind of carriers. [43]

Nanostructured Lipid Carriers (NLC) were developed to overcome this issue. [44] Their core
is composed of a blend of solid and liquid lipids in order to stabilize the lipid core. The
encapsulation is more stable during formulation and storage and the use of liquid lipids helps
to increase the drug loading .[45,46] Such nanoparticle is a flexible technology where different
constituents can modify drug release, surface affinity and targeting. The nanoparticle core can
be formulated to produce different release kinetics while the nanoparticle shell can be modified
with the addition of cationic or anionic lipids as well as PEGylated surfactants to modify the
surface activity.[46] Surface modification can increase encapsulation of drugs through ionic
pairing [47] or grafting.[48] LNP (Lipid nanoparticles) are able to protect encapsulated drug

from oxidation [49,50] and to encapsulate more than one drug enabling combination
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therapy.[50,53—-55] LNP can also be coated or embedded in polymeric matrices such as chitosan
or cellulose derivatives to modify release kinetics [52,54,55] and to enable application in wound

dressings scaffolds. [56,57]

3.3. Lipid nanoparticles: Skin Delivery

Improved skin delivery with lipid nanoparticles include 3 main mechanisms: hydration of the

stratum corneum, carrier effect, and controlled release.

Firstly, lipid nanoparticles interact strongly with the stratum corneum owing to the lipidic
affinity between LNP lipids and stratum corneum ones. After interacting with the skin, lipid
nanoparticles form a lipidic film on the skin surface which increases skin hydration. [58] The
modification of the stratum corneum due to increased hydration increases drug penetration
through higher drug solubility and partition.[7] The lipidic film also controls the diffusion of
the active through the skin which helps to protect the skin from drug-related irritation. [50,59—
61]

Secondly, they can be formulated with lipidic penetration enhancers such as oleic acid or
terpenes to increase drug penetration.[62] Surface modification using cationic lipids and
cationic amino acids sequences like cell penetrating peptides (CPP) have shown to increase skin

penetration due to the strong adhesion with the negative charged surface of the skin. [51,63,64]

There is no evidence that solid lipid nanoparticles are able to permeate the stratum corneum
while flexible nanoparticles can do so. [65]. In addition, lipid nanoparticles are also able to
penetrate deeply into the follicular unit [66] enabling targeted and sustained delivery to the

follicular unit and adjacent structures (stem cells, systemic circulation).

4. State of the art: Lipid nanoparticles for the treatment of skin diseases.

4.1. Skin inflammatory diseases:

4.1.1. Psoriasis and Dermatitis
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Psoriasis is a chronic autoimmune disorder involving the skin and the joints while dermatitis is
characterized by local skin inflammation.[67—69] Psoriasis is characterized by abnormal
epidermal proliferation with epidermal scales. Symptoms for dermatitis include itchiness, red
skin, rash, blisters, and pruritus. In psoriasis, the stratum corneum barrier is defective with an
increase in transepithelial water loss as well as a perturbation of normal pharmacokinetics.[70]
Penetration of active is considered to be increased in psoriatic skin, while skin penetration has
been shown to be decreased for certain treatments such as clobetasol when measured in vivo

with microdialysis.[71,72]

Topical treatment of these skin inflammation diseases include the use of emollients,
glucocorticoids (betamethasone), calcineurin inhibitors (cyclosporine A, tacrolimus) and
vitamin D analogues (calciprotriol).[69,73,74] Due to the systemic impact of psoriasis
(rheumatism, large skin affected area), topical therapy can also be used in combination with

systemic biological therapy to decrease dosing and increase efficacy.[75]

Betamethasone and calcipotriol were co-encapsulated in SLN .[76] In ex vivo human cadaver
skin, SLN encapsulation increased skin penetration of betamethasone and calcipotriol by a 5.3
and 2.80 fold respective increase compared to a marketed ointment, Daivobet®. On the murine
tail model, the SLN formulation was better at reducing epidermal size compared to the marketed

ointment [76]. Both formulations were not associated with any irritation.

Cyclosporine A and calcipotriol were co-encapsulated in SLN and NLC.[53] In ex vivo pig
skin, penetration of cyclosporine A and calcipotriol was higher in SLN and NLC gels in viable
skin layers compared to the free drug. In a murine model of psoriasis (induced by topical 5%
imiquimod gel on the ear of the mice), the SLN and NLC gels reduced inflammation and ear
thickness. This was due to the reduction in inflammatory cytokines (TNF-alpha and IL-6)
greater in the SLN and NLC gels compared to a marketed topical gel of betamethasone. This
reduction also permitted the resolution of systemic inflammation. It can also be noticed that the

NLC effectiveness was greater compared to the SLN formulation.

Tacrolimus was encapsulated in SLN .[77] In vitro, on pig ear skin, SLN formulation increased
skin penetration compared to the commercial tacrolimus ointment (Protopic®). In vivo, using
radiotraceable drug, it was evidenced that the application of the tacrolimus SLN formulation
increased skin penetration. On DNFB (1-Fluoro-2,4-dinitrobenzene) sensitized mice, a model

of atopic dermatitis, the SLN formulation was effective for reduction of ear thickness.[59] The
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SLN formulation also showed reduced skin irritation during acute and repeated dosing in Wistar

Rats.

Methotrexate is an inhibitor of dihydrofolate reductase and is an antiproliferative used for the
treatments of cancers as well as psoriasis. Methotrexate was encapsulated in NLC and applied
on a mice model of psoriasis (induced by application of 5% imiquimod on the skin).[78]
Encapsulation in NLC increased the efficacy of methotrexate with a reduced score on psoriasis

lesions compared to non-encapsulated methotrexate.

Tretinoid was encapsulated in liposomes, ethosomes, SLN and NLC to compare the difference
in skin penetration and efficacy.[50] The ex vivo permeation in mice skin was ordered as
ethanolic solution, NLC, SLN, ethosome, liposome and the commercial gel. The skin retention
was ranked as liposomes, NLC, SLN, ethosomes, commercial gel and ethanolic solution. The
encapsulation in SLN and NLC dramatically increased photo stability compared to other
formulations. On mouse skin, tretinoin was irritant when delivered with the marketed gel and
ethosomal formulations while SLN, NLC and liposomes formulations produced no irritation.
On the mice tail model, a model of antipsoriatic activity (evaluation of the formation of a keratin
layer), NLC and liposomes increased the activity of tretinoin compared to the marketed gel
which supports the skin retention data. The ethosomal gel did not prove better efficacy than the

commercial solution.

Celecoxib, a COX 2 specific nonsteroidal anti-inflammatory drug, was encapsulated in surface
modified NLC. [79] A polyarginine peptide composed of 11 arginines permitted increased
dermal retention without skin permeation on hairless rat skin ex vivo. Dermal concentration
measured in vivo using microdialysis was also higher compared to Celecoxib in solution (10%
Ethanol, 2.4% PEG-400; 7 fold at 12 hours) and unmodified NLC (2.3 folds at 12 hours). On
DNFB (1-Fluoro-2, 4-dinitrobenzene) sensitized mice, celecoxib-NLC polyarginine treatment
decreased ear thickening. On xylene treated mice, the celecoxib-NLC polyarginine treatment

decreased the level of inflammatory mediators (IL-6 and PGE2) measured by microdialysis.

In the same research group, ketoprofen (non-specific nonsteroidal anti-inflammatory) and
spantide II (a tachykinin receptor antagonist) were co-encapsulated in polyarginine modified
NLC.[80] Ex vivo on hairless rat skin, after 24h, the polyarginine modified NLC increased

penetration of spantide II and ketoprofen as well as permeation of ketoprofene. On DNFB
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sensitized mice coencapsulation of ketoprofen and spantide II in polyarginine NLC was

effective in reducing ear thickness.

While other groups demonstrated the ability to encapsule other antipsoriatic drugs, without
evaluation of their therapeutic efficacy (fluocinolone [81]; clobetasol [82]; etanecept and
methotrexate [48]; tacrolimus and clobetasol [52], tacrolimus [83], Prednicarbate [84—86],
dexamethasone [87], psoralen [88—90], betamethasone-17-valerate [91], methotrexate [92],

diflucortolone valerate [93,94], calciprotriol and methotrexate [95].

4.1.2. Acne

While psoriasis and dermatitis affect the whole skin, acne is an inflammatory disease of the
skin targeting the pilosebaceous unit.[96] Topical treatment includes antimicrobial therapy,
retinoids (transretinoic acid, isotretinoid and adaptalene), and anti-hormonal therapy
(spironolactone, drospirénone).[97] The follicular localization is of particular interest as

follicular delivery is enhanced with nanoparticles.[8,66]

Trans-retinoic acid was encapsulated in cationic SLN [47] enabling higher encapsulation and
stability compared to neutral SLN due to an ionic pairing effect. On rhino mice, a model of acne
with defective inflammatory response, the daily topical administration for 10 days showed
lower skin irritation compared to a marketed formulation (Vitanol®). The SLN formulation
was as effective as a marketed gel on epidermal thickness and comedolytic efficiency in rhino

mice and was associated with lower erythema and irritation on rabbit skin. [60]

Isotretinoid was encapsulated in SLN and NLC. Encapsulation increased dermal retention on
mice skin and permitted higher antimicrobial efficiency on P.acnes .[98] However, ex vivo
permeation was also increased and this could result in higher systemic side effects. Systemic
delivery was evaluated on rats and there was no detection of isotretinoid in plasma (at 2, 4 and
6 hours) after topical administration of SLN, NLC and the marketed gel. The efficacy on a mice
model of acne (induced by topical application of testosterone) was also evaluated. [99] The
group treated with SLN has higher efficiency compared to a marketed gel (alcoholic based gel)
on a mice model of acne (topical administration of testosterone) and lower skin inflammation

after administration.
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Adaptalene was encapsulated in NLC.[100] Encapsulation decreased skin permeation
compared to a marketed gel and increased skin penetration ex vivo on rat skin .[101] On a rat
model of acne (testosterone administration), Adaptalene-NLC produced similar therapeutic
results as the marketed gel and co-encapsulation with vitamin C increased the therapeutic

efficacy (reduction of papules density over 4 weeks).

Spironolactone, an anti-androgen drug with antiacne action on the follicular unit, was
encapsulated in NLC. On rat skin, NLC encapsulation increased penetration and permeation
compared to spironolactone in a dispersion.[102] In a clinical trial with 76 patients randomized
in either spironolactone in NLC with a concentration of 1% or spironolactone in an alcoholic
gel with a concentration of 5% [103], the 1% NLC gel was as effective as a 5% non-NLC gel

at reducing total lesions count after 8 weeks of daily treatment.

Other groups have shown the encapsulation of antiacneic drugs such as Roxithromycin [104],
Cyproterone Acetate [105] or Benzoyl peroxide [106]. However no evaluation of their

therapeutic efficacy was performed.

4.2. Skin Cancer

Skin cancer is the leading cancer etiology in the world in white populations .[107] Topical
treatments used today for skin cancer therapy include topical fluorouracil (5-FU), imiquimod,
topical diclofenac and photodynamic therapy. [108] Photodynamic therapy relies on the
delivery of a drug which releases local oxygen local species when stimulated by light. [109]

Most treatments are also indicated only in case of non melanoma skin cancers.

Doxorubicin, an antineoplastic drug, was encapsulated in SLN for topical administration on
melanoma.[110] Balb/C mice were injected subcutaneously with B16F10 melanoma cells. SLN
treated mice were able to suppress tumor growth over 40 days at a low and high concentration
while free doxorubicin treatment resulted in a doubling in tumor size over 40 days. Free

doxorubicin also exhibited skin irritation while SLN treatment did not.

Doxorubicin-SLN (Dox-SLN) topical administration was also performed by another research
group using iontophoresis to increase skin penetration .[111] Passive diffusion of Dox-SLN
increased skin penetration compared to a doxorubicin solution (4 fold) and was as effective as

doxorubicin delivery by iontophoresis. The association of SLN encapsulation and iontophoresis

67



increased skin penetration by 50 fold. On mice implanted with squamous cell carcinoma, the
association of SLN and iontophoresis inhibited tumor growth better than doxorubicin

iontophoresis alone (30 minutes of treatment every 3 days during 12 days).

Dacarbazine is a cytotoxic agent used for melanoma treatment. Dacarbazine was encapsulated
in a nanoemulsion. The efficacy was tested in an epidermoid carcinoma xenograph mouse
model with implantation of CRL-1555 cells in nude mice NU/NU-nuBR.[112] When applied
topically, dacarbazine encapsulated in NE inhibited tumor growth better than free dacarbazine

when applied topically or administered using intramuscular injection.

Biofontera® developed the only nanoemulsion for topical application for skin delivery. They
encapsulated the photodynamic precursor S-aminolevulinic acid in an O/W nanoemulsion. The
encapsulation enabled improved stability of 5-ALA and increased penetration in the
epidermis .[113,114] It is marketed for the treatment of mild to moderate actinic keratosis. In a
recent phase 3 clinical trial, it showed non inferiority compared to Metvix® (methyl levulinate)

in the treatment of non-aggressive basal cell carcinoma.[115]

Other groups encapsulated anticancerous drugs such as doxorubicin [116,117], topotecan [118],
docetaxel [119], 5-fluorouracyl [120] and photodynamic drugs [121-124]. However no

evaluation of therapeutic efficacy was performed.

4.3. Wound delivery

Delivery of drug on chronic wounds is complicated due to the different states in which wound
beds exist. Local delivery can be increased due to easy access to the cutaneous microcirculation
and therefore the systemic circulation or decreased due to the presence of fibrin or exudates.
Treatment strategies is mainly composed of local care including wound dressing and systemic
treatment of the underlying etiology. However local delivery of antimicrobials as well as growth

factors and the benefits of nanoencapsulation are currently evaluated.

The local delivery of the recombinant human Epithelial Growth Factor, rhEGF, encapsulated
in SLN and NLC accelerated wound healing on a diabetic mice model [125]. Four topical
applications of 10ug of thEGF, in SLN and NLC increased wound healing compared to four
intralesional administrations of 75ug of free growth factor. When applied on a pig wound

model, application of 20ug rhEGF-NLC was as effective as the intralesional administration of
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75ug of free product and provided additional safety with a limited systemic availability
compared to free thEGF and lower administration dose .[126] The rhEGF-NLC group showed
faster epithelialization, lower inflammation and increased extracellular matrix deposition. The
same research group also developed wound dressings (fibrin scaffolds or hydrogel) to deliver
rhEGF-LNP.[57] In vitro, the wound dressing served as a reservoir for thEGF-LNP over a 48

hour period.

Local delivery of human anti-microbial peptides, such as LLL37, can enhance wound healing.
[127-129] LL37 was loaded in NLC and applied in diabetic mice model of wound healing (two
8mm diameter wound on the back of db/db mice), [130] with application of 6ug of free peptide
or 6ug or 2ug of NLC encapsulated LL37. The treatment was applied after the wounding and
at day 4. Six pg of LL37 loaded NLC increased wound healing (40% wound closure) in a
diabetic mouse model compared to 6ug of free peptide (20% wound closure), decreased the
inflammation and improved reepithelization. Wound closure was similar in the 2ug NLC group
compared to the 6ug free LL37 group meaning that encapsulation increased avaibility of the

peptide.

Encapsulation of plants extracted drug has also been explored. The encapsulation of
Astragaloside-1V, a phytocomponent extracted from Radix Astragali with wound healing
properties (increased angiogenesis and collagen synthesis [131]) was tested in SLN. In vivo
efficacy was assessed on wound created on the bare back of rats administrating the treatment
every two days. [132] SLN encapsulation increased early wound healing at day 4 compared to
free Astragaloside and vehicles formulations. Collagen deposition at the end of the study was
better in the SLN treated group with increased type I collagen compared to free Astragaloside

and vehicles formulations.

Other groups performed the encapsulation of growth factors [133] or proteins [134] but did not

evaluate in vivo activity.

4.4. Anti-infective

The skin is a main target for infection by bacteria, virus and fungi. Local infection is likely to
be non-threatening and topical therapy is therefore the first treatment to be considered and lipid

nanoparticles are evaluated for treatment improvement.
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Azole antifungals can be used topically for the treatment of Candida spp infections.
Encapsulation of fluconazole was performed in SLN and NLC.[135] The penetration of
fluconazole was slower but showed better skin retention compared to free drug in vitro on
hairless rat skin. When treating immunosuppressed rats infected with Candida albicans,
fluconazole encapsulated in lipid nanoparticles successfully treated the infection at day 8.
Interestingly at day 3, a transient decrease in C.albicans was observed with the free drug
solution but not with the nanoparticles formulations. The higher penetration flux with the free
drug and better skin retention with the nanoparticles formulations might explain the different
pharmacodynamics effects. The nanoparticles treatment also resulted in no skin irritation on

rabbits compared to the free drug solution.

Fluconazole encapsulation in SLN was also performed in order to treat Pityriasis versicolor
(PV) due to the yeast Malassezia fufur in humans.[136] In a clinical trials with 30 patients with
PV, Fluconazole in SLN was compared to a marketed 1% Clotrimazole cream. Treatment using
fluconazole in SLN improved eradication of Malassezia furfur in skin after 4 weeks, where 9
out of 10 patients were Malassezia furfur negative compared to 3/10 patients in the

Clotrimazole treated group.

Oxacillin is a betalactamine antibiotic for the treatment of methicillin sensitive Staphylococcus
aureus. The encapsulation of oxacillin was evaluated in cationic NLC in order to enhance
activity against Methicillin-resistant Staphylococcus aureus. [137] Cationic NLC were selected
since cationic surfactants are able to disrupt the cells walls. In vitro, oxacillin encapsulated in
cationic NLC reduced the minimal bactericide concentration by 4 fold compared to oxacillin
alone. The combination of oxacillin and cationic NLC was synergistic. The bacterial activity
was evaluated in vivo on the back of BalB/C mice. Oxacillin in cationic NLC reduced bacterial
load by a 4 log factor however there was no difference between the cationic NLC alone and
encapsulating oxacillin demonstrating that the effect was in strongly mediated by the disruption

due to the cationic surfactant.

Fusidic acid, a bacteriostatic antibiotic, was encapsulated in neutral and cationic
nanoemulsions.[138] In vitro, the encapsulation of fusidic acid decreased the minimal
inhibitory concentration of MRSA, MSSA and S.aureus compared to free fusidic acid in ethanol
and a marketed cream. In a murine model of burn wound seeded with MRSA, the application

of the cationic nanoemulsion reduced the bacterial load compared to the marketed formulation.
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Its application also increased wound healing by increasing wound contraction and reducing

wound inflammation.

Terbinafine is an antifungal commonly used orally or topically for the treatment of skin or nail
infection with Candida ssp. (Lamisil®, Fungster®). Encapsulation of terbinafine hydrochloride
was performed in SLN.[139] In an ex vivo model using rat skin, the SLN formulation decreased
permeation and increased retention in the skin compared to a marketed formulation (Daskil®).
To access the in vivo efficacy, Candida albicans was applied on the hairless back of albino rat.
SLN treatment was better than a marketed formulation (Daskil®) for the reduction of fungal

load on the skin.

Other drugs tested include econazole [140-143], miconazole [144,145], clotrimazole [146—
148], amphotericin B [149-151], podophylotoxin [152], penciclovir [153], griseofulvin [154],
nystatin [155], and zinc phthalocyanine.[156] However no evaluation of in vivo efficacy was

performed in those studies.

4.5. Local anesthesia

TRP are Transient Receptor Potential channels and are associated with the pain response.
siRNA targeting TRPV1 was encapsulated in the lipid matrix of SLN.[157] The encapsulation
protected the genetic material. The antinociceptive effect was evaluated using thermal and
capsaicin-induced pain on rats. The naked siRNA had no effect compared to the control while
the topical administration of SLN encapsulated siRNA increased the pain tolerance (paw

withdrawal time) to heat and capsaicin up to 18 and 24 hours respectively.

Capsaicin is a stimulator of the TRPV1 receptor. While stimulation of TRPv1 induces pain, the
overstimulation of TRPv1 reduces pain by desensibilizing the small nerves fibers. Capsaicin
was encapsulated in NLC.[61] On ex vivo penetration using mice skin, encapsulation increased
the skin retention of capsaicin compared to a conventional cream. In vivo, in the tail flic model
using LACA mice, the NLC formulation increased the analgesic effect in both time and
magnitude. The NLC formulation exhibited no irritation compared to the highly irritated skin

when treated using the conventional cream.

5. Conclusion and prospects.
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Nanoencapsulation of drugs with lipid nanoparticles is an ongoing field for the development or

enhancement of existing treatments.

When applied on the skin, lipid nanoparticles are able to enhance skin penetration of many
drugs compared to standard formulations. For some drugs lipid nanoparticles also increase the
pharmacodynamic effect and their clinical efficacy. In addition, lipid nanoparticles protects
drugs from degradation, enhance their duration of action and decrease skin irritation. In the near
future, lipid nanoparticles will enable the skin delivery of novel actives such as siRNA and

proteins.
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Figure 1 : Skin structure and the main pathway of skin penetration using nanoparticles. The intercellular route is the main
pathway for drug penetration however the transappendeal route is now considered to be of huge importance especially in the

case of nanoparticle administration.
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Figure 2 : Schematic representation of the three main classes of nanoparticles used for skin delivery of actives. This
classification is only a simplification and not representative of the huge body of work conserning nanoparticles. For
example, we did not include classical modification applied to nanoparticles such as PEGylation.
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4. Les nanoparticules lipidiques évaluées dans le cadre de ce travail : Les Lipidots

Nous avons montré dans la revue que les nanoparticules lipidiques sont d’excellents vecteurs
de médicaments par leur stabilité, biocompatibilité, et capacité de relargage controlé. Dans ce
travail de these, nous évaluerons des nanoparticules lipidiques appelées : Lipidots. Les Lipidots
sont des nanoparticules lipidiques de type « nanostructured lipid carriers » (NLC). Les lipidots
ont été développés dans le cadre de I’'imagerie in vivo pour la délivrance de fluorophores au
niveau tumoral.>*> Elles ont fait I’objet de plusieurs travaux de recherche tant au niveau

caractérisations qu’au niveau in vivo avec 1’évaluation de leur potentiel de délivrance de

fluorophores, d’antibiotiques et d’antigénes pour la formulation vacinnale.?*¢**’  Leur
composition générale est résumée dans la Figure 5-1.
Composants de la membrane
7= Stearatede PEG,
- [ » O{\/\ ’]/\/OH
\/\/\/\/\/\/\/VY o7,
o
i Phospholipides (lécithine) [
_o_z__o\/\NH,'
/\/\/\/\/\/\/\/\ﬁ/o Phosphatidylethanolamine
/\/\/v\/\/\/\/\;)(o x= 9
L el
Composants du coeur Phosphatidylcholine
Huile (Super refined soybean oil) o
triglycérides saturés et insaturés

chaines alkyles longues C,¢-Cyq "3“2_0 (CH2),CH;

| CO(CH,),CHy
Cire (Suppocire NC™) CH—O0—1yy

mono-, di-, and triglycérides saturés ‘ !

Ratio hydroxylelibre: 20to 30 % CH;-0—| gWCHz)xCHa
Longueur chaines alkyles : Cg-C,¢

Figure 5-1 : Composition des Lipidots

Les principaux travaux utilisant les lipidots ont été réalisés en cancérologie. En effet, les
nanoparticules administrées par voie systémique peuvent se concentrer dans les tissus tumoraux
par rétention passive due a la forte vascularisation des tissus cancéreux (effet EPR) méme si
I’importance clinique de cet effet semble limitée.?*® Les Lipidots n’ont pas été évaluées pour
I’administration dermique. Cependant, elles présentent des caractéristiques intéressantes : elles

249,250

sont extrémement stables , présentent une excellente biocompatibilité in vitro et in vivo

pour I'utilisation chez I’homme (statuts GRAS). 222
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E.

Définition des Objectifs de la these.

L’objectif général est de mettre au point une nouvelle approche pharmacologique par voie

locale de vasodilatateurs nanoencapsulés dans 1’objectif d’améliorer la cicatrisation des

ulcérations diabétiques. De nombreuses étapes vont étre nécessaires, et celles réalisées dans le

cadre de la these sont détaillées ci-dessous.

1.

Screening des principes actifs : Réaliser des tests de screening de différents
vasodilatateurs nanoencapsulés dans les lipidots. Nous avons sélectionné plusieurs
principes actifs pour réaliser cette phase de screening et les avons évalués en termes de
capacité de nanoencapsulation et de stabilité au long cours. Dans cette étape, nous avons
testé la capacité d’encapsulation au sein de différent type de Lipidots en termes de taille
et de type neutre ou cationique.

Réalisation et caractérisation des formulations de gel Lipidots : Dans le cadre de
cette these, nous avons choisi une administration de Lipidots sous forme de gel afin de
pouvoir contrdler facilement la quantité de principes actifs appliqués par rapport a des
pansements. Dans cette étape, nous avons choisi un gel et testé la capacité de
formulation de gels stables de lipidots.

Evaluation préclinique des gels de principes actifs nanoencapsulés sélectionnés sur
des modeles murins en termes de pharmacodynamie et pharmacocinétique. Nous
évaluerons ces deux parametres sur souris saines (C57Bl/6) ainsi que sur un modele de
cicatrisation diabétique, la souris db/db, ayant une délétion génétique sur le récepteur

de la leptine et présentant un retard de cicatrisation.
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Figure 5-2 : Objectifs de la these
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II. Formulation et caractérisation de gels de nanoparticules
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A. Screening des principes actifs vasodilatateurs

1. Choix des vasodilatateurs : Etude bibliographique

Nous avons décidé de choisir des principes actifs provenant des classes pharmacologiques
présentées lors de I’introduction a partir de la littérature. Nous avons évalué leur potentiel
d’effet sur la cicatrisation et leur potentiel d’encapsulation. Dans le cadre de cette these, nous
avons ainsi choisi 6 principes actifs agissant sur les voies de la prostacycline/récepteur IP et
de la NO/guanylate cyclase/phosphodiesterases de type V. Les médicaments agissant sur la
voie de I’endothéline tels que les antagonistes des récepteurs ET-1 (bosentan, macitentan) n’ont
pas été retenus dans le cadre de cette these du fait de peu de données sur leur possibilité
d’encapsulation dans les nanoparticules lipidiques et de leur action antagoniste plus difficile a

évaluer en pharmacodynamie, afin de respecter une durée de la thése en 3 ans.
a) Analogues de la prostacycline

Dans la bibliographie, il existe plusieurs études évaluant 1I’encapsulation des analogues de la
prostacycline dans différents vecteurs comme montré dans le Tableau II.1. La structure
lipidique de la prostacycline et de ses analogues permet théoriquement une encapsulation facile

dans des nanoparticules lipidiques.

Principe actif Référence Type Détails
d’encapsulation

Iloprost Jain et al. 2014 ! Liposomes Ex vivo sur artere
pulmonaire de souris.

Kleemann et al. 2006 2 Liposomes Etude d’encapsulation
Banning et al. 1997 3 Plaquettes Encapsulation dans des
autologues plaquettes autologues et

évaluation sur modele
d’angioplastie chez le

cochon
Treprostinil Insmed Incorporated *3 Nanoparticules Modele rat d’HTAP.
lipidiques Utilisation de prodrug de

treprostinil pour améliorer
I’encapsulation.

Beraprost Ishihara et al. 2015 6 Nanoparticules Modele murin d’"HTAP.
polymériques

Tableau 1.1 : Analyse de la littérature de ’encapsulation des analogues de la prostacycline

Les principes actifs retenus sont résumés dans le Tableau I1.2. Nous avons décidé de choisir
deux molécules candidates de structure chimique différente. Parmi les analogues de la

109



prostacycline, malgré les données préalables montrant la capacité d’encapsulation, nous avons
décidé de ne pas choisir I’'iloprost comme candidat, pour des raisons a la fois de cott (1,903.00
€ pour 10 mg) et d’expertise historique tres importante de 1’équipe pour le treprostinil. En effet,
le treprostinil est la molécule de référence dans 1’équipe pour son utilisation par iontophorese
cathodale dans le cadre du traitement d’ulcérations cutanées sur un modele de souris
sclérodermique et diabétique 7®, et est utilisée par 1’équipe dans le cadre de protocoles d’études
cliniques. Nous utiliserons également un agoniste IP non analogue de la prostacycline, le
selexipag ou plus particulierement son métabolite actif ’ACT-333679. En effet, cette nouvelle
classe (agoniste IP, de structure chimique non prostanoide) présente un profil
pharmacodynamique différent, avec une affinité tres spécifique pour le récepteur IP tandis que
le treprostinil présente quant a lui une activité sur les récepteurs DP1/EP2/IP. Nous avons
décidé d’utiliser le métabolite actif du selexipag car le selexipag est peu actif et nécessite une
métabolisation faisant intervenir la carboxylestérase hépatique I °, cette enzyme n’étant pas ou

peu présente dans la peau '°.,

Principe actif Structure physicochimique Pharmacologie
o}
HO)\\

© Analogue de la prostacycline :
Treprostinil Activité sur les récepteurs

" DP1/EP2/IP

NSNS N
HO OH

Sélectif au récepteur IP

O N Agoniste non prostanoide du
A 0 2
ACT-333679 | récepteur 1P
C N/limoﬁw

Tableau 11.2 : Voie de la prostacycline, principes actifs retenus

b) Stimulateurs et activateurs de la guanylate cyclase

Comme décrit dans I’introduction, les stimulateurs et activateurs de la guanylate cyclase sont
des nouvelles classes thérapeutiques développées dans les pathologies vasculaires. Dans le
cadre de ces travaux de these, nous avons choisi le cinaciguat et le riociguat (voir Tableau 11.3).
Nous n’avons trouvé aucun travail présentant 1’encapsulation de ces deux molécules dans des
nanoparticules lipidiques. Sur des données préliminaires, le cinaciguat semble améliorer la

cicatrisation d’ulceres chez la souris sclérodermique et son administration topique permettrait

110



de réduire les effets indésirables décrits lors des études cliniques (hypotensions séveres ') que

I’on a pu également retrouver lors des phases animales.

Principe actif Structure physicochimique Pharmacologie

Cinaciguat 0 Activateur de la guanylate cyclase
@\/\N/\/\)J\oH

Riociguat Stimulateur de la guanylate
N cyclase
/ N

~N

I

N

e \fo
O\

pzd

Tableau I1.3 : Guanylate cyclase, Principes actifs retenus

c) Inhibiteurs de la phosphodiestérase 5

Les inhibiteurs de la phosphodiestérase 5 sont des inhibiteurs de la dégradation du GMPc en
GMP, permettant ainsi une amélioration de la vasodilatation. Nous avons retenu le sildenafil
ainsi que le tadalafil (voir Tableau II.4). En effet ces deux principes actifs ont déja été
encapsulés dans des nanoparticules lipidiques.'>!* De plus, ils présentent des structures
physicochimiques différentes qui peuvent influencer leur encapsulation dans nos
nanoparticules. La différence principale entre les deux est leur demi-vie lors de leur

administration orale (17.5 h pour le tadalafil et 3.8 h pour le sildenafil). '*
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Principe actif Structure physicochimique Pharmacologie

P |

Sildenafil (N C[k
ch/N\) (¢]

k

CHs

Inhibiteur des phosphodiestérases
5

Tadalafil

Tableau 11.4 : Inhibiteurs des Phosphodiesterases 5, principes actifs retenus

d) Conclusion

Six principes actifs ayant des compositions chimiques suggérant des propriétés physico-
chimiques favorables pour leur encapsulation et correspondant a 3 classes thérapeutiques ont

été sélectionnés (Tableau II.5) pour I’étape de screening.

Principe actif Classe thérapeutique
Treprostinil Analogue de la prostacycline
ACT-333679 Agoniste des récepteurs IP
Cinaciguat Activateur de la guanylate cyclase
Riociguat Stimulateur de la guanylate cyclase
Sildenafil
Inhibiteur des phosphodiestérases 5
Tadalafil

Tableau I1.5 : Listing des principes actifs utilisés
2. Screening d’encapsulation de différents principes actifs dans les nanoparticules
lipidiques

a) Objectif et protocole expérimental général

L’objectif de cette étude est d’évaluer le potentiel d’encapsulation des différents principes actifs
définis dans la partie II.A.1. Dans ce cadre-la, nous caractériserons les différentes formulations
cationiques et neutres avec un taux de charge de 1.5%. Ce taux de charge, correspondant a des
valeurs souvent rapportées avec des nanoparticules lipidiques, a été déterminé de maniere

arbitraire en fonction de la quantité de principes actifs utilisés lors d’une formulation. Un taux
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de charge plus €levé est souhaitable et sera évalué mais un taux de charge plus faible limite la

formulation par limitation de la quantité pesée de principe actif.

Leur caractérisation concernera leur taille (diametre moyen mesuré par diffusion dynamique
de la lumiere), leur charge (charge de surface mesurée par électrophorese capillaire) et leur
rendement d’encapsulation (concentration encapsulée apres dialyse). Les différentes méthodes
sont décrites dans la partie expérimentale suivante. Si les caractéristiques sont correctes (pas de
déstabilisation, pertes lors de la dialyse limitée), nous réaliserons une augmentation du taux de
charge en principe actif a 3 puis 5%. Nous réaliserons également un suivi dans le temps des

formulations stockées a température ambiante (25°C) ou au frigo.

b) Partie expérimentale

Composition des nanoparticules

Les Lipidots sont des nanoparticules nanostructurées développées par le CEA-LETI qui sont
composées d’un mélange de cire (Suppocire NC, Gattefosé) et d’huile de soja (Super refined
soybean oil, Croda) stabilisées a 1’aide de phospholipides de soja (Lipoid S75, Lipoid) et par
une couronne de surfactants pegylés (Myrj S40, Croda). Des nanoparticules chargées
positivement sont également obtenues par ajout de phospholipides cationiques tels que le
DOTAP et le DOPE (Avanti Polar Lipids) et par le remplacement du Lipoid S75 par de la
phosphatidylcholine de soja (Lipoid SPC-3).

Composants de la membrane
/= Stearatede PEG,
Ve’ o OH
I \/\/\/\/\/\/\/\/Y ‘L/\o%\/
o
f Phospholipides (lécithine) °
—o_z.—‘o\/\”“f
/\/\/\/\/\/\/\/\ﬁ/o Phosphatidylethanolamine
/\/\/\/\/\/\/\/ﬁo(o x= o
o X '°_'.’_°\/\N/-_
o \
Composants du coeur Phosphatidylcholine
Huile (Super refined soybean oil) o . -
triglycérides saturés et insaturés Lipides cationiques
chaines alkyles longues Cy¢-Cy Gl OSSP |
} o o i
i CO(CH,),CH, o /O><H\ ' DOTAP
Cire {Suppocire Ncm) CH—O—E H /\/\/\/\_/\/\/\/\g/
mono-, di-, and triglycérides saturés | : W i
Ratio hydroxylelibre: 20 to 30 % Chy-0—} BOCHaKCHs /W\M oo~ w: DOPE
Longueur chaines alkyles : Cg-C,¢ ' 5

Figure II-1 : Composition générale des lipidots
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L’ajustement des ratios massiques des composés permet d’obtenir des tailles différentes de
nanoparticules qui sont résumées dans le Tableau I1.6. Les formulations sont nommées en
fonction de la charge de surface (C pour cationiques et N pour neutres). Les chiffres indiquent
la taille moyenne des nanoparticules en nm mesurée par diffusion dynamique de la lumiere

(DLS).
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Foncti Coeur des Phospholipides Phospholipides Surfactant
onction . s L
nanoparticules neutres cationiques pégylé
Composants Huile Concentration
de Cire S75 SPC-3 | DOTAP | DOPE Myrj40 Glycérol | PBS théorique
Formulations soJa (mg/ml)
C80 298,7 | 99,7 X 9.7 66,8 X 191.9 333 950 346
C80 (diluée) 67,1 22,4 X 2.2 15 0 43,1 1000 1800 54,5
C35 (diluée) 19,7 6,6 X 3.7 32,8 3,9 41,3 1000 1800 38,6
N8O 307,5 | 102,5 50 X X X 300 X 1240 380
N8O (diluée) 81,6 | 27,2 13,3 X X X 79 1000 1800 72,1
N30 75 25 150 X X X 350 X 1400 300
N50 255 85 65 X X X 345 X 1250 375
N120 450 150 45 X X X 215 X 1140 430

Tableau 11.6 : Tableau de formulation des Lipidots en fonction de la charge, de la taille, et de la concentration choisie. Pour chaque formulation, la lettre représente la charge de surface des
nanoparticules (C pour cationique et N pour neutre) et les chiffres suivants représentent la taille moyenne des nanoparticules en nm. En orange, on retrouve les composés de la phase huileuse et
en bleue ceux de la phase aqueuse.
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Formulation

Les composants de la phase huileuse sont pesés dans un flacon de 4 ml et solubilisés en utilisant
du dichlorométhane dans un bain marie a 55 °C. Une fois homogene, le dichlorométhane est
évaporé sous un flux d’argon pendant 10 minutes. La phase aqueuse est également chauffée a
55 °C dans un second flacon afin de solubiliser correctement le MyrjS40 et d’atteindre une
température similaire a la phase huileuse. La phase aqueuse est ensuite rajoutée dans la phase
huileuse et la formulation de nanoparticules est réalisée a 1’aide d’une sonde a ultrasons
(VCX750 Ultrasonic processor). La sonde de sonication (3 mm de diametre) est placée au
centre du flacon a mi-hauteur du niveau de liquide. Le flacon est maintenu dans un bain a 55 °C
durant la sonication. Le protocole de sonication utilise une puissance de 25 % (125 watts) avec
des cycles de 10 secondes d’ultrasons espacés de 30 secondes de pause pour un temps effectif
de sonication de 5 minutes. Dans le cadre des nanoparticules C35, le protocole de sonication
est adapté avec une puissance diminuée a 20 % (100 watts) et un temps effectif de sonication

doublé a 10 minutes.

Huile de soja

Cire Principe actif
Surfactants pegylés + Surfactants
PBS phosphollpldlques
,)»; c-~
|
.— . =

Mélange
Sonication

i y— 1y —

— )
Phase Phase Dispirﬁli:on de
acqueuse huileuse

Figure II-2 : Protocole de formulation classique des Lipidots. Apres formulation, les dispersions de LNP sont dialysées et
filtrées sur 0.2um afin d’éliminer les composants non encapsulés.
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Dans le cadre de cette these, nous avons utilisé les formulations diluées pour 1’encapsulation
des principes actifs du fait d’un prix prohibitif pour des formulations concentrées (li€¢ a la
concentration en principe actif importante nécessaire). Les formulations concentrées ont été

utilisées pour les phases de mise au point et pour les formulations véhicules.

Apres sonication, les formulations concentrées sont diluées avec du PBS pour les amener a une
concentration cible de 200 mg/ml. Les nanoparticules sont ensuite transférées dans une
membrane de dialyse avec un seuil de coupure de 12-14kDA (ZelluTrans). La dialyse est
réalisée dans du PBS (1L) a température ambiante pendant 24 h avec 2 changements du milieu
de dialyse. Cette phase permet d’éliminer les composants non encapsulés tels que le glycérol,
les principes actifs ainsi qu’une partie du MyrJ S40 (le MyrJ S40 est également composé a 30%
de PEG sans groupements C18). Les LNP sont ensuite récupérées et filtrées sur une membrane

de cellulose de 0,22 um (Millipore).
Encapsulation des principes actifs

Les principes actifs sont rajoutés dans la phase huileuse de la formulation. Pour solubiliser
correctement les principes actifs, différents mélanges de solvants volatils ont été testés. Les
mélanges utilisés sont résumés dans le Tableau I1.7. Les principes actifs sont pesés dans un tube
Eppendorf de 0,5 ml et solubilisés par la solution décrite dans le Tableau I1.6. La solution est
ensuite passée au bain a ultrasons pour correctement solubiliser les principes actifs. La solution
est ensuite transférée dans le flacon contenant la phase huileuse et le tube Eppendorf est rincé
3 fois par la solution de solubilisation afin d’éviter les pertes. La durée d’évaporation des
solvants organiques est rallongée a 20 minutes afin d’éviter toute trace de solvants dans les

formulations destinées a 1’application chez 1’animal.
Le taux de charge est calculé comme défini dans 1’équation ci-dessous.

Masse de principe actif pesé * 100

Taux de charge (%) = -
ge (%) Masse totale des composants des nanoparticules

Equation II-1 : Calcul du taux de charge en principe actif des nanoparticules
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Principe actif Solubilisation

Treprostinil 75 % de dichlorométhane/25 % de Méthanol
ACT-333679 75 % de dichlorométhane/25 % de Méthanol
Cinaciguat 75 % de dichlorométhane/25 % de Méthanol
Riociguat 75 % de dichlorométhane/25 % de Méthanol
Tadalafil 90 % de dichlorométhane/10 % de Méthanol
Sildenafil 90 % de dichlorométhane/10 % de Méthanol

Tableau 11.7 : Solubilisation des principes actifs dans la phase huileuse des Lipidots.

Analyse de taille par diffusion dynamique de la lumiere (DLS).

La taille des nanoparticules est un important facteur a caractériser. Une modification de la taille
peut avoir des conséquences sur la stabilité de la formulation, le relargage de principe actif, ou
I’interaction avec les tissus. La diffusion dynamique de la lumiere (appelée DLS pour Dynamic
Light Scattering) est la technique la plus utilisée pour caractériser la taille de particules.
L’appareil envoie un faisceau laser (633 nm) et les particules en solution, plus petites que la
longueur d’onde du faisceau, diffusent la lumiere incidente dans toutes les directions (diffusion
de Rayleigh). Cette lumiere diffusée va fluctuer en fonction du mouvement brownien de ces
particules et donc de leur taille. Ainsi la fluctuation de cette intensité (scattering) permet de
calculer le coefficient de diffusion (Dy) et ensuite de remonter au rayon hydrodynamique (Rh)
par I’équation de Stokes-Einstein (Equation II-2). '* La mesure de taille par DLS nous permet
également de mesurer la dispersité de 1’échantillon (PDI pour polydispersisty index) qui mesure
I’hétérogénéité de la taille des nanoparticules en solution. Plus la valeur se rapproche de 0, plus

I’échantillon est monodisperse et plus les particules présentent une différence de taille limitée.

kg T

Dp=—2——
t 6*mT*xn* Ry

avec kg = Constante de Bolzmann; T = température;n
= viscosité

Equation II-2 : Equation de Stockes-Einstein pour le calcul du diamétre hydrodynamique

Les mesures de tailles sont réalisées a I’aide d’un ZetaSizer NanoZS (Malvern). Le ZetaSizer

utilise un laser 633 nm et mesure la lumicre dispersée a un angle de 173°. La mesure de taille
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est réalisée dans du PBS 1X avec une concentration en nanoparticules < 2mg/ml. Les résultats

de taille fournis correspondent au diametre moyen calculé avec la méthode des cumulants.
Analyse du potentiel zéta par électrophorese laser doppler (ELD).

Les particules en solution présentent une double couche électrique liée a la présence d’ions en
solutions qui s’adsorbent par complexation ionique. !> Un courant électrique est appliqué & une
solution de nanoparticules, qui vont se déplacer en fonction de leur taille et de leur charge de
surface. Plus les particules sont chargées, plus leur mobilité électrophorétique sera élevée et
plus le shift doppler produit sera important. La mobilité électrophorétique p. alors mesurée
pourra étre reliée au potentiel zéta { par la formule de Smoluchowski (Equation II-3). Le
potentiel zéta des formulations va €tre un marqueur de stabilité avec la taille des nanoparticules.
Plus le potentiel z€ta est important, plus les particules auront tendance a se répulser et rester en

solution.

_ Ampen
&

Equation II-3 : Formule de Smoluchowski pour le calcul du potentiel zéta

Les mesures de potentiel zE€ta sont également réalisées a 1’aide d’un ZetaSizer NanoZS
(Malvern) a I’aide d’une cellule capillaire comportant deux électrodes en or. Pour la mesure du
potentiel zéta, la solution de LNP est ajustée a 1 et 10 mM [NaCl] pour rendre la conductivité

du milieu constante (soit environ 0,14 et 1,4 mS.m’! respectivement).

Type de Taille PDI Potentiel Zéta Potentiel Zéta 10
nanoparticules (nm) 1mM (mV) mM (mV)
C80 80 35 15
C35 35 35 15
<0.15
N80 80 -20 -10
N50 50 -20 -10

Tableau 11.8 : Caractéristiques des formulations de référence

Mesure de I’efficacité d’encapsulation

La dialyse réalisée lors de la formulation permet 1’élimination des composants non encapsulés
dont les principes actifs comme montré dans la Figure II-3. Ainsi, il est possible de mesurer

I’efficacité d’encapsulation en calculant le rapport entre concentration apres dialyse et la
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concentration avant dialyse. Les nanoparticules sont diluées dans un solvant organique
(Méthanol ou Acétonitrile) afin de les détruire. Ensuite une centrifugation a température
ambiante a 13600 g pendant 10 minutes est réalisée afin d’éliminer les composants ayant
précipités lors de cette étape de destruction avec un solvant organique tels que le PEG-stéarate.
Le surnageant est ensuite récupéré pour calculer I’efficacité d’encapsulation (EE,

Equation 11-4).

100 * Concentration post — Dialyse

Efficacité d’ lation (EE) (%) =
fficacité d’encapsulation (EE) (%) Concentration pré — Dialyse

Equation II-4 : Calcul de Iefficacité d’encapsulation

Extraction sur phase solide

Dialyse

Efficacité Encapsulation
d’encapsulation au ceeur

Figure 1I-3 : Schéma d’évaluation de l'efficacité d'encapsulation par dialyse et de [’encapsulation au ceeur des
nanoparticules par extraction sur phase solide.

Mesure de ’encapsulation dans le coeur des nanoparticules par Extraction sur Phase Solide

(SPE)

La mesure de I’efficacité d’encapsulation ne permet pas d’obtenir des indications sur la
localisation des principes actifs dans les nanoparticules mais seulement la quantité présente
apres dialyse. Ainsi nous utilisons 1’extraction sur phase solide pour déterminer la localisation
du principe actif dans les nanoparticules.'® Le principe de base est de faire passer les
échantillons dans une colonne garnie d’une phase stationnaire sur laquelle les particules ne sont
pas retenues tandis que les principes actifs liés a la surface et pouvant intéragir avec la résine

s’adsorbent sur la phase inverse stationnaire par interactions hydrophobes (voir Figure 11-4).
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Figure I1-4 : Principe de fonctionnement de l'extraction sur phase solide pour les nanoparticules. Le principe actif (étoile
bleue) présent en surface des nanoparticules (ici en complexation dans les groupements PEGylés) interagissant plus
Jacilement avec la phase inverse alors que le principe actif présent dans les nanoparticules (ceeur) n’a pas de contact
possible avec la phase solide et est élué dans la premiere fraction avec les nanoparticules intactes.

Nous utilisons ainsi des colonnes Oasis HLB composées de 150 mg de polymere
(divinylbenzene et vinyl pyrrolidinone) avec une taille de particule de 60 pm et de pore de 80 A
(Waters, UK). Le flux d’éluant est produit par une pression négative appliquée de 5 mmHg.
Avant le dépdt de 1’échantillon, les colonnes sont conditionnées avec du méthanol (2 x 4 ml) et
équilibrées avec du PBS 1X (1 x 4 ml). La fraction totale (FT) est déposée et rincée avec 3,5 ml
de PBS 1X pour récupérer les nanoparticules avec les principes actifs encapsulés (Fraction F1).
L’élution des principes actifs de surface est réalisée avec 4,5 ml de MeOH. Les fractions F1 et
F2 sont récupérées dans des fioles jaugées de 5 ml et mises a niveau avec leurs solvants
respectifs. Les fractions peuvent étre ainsi évaluées en HPLC apres destruction des
nanoparticules par dilution avec du MeOH. L’extraction est considérée comme correcte lorsque

la somme de la fraction F1 + F2 est égale a la fraction FT.
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Quantification en principe actif par HPLC

La quantification de la concentration en principe actif dans les Lipidots a été réalisée par
chromatographie liquide haute performance en phase inverse (RP-HPLC) sur un module de
séparation Waters 2693 et une colonne en phase inverse Xterra (RP-Cig, 5 pm x 150mm
x 4.6mm, Waters, UK). Les principes actifs sont détectés en UV par un module Waters 2487.
Les méthodes analytiques ont été développées afin d’obtenir une gamme de linéarité dans la
gamme de concentration de 1 a 10 ug/ml. Lors de chaque quantification, une nouvelle gamme
étalon est préparée avec au minimum 5 points sur la gamme de concentration recherchée. Les

méthodes utilisées sont résumés dans le Tableau I1.9 ci-dessous.

Longueur d’onde

Principe actif de détection . Terflps de. Elution Solvant A Solvant B
rétention (min)
(nm)
Isocratique ACN + EMQ +
Treprostinil 277 4,5 1 ml/min 0,1 % TFA | 0,1 % TFA
50%A/50 % B (vlv) (v/v)
Isocratique ACN + EMQ +
ACT-333679 298 8 1 ml/min 0,1 % TFA | 0,1 % TFA
50%A/50 % B /v) viIv)
Isocratique ACN + EMQ +
Cinaciguat 271 54 1 ml/min 0,1 % TFA 0,1 % TFA
50%A/50 % B /v) vlIv)
Isocratique H,P04
Riociguat 212 6,1 1 ml/min ACN 10mM (ph
35%A/65 % B ~6,4)
Isocratique ACN + EMQ +
Sildenafil 291 6,0 1 ml/min 0,1 % TFA | 0,1 % TFA
30%A/70 % B v/v) viv)
Isocratique ACN + EMQ +
Tadalafil 298 5,7 1 ml/min 0,1 % TFA | 0,1 % TFA
40%A/60 % B v/v) vlv)

Tableau 11.9 : Méthodes HPLC réalisés pour la quantification de la concentration en principes actifs dans les
nanoparticules.

c) Tréprostinil

Les premiers tests d’encapsulation du treprostinil ont montré que I’encapsulation du tréprostinil
était stable sur 3 mois dans les nanoparticules cationiques avec un taux de charge de 1.5% et

une efficacité d’encapsulation de 90% de alors que I’encapsulation n’était pas possible dans les
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nanoparticules neutres avec 70% de perte lors de la dialyse et une encapsulation au cceur des
nanoparticules de 0%. L’encapsulation du tréprostinil dans les nanoparticules cationiques était
également limitée a la membrane avec une encapsulation au cceur d’environ 30%. De nouvelles

formulations ont été réalisées afin d’obtenir des résultats de stabilité dans le temps avec un taux

de charge augmenté a 3 % et 5 %.

Tableau 11.10 : Caractéristiques d'encapsulation des nanoparticules encapsulant le tréprostinil

Taille | PDI*** Taux
Tauxde | pericacite de
Nom Type de (nm)* charge dencapsulation | charee Encapsulatio
formulation | nanoparticules* * initial*** P & n Coeur$$$
N $ effectif
$$
TRE 1 C35 34 0.139 3% 80 2.4 % 38 %
TRE 2 C80 70 0.121 3% 77 2.3 % 31 %
TRE 3 C35 36 0.132 5% 82 4 % 45 %

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX
nm.

** taille obtenue mesurée par DLS

*#% polydispersité mesurée par DLS

*##%% masse de principe actif x 100 / masse des composés

$ Pourcentage de principe actif restant aprés dialyse par rapport a avant dialyse

$$ Taux de charge initial x Efficacité d’encapsulation

$$$ Encapsulation au niveau du coeur mesurée par extraction sur phase solide

On observe dans le Tableau II.10 une bonne encapsulation a un taux de charge de 3% et 5%
sans modification des propriétés des nanoparticules. Lorsque le taux de charge est augmenté a

5% (formulation TRE 3), les résultats d’encapsulation sont comparables.

La Figure 1I-5 montre la bonne stabilité des nanoparticules en termes d’encapsulation. Les
données de stabilité colloidale (taille, z€ta) ne sont pas affichées car manquantes en fonction

des formulations.
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Figure I1I-5 : Résultats de stabilité d'encapsulation du tréprostinil. Les valeurs en pointillés représentent I’ encapsulation au

niveau du ceeur des nanoparticules.
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d) ACT-333679

L’ACT-333679 possede une structure propice a l’encapsulation dans des nanoparticules
lipidiques avec une longue chaine aliphatique. Comme le tréprostinil, il possede un groupement
carboxyl qui doit théoriquement lui permettre d’étre encapsulé dans les nanoparticules

cationiques grace a une potentielle stabilisation de 1’encapsulation par interaction ionique.

Des nanoparticules ont été formulées avec un taux de charge de 1.5%. Les premieres
formulations sont décrites dans le Tableau II.11. En comparant aux caractéristiques classiques
des formulations, nous n’observons aucune différence de taille et de polydispersité (PDI)
lorsque nous encapsulons I’ACT-333679 dans les différentes formulations testées. Les résultats

de I’encapsulation sont présents dans le Tableau II.12.

Tableau 11.11 : Caractéristiques des nanoparticules encapsulant 'ACT-333679 a un taux de charge de 1.5%.

Nom Type de Taux de Taille PDI $ Potentiel Potentiel
formulation | nanoparticules* charge** (nm)*++ Zgta ImM Zgta 10 mM
i (mV) $$ (mV) $$
ACT 1 C35 36 0.138 21.8 12.7
ACT 2 N8O 1.5% 79 0.154 -24.2 -10.7
ACT 3 C80 74 0.130 26.5 13.4

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX

nm.

** masse de principe actif x 100 / masse des composés des nanoparticules

*##% diametre moyen obtenue mesurée par DLS

$ polydispersité mesurée par DLS
$$ Potentiel zéta mesuré par ELD a ImM et 10mM de Na*

Tableau 11.12 : Caractéristiques d'encapsulation des nanoparticules encapsulant 'ACT-333679 a un taux de charge de 1.5%.

Efficacité .
Nom Type de Ta}lx' Qe charge d’encapsulation Taux de. charge | Encapsulation
. nanoparticules initial (%) (%) effectif (%) Coeur (%)
formulation " ©

- o $ $$
ACT 1 C35 86 1.29 72
ACT 2 C80 1.5% 76 1.15 36
ACT 3 N8O 82 1.23 71

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX

nm.

** masse de principe actif x 100 / masse des composants des nanoparticules lipidiques
*##% Pourcentage de principe actif restant apres dialyse par rapport a avant dialyse

$ Taux de charge initial x Efficacité d’encapsulation
$$ Encapsulation au niveau du cceur mesurée par extraction sur phase solide
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Par comparaison aux résultats du tréprostinil, on observe que I’encapsulation est possible
également dans les formulations neutres. Il existe par contre des différences majeures en termes
d’efficacité d’encapsulation avec une meilleure efficacité d’encapsulation ainsi qu’une
meilleure répartition du principe actif au niveau du cceur des nanoparticules pour les
formulations cationiques. A partir de ces résultats, nous avons augmenté les taux de charge des
nanoparticules afin d’évaluer la capacité d’encapsulation de nanoparticules cationiques de taille
théorique 35 et 80 nm et des neutres de taille théorique 80 nm. Ces résultats sont présentés dans

le Tableau I1.13

Tableau 11.13 : Caractéristiques d'encapsulation de formulations additionnelles pour 'ACT-333679

Type de Taux de charge Efficacité Taux de charge | Encapsulation
Nom nanoparticules initial (%) d’encapsulation effectif (%) Coeur (%)
formulation

o s (%) *x* $ $$
ACT 4 C35 3% 97 291 66
ACT 5 C35 5% 90 4.5 68
ACT 6 C80 5% 80 4 60
ACT9 N80 3% 20 0.6 30

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX
nm.

** masse de principe actif x 100 / masse des composants des nanoparticules lipidiques

*#% Pourcentage de principe actif restant apreés dialyse par rapport avant dialyse

$ Taux de charge initial x Efficacité d’encapsulation

$$ Encapsulation au niveau du cceur mesurée par extraction sur phase solide

Pour les formulations cationiques, on retrouve une capacité d’encapsulation élevée. Par contre,
I’encapsulation dans les nanoparticules neutre est limitée. On observe que la formulation ACT
9 (N80 chargées a 3%) présente un taux de charge limité effectif limité a 0.6% soit plus faible
que la formulation ACT 3. On observe que lorsque 1’on surcharge une formulation, on peut
atteindre un taux de charge effectif plus faible par rapport a des formulations moins chargées.

Ce phénomene implique probablement une déstabilisation des nanoparticules.

Les formulations ont donc été suivies pendant plusieurs mois a température ambiante et a 4°C
afin d’évaluer leur stabilité sur les parametres de taille, de charge et de taux d’encapsulation au

ceeur. Les résultats de ce suivi de stabilité sont présentés dans les Figure 1I-6 et Figure I1-7.
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Figure 11-6 : Stabilité des nanoparticules encapsulant ’ACT-333679 a un taux de charge de 1.5%. Les données d’encapsulation au ceeur sont présentées en pointillés dans les barres
d’encapsulation totales.
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Figure I1-7 : Stabilité des nanoparticules encapsulant l'ACT-333679 a un taux de charge de 3 et 5%. Les données d’encapsulation au ceeur sont présentées en pointillés dans les barres
d’encapsulation totale.
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Les résultats précédents montrent que 1’encapsulation de I’ACT-333679 est stable sur 6 mois
dans les deux types de nanoparticules. Nous pouvons alors retenir ce principe actif comme
candidat. Concernant les nanoparticules neutres, nous sommes limités en termes de taux de
charge mais il semble important de pouvoir évaluer I’effet de ces traitements sur différents types

de nanoparticules pour évaluer I’effet vecteur.
e) Riociguat

Le riociguat est une molécule dont la structure differe de celle des analogues de la prostacycline

tres lipidiques. Le Tableau I1.14 résume les caractéristiques des formulations testées.

Tableau I1.14 : Caractéristiques de formulation des nanoparticules encapsulant le Riociguat a un taux de charge de 1.5%.

Nom Type de Taux de Taille PDI $ Potentiel Potentiel
formulation | nanoparticules charge (nm) Zéta 1mM Zéta 10 mM
* . (mV) $$ (mV) $$
skkosk
RIO 1 C35 33 0.173 16.3 10.8
RIO 2 N8O 1.5% 81 0.160 -16.6 -54
RIO 3 C80 74 0.125 21.4 11.4

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX

nm.

** masse de principe actif x 100 / masse des composés des nanoparticules
*#%* taille obtenue mesurée par DLS
$ Polydispersité mesurée par DLS

$$ Potentiel Z&ta mesuré par ELD a ImM et 10mM de Na*

Tableau 11.15 : Caractéristiques d'encapsulation des nanoparticules encapsulant le Riociguat a un taux de charge de 1.5%.

Type de Taux de charge Efficacité Taux de charge | Encapsulation
Nom nanoparticules initial (%) d’encapsulation effectif (%) Ceeur (%)
formulation
*% ok (%) *** $ $$
RIO 1 C35 30 0.45 7
RIO 2 N80 1.5% 12 0.18 11
RIO 3 C80 12 0.18 11

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX

nm.

** masse de principe actif x 100 / masse des composants des nanoparticules lipidiques
*##* Pourcentage de principe actif restant apreés dialyse par rapport a avant dialyse

$ Taux de charge initial x Efficacité d’encapsulation
$$ Encapsulation au niveau du cceur mesurée par extraction sur phase solide

La capacité d’encapsulation du riociguat est médiocre dans les différents types de

nanoparticules testées a un taux de charge initial de 1.5%. Pour I’expliquer, une hypothese est
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que le riociguat ne possede pas de longues chaines aliphatiques qui sont des caractéristiques

favorisant I’encapsulation dans les nanoparticules lipidiques.

J’ai modifié certains parametres comme le taux de charge initial et la composition des
nanoparticules afin d’évaluer si la modification de la composition du cceur permettrait
d’augmenter I’encapsulation en principe actif. En partant des formulations N80, nous avons
réalisés 2 formulations (Tableau I1.16). L’augmentation du pourcentage de cire dans le cceur
des formulations N80 semble avoir augmenté le taux de charge effectif du Riociguat mais nous
n’avons pas réalisé¢ de SPE pour évaluer I’encapsulation au coeur des nanoparticules car le taux

de charge restait limité.

Tableau 11.16 : Formulations additionnelles pour le Riociguat

Tvoe de Taux de Efficacité Taux de
Nom de la nanoygrticules Modification du charge d’encapsulation charge
formulation p s coeur initial (%) effectif
5 (%) ##* (%) $
RIO 4 75% Cire 32.2 0.32
N8O . 1%
RIO 5 25% Cire + 75% 17.6 0.18
Huile d’olive

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX
nm.

** masse de principe actif x 100 / masse des composé des nanoparticules

*##% Pourcentage de principe actif restant apreés dialyse par rapport avant dialyse

$ Taux de charge initial x Efficacité d’encapsulation

Du fait de ces résultats peu favorables, nous avons ainsi décidé d’interrompre la
nanoencapsulation du riociguat. Nous avons envisagé les analogues de la méme classe
thérapeutique (voir Figure I1-8). On retrouve ainsi deux types de structures chimiques (indazole
et aryl-acrylamide). La sélection des stimulateurs avec une structure chimique de type aryl-
acrylamide (A-350619 par exemple) aurait pu €tre intéressante mais nous ne les avons pas testés

lors de la these.
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Figure II-8 : Structure physicochimique des stimulateurs de la guanylate cyclase (adapté de ')

f) Cinaciguat

Le Cinaciguat présente de longues chaines aliphatiques qui sont bénéfiques pour
I’encapsulation dans des nanoparticules lipidiques comme suggéré avec le tréprostinil et I’ ACT-
333679. Les premieres formulations sont résumées dans le tableau Tableau I1.17. On n’observe
aucune modification des parametres de taille des nanoparticules. Par contre en termes
d’encapsulation, le Cinaciguat n’est pas encapsulé dans les nanoparticules neutres comme
affiché dans le Tableau II.18. De plus, I’encapsulation est plus importante au niveau du coeur

des nanoparticules par rapport au tréprostinil (60% vs 30%).

Apres ces résultats, nous avons décidé une augmentation du taux de charge des nanoparticules
pour les formulations cationiques a 3% puis 5%. Ces augmentations n’ont été testées que sur

les formulations C35 et sont résumées dans le Tableau I1.19.
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Tableau 11.17 : Caractéristiques de formulation des nanoparticules encapsulant le Cinaciguat a un taux de charge de 1.5%.

Nom Type de Taux de Taille PDI $ Potentiel Potentiel
formulation | nanoparticules* charge** s Zéta lmM | Zéta 10 mM
(nm) (mV) $$ (mV) $$
CINA 1 C35 35 0.118 19.1 11
1.5%
CINA 2 N50 55 0.162 -17.3 -6.8

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX

nm.

** masse de principe actif x 100 / masse des composé des nanoparticules
*#%* taille obtenue mesurée par DLS
$ Polydispersité mesurée par DLS

$$ Potentiel z&éta mesuré par ELD a 1mM et 10mM de Na*

Tableau 11.18 : Caractéristiques d’encapsulation des nanoparticules encapsulant le Cinaciguat a un taux de charge de 1.5%.

Efficacité .
Nom Type de Ta}lx' Qe charge d’encapsulation Taux de. charge | Encapsulation
. nanoparticules initial (%) (%) effectif (%) Coeur (%)
formulation " ©
CINA 1 C35 82 1.2 65
1.5%
CINA 2 F50 0% 0 0

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX

nm.

** masse de principe actif x 100 / masse des composants des nanoparticules lipidiques
*#% Pourcentage de principe actif restant apres dialyse par rapport avant dialyse

$ Taux de charge initial x Efficacité d’encapsulation
$$ Encapsulation au niveau du cceur mesurée par extraction sur phase solide
Tableau 11.19 : Augmentation du taux de charge des formulations Cinaciguat

Type de Taux de charge d’e]jilcssgt:ion Taux de charge | Encapsulation
Nom nanoparticules |  initial (%) p effectif (%) Ceeur (%)
formulation " (%)
** o $ 3%
CINA 3 C35 3% 100% 3% 61
CINA 4 C35 5% 91% 4.6 % 56

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX

nm.

** masse de principe actif x 100 / masse des composants des nanoparticules lipidiques
*##% Pourcentage de principe actif restant apreés dialyse par rapport avant dialyse

$ Taux de charge initial x Efficacité d’encapsulation
$$ Encapsulation au niveau du cceur mesurée par extraction sur phase solide

Ces résultats indiquent une excellente encapsulation du cinaciguat. Les résultats de stabilité
présentés dans la Figure II-9 montrent toutefois que les formulations chargées a 5% (CINA 4)

ne sont pas stables.

Apres examen plus précis des résultats de formulations et d’encapsulation, on retrouve pour les

formulations cationiques des pertes de cinaciguat qui se réalisent pendant la phase de
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préparation avant la dialyse comme indiqué dans le Tableau I1.20 et qui n’étaient pas prises en

compte lors du calcul de rendement d’encapsulation puisque ’on compare alors la

concentration de PA avant et apres dialyse.

Tableau 11.20 : Pertes de cinaciguat lors de la formulation

Nom de la Type de Taux de Perte lors de | Taux de Efficacité Taux de
formulation nanoparticules charge la charge d’encapsulation charge
" initial formulation initial (%) $% effectif
théorique (%) *** réel (%) $ ¢ (%) $$%
(%) **
CINA 1 C35 1.5 % 14% 1.29 % 82 1.1
CINA 3 C35 3 % 33% 2.01 % 100 2.01
CINA 4 C35 5% 36% 32 % 91 2.9
CINA S F80 1.5 % 9% 1.37 % 0 0

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX

nm.

** masse de principe actif x 100 / masse des composants des nanoparticules lipidiques
*#% Perte en principe actif lors de la sonication des nanoparticules

$ (100- Pertes lors de la formulation) x Taux de charge initial théorique

$$ Pourcentage de principe actif restant apres dialyse par rapport avant dialyse

$$$ Taux de charge initial réel x Efficacité d’encapsulation
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Figure 1I-9 : Stabilité des formulations de nanoparticules C35 encapsulant le cinaciguat a des taux de charges allant de 1.5 % a 5%. Les données d’encapsulations au ceeur sont présentées en
pointillés dans les barres d’encapsulation totale.
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Taux de charge % restant aprés Taux de Efficacité Taux de charge
Nom de' la Typg de Modification Observations initial théorique formulation ' ?l}arg? d’encapsulation effectif
formulation nanoparticules * initial réel
(%) s %) (%) $$ (%) $$$
CINA 7 C80 Test C80/vs C35 Dépot 3 75 225 87 1.96
CINA 8 80 Diminution Taux de Dépot 2 66 132 X X
charge

CINA 9 N8O Autre type d’huile Mauvais a§pect 5 ND ND X X

(Eldew) formulation
CINA 10 €80 Diminution Taux de Dépot 15 76 1.14 X X

charge
1 T65°C+
Diminution Taux de
CINA 11 C80 charge (au taux de Dépot 1.14 80 091 90 0.82
charge réel de CINA
10).
Moins de précipité
CINA 12 C80 Phase aqueuse pH 2 mais toujours 1.3 72 0.94 82 0.77
présent

CINA 13 80 Solubilisation dans Mauvais aspect 1.6 81 13 93 121

Acétone

T 65°C + PE
CINA 14 C80 Solubilisation longue Dépot 1.5 87 1.3 75 0.98
CINA 15 C80 5% Cire Dépot + 1.6 80 1.28 80 1.02

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX nm.

** masse de principe actif x 100 / masse des composants des nanoparticules lipidiques

*##% 100-Perte en principe actif lors de la sonication des nanoparticules
$ (100- Pertes lors de la formulation) x Taux de charge initial théorique
$$ Pourcentage de principe actif restant aprés dialyse par rapport avant dialyse

$$$ Taux de charge initial réel x Efficacité d’encapsulation

Tableau 11.21 : Essais d’amélioration de la formulation du Cinaciguat dans les nanoparticules cationiques.
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On observe une forte perte de cinaciguat lors de la préparation de formulations cationiques qui
se caractérise par un dépot blanchétre sur les parois du flacon, ce dépdt n’étant pas présent sur
les formulations neutres. L hypothese la plus probable est une complexation ionique entre le
cinaciguat et les phospholipides chargés positivement. Plusieurs tests ont été réalisés afin de
diminuer la présence de ce dépdt notamment une augmentation de la température de
solubilisation et de sonication ainsi qu’une formulation a pH 2 (pour diminuer la présence du
complexe par protonation des groupements carboxyl du Cinaciguat). Les tests réalisés sont

résumés dans le Tableau 11.21.

Aucune des formulations cationiques testées n’a permis de diminuer la présence du dép6t. Nous
avons donc choisi d’interrompre le développement des nanoparticules chargées de cinaciguat
dans D’attente des résultats des autres principes actifs plus prometteurs. Il existe également
d’autres activateurs de la guanylate cyclase (Figure II-10). Le BAY 60-2770 possede une
structure similaire au cinaciguat alors que le HMR 1776 et S-3448 sont structuralement

différents. Nous ne les avons pas testés durant cette these.

. -OH

Cinaciguat BAY 60-2770
o, ?’.p o 0
o) /F‘“./S"N/\“] 3
|
./"“x_N f"“‘“‘\*_,fj "'-\,\/0

&

R

I\l.l_ Na'
O=F~ =
o ] >
S
&l

HMR 1766 S-3448

Gl T

Figure II-10 : Structure physicochimique des activateurs de la guanylate cyclase (adapté de '8)
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g) Tadalafil

Le Tadalafil est un inhibiteur de phosphodiestérase qui a déja été encapsulé dans des
nanoparticules lipidiques dans la littérature '°. Il présente une structure similaire au Riociguat
avec beaucoup de cycles aromatiques sans longues chaines aliphatiques. Les premieres
formulations réalisées ont démontré que ce principe actif était totalement incompatible avec les
formulations de Lipidots. En effet, apres formulation, au lieu de retrouver une dispersion
limpide, on obtient une dispersion avec un aspect laiteux donc polydisperse comme montré

dans le Tableau I1.22 et 1a Figure II-11.

Tableau 11.22 : Caractéristiques de formulation et d'encapsulation des nanoparticules encapsulant le Tadalafil. Les mesures
de tailles ont été réalisées avant la dialyse.

Taux
Type de Taux de | Taille , Efflcacne. de Encapsulation
nanoparticules Coeeur charge PDI | d’encapsulation chargg Ceeur (%)
NOM s (%) (nm) o (%) effectif
* ok $ (%) ££
$$%
£
TAD 1 C35 25.% Formulation non réussie
Cire
TAD 2 N50 25.% 70 0.358 24 0.36 11
Cire
TAD 3 N50 5(.)% 1.5% 73 0.416 22 0.33 14
Cire
TAD 4 N50 75% 79 | 05 23 0.35 1
Cire
TAD 5 N50 5% Cire ND ND 29 0.44 ND

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX
nm.

*# Ratio lipidique du cceur des formulations

*##%* masse de principe actif x 100 / masse des composants des nanoparticules lipidiques

$ Taille obtenue mesurée par DLS

$$ Polydispersité mesurée par DLS

$$$ Pourcentage de principe actif restant aprés dialyse par rapport avant dialyse

£ Taux de charge initial x Efficacité d’encapsulation

££ Encapsulation au niveau du coeur mesurée par extraction sur phase solide
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Figure 1I-11 : Taille des nanoparticules Tadalafil. Pour les formulations contenant du Tadalafil, on retrouve deux
populations de nanoparticules a 50 et 500 nm indiquant la déstabilisation des nanoparticules.

Dans I’article de Baek et al, la solubilité était faible dans 1’huile de soja avec une concentration
maximale de 1.12% et la solubilité était maximale de 1.98% dans de I’huile d’olive (m/m) '3.
Comme la plupart des principes actifs, la solubilité était également plus faible dans les différents
lipides solides testés. En calculant par rapport a nos formulations, la concentration du Tadalafil
par rapport a la phase huileuse était de 13%, 6.6%, 4.4% et 3.5% pour les formulations TAD 2
a 5 respectivement. Une formulation avec une saturation maximale de 1’huile (1.1%) aurait un
taux de charge de 0.43 % soit proche des résultats de taux de charge effectif retrouvé pour les
formulations confirmant ainsi les résultats de I’article de Baek et al. Nous avons décidé
d’abandonner le Tadalafil du fait de la grande quantité d’expériences nécessaires pour modifier

le type d’huile et/ou de surfactant des nanoparticules et de les tester.
h) Sildénafil

Le Sildénafil est un inhibiteur de phosphodiestérase qui a déja été encapsulé dans des
nanoparticules lipidiques dans la littérature 2. Sa structure physicochimique est également trés
différente de celle du Tadalafil. Malgré cela, son encapsulation semblait difficile a cause de sa
structure physicochimique similaire au Riociguat avec des cycles aromatiques. Pour les
premieres formulations (1 a 3), nous sommes partis sur des formulations neutres a cause du
faible rationnel de I’utilisation de formulations cationiques (pas d’interaction ionique possible

entre les tensio-actifs de la couronne et le Sildénafil). Nous avons fait varier la composition en
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cire dans le coeur du classique 25% a 75%. Comme montré dans le Tableau I1.23,

I’encapsulation du Sildénafil dans des nanoparticules neutres de 50 nm ne modifie pas les

parametres de taille des nanoparticules contrairement au Tadalafil.

Tableau 11.23 : Caractéristiques de formulation des nanoparticules encapsulant le Sildénafil a un taux de charge de 1.5%.

Nom Type de Ceeur | Tauxde | Taille PDI $$ Potentiel Potentiel
formulation nanoparticules s charge (nm)$ Zéta IlmM | Zéta 10 mM
* (%) (mV) $$$ (mV) $$
etk
SILD 1 N50 25% 54 0.149 -13.2 -6.1
Cire
SILD 2 N50 50% 49 0.149 -12.4 -5.5
. 1.5%
Cire
SILD 3 N50 75% 47 0.149 -11.4 -6.2
Cire

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX

nm.

*% Ratio lipidique du cceur des formulations

*#* masse de principe actif x 100 / masse des composé des nanoparticules
$ Taille obtenue mesurée par DLS
$$ Polydispersité mesurée par DLS

$3$$ Potentiel z&ta mesuré par ELD a 1mM et 10mM de Na*

Tableau 11.24 : Caractéristiques d'encapsulation des nanoparticules encapsulant le Sildénafil a un taux de charge de 1.5%.

Nom de la Type de Ceeur Taux de Efficacité Taux de .
. . s . Encapsulation
formulation | nanoparticules . charge d’encapsulation charge Ceeur (%)
* initial (%) (%) effectif (%) ¢
sk $ $3 $3%

SILD 1 N50 25% Cire 46 0.69 7

SILD 2 N50 50% Cire 1.5% 44 0.66 8

SILD 3 N50 75% Cire 46 0.69 8

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX
nm.

*%* Ratio lipidique du cceur des formulations

*#* masse de principe actif x 100 / masse des composants des nanoparticules lipidiques

$ Pourcentage de principe actif restant aprés dialyse par rapport avant dialyse

$$ Taux de charge initial x Efficacité d’encapsulation

$$$ Encapsulation au niveau du coeur mesurée par extraction sur phase solide

Comme montré dans le Tableau I1.24, on observe une forte perte du principe actif dans les
formulations neutres lors de la dialyse, supérieure a 50%. De plus, 1’encapsulation mesurée par
SPE est tres faible démontrant ainsi la faible capacité d’encapsulation au cceur dans les Lipidots.

Nous avons réalisé deux autres formulations pour évaluer I’encapsulation dans des
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nanoparticules cationiques ainsi que I’impact de I’utilisation d’eau distillée comme phase
dispersive et phase de dialyse. Comme montré dans le Tableau II.25, I'utilisation de
nanoparticules cationiques ne modifie pas les parametres d’encapsulation par rapport aux
formulations neutres. L’utilisation d’eau distillée diminue le taux de charge effectif avec une
perte de sildénafil encore plus importante (80%). En effet, la solubilité en solution est médiée
selon le pH comme décrit dans I’article d’Elnaggar et al avec une solubilité maximale dans un

tampon citrate (pH 5) due au groupement pipérazine (pKa 8.7).!2

Une meilleure encapsulation
aurait pu étre obtenue en utilisant une phase aqueuse basique (tampon bicarbonate) pour limiter
I’ionisation du groupement pipérazine et donc diminuer encore la polarité du Sildénafil et ainsi
favoriser au maximum son encapsulation. Nous avons cependant décidé d’abandonner le

développement des nanoparticules chargées en sildénafil.

Tableau 11.25 : Formulation additionnelles pour le Sildénafil

Type de o Taux de Efficacité Tauxde | Encapsulation
Nom de la nanoparticules Modification charge d’encapsulation charge Coeur (%)
formulation % du ceeur initial effectif
(%) ** (%) *** (%) $ $$
SILD 4 N50 Formulée 19 0.29 10
dans I’eau
distillée 15%
SILD 5 C80 Formulation 46 0.69 6
cationique

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX
nm.

** masse de principe actif x 100 / masse des composé des nanoparticules

*##% Pourcentage de principe actif restant apreés dialyse par rapport avant dialyse

$ Taux de charge initial x Efficacité d’encapsulation

$$ Encapsulation au niveau du cceur mesurée par extraction sur phase solide

Concernant les autres inhibiteurs de PDE 5, ils possedent tous une structure similaire soit au
tadalafil ou au sildénafil comme montré dans la Figure II-12. Il semble ainsi peu intéressant

d’évaluer I’encapsulation des autres molécules de cette classe.
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Figure II-12 : Structure physicochimiques des inhibiteurs de phosphodiestérases 5 19

i) Conclusion de I’étude de screening

Dans cette étude de screening, nous sommes partis de 6 principes actifs candidats issus de 3
classes thérapeutiques, testés dans de nombreux types de formulations, cationiques ou neutres.
Nous avons pu ainsi déterminer 2 candidats treés prometteurs en termes de capacité
d’encapsulation totale, d’encapsulation au cceur et de stabilité a 6 mois: le tréprostinil encapsulé
dans des nanoparticules cationiques et 1’ACT-333679 encapsulé dans des nanoparticules

cationiques et neutres. Le cinaciguat est gardé en candidat de réserve du fait des problémes de

formulations.
Taux de Pourcentage
Principe actif Nanoparticule d’encapsulation
charge max
au coeur
Tréprostinil Cationiques 5% 30 %
Cationiques 5% 60 %
ACT-333679
Neutres 1.2% 30 %
Cinaciguat Cationiques 3% 60 %

Tableau 11.26 : Tableau récapitulatif des résultats de la phase de screening

Cette phase de screening nous a permis d’évaluer plusieurs caractéristiques physicochimiques
pour I’encapsulation dans nos vecteurs lipidiques. Ainsi il est facile d’obtenir I’encapsulation
de principes actifs présentant des groupements aliphatiques longs car ceux-ci augmentent la

solubilité dans la phase huileuse. L’utilisation de surfactants chargés permet également
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d’augmenter leur encapsulation par rapport a une formulation neutre par le biais d’interactions
ioniques. Comme montré par le Cinaciguat, cette complexation ionique n’est pas
systématiquement bénéfique pour 1’encapsulation. De plus, la complexation ionique provoque
une diminution du potentiel zéta. Cette diminution pourrait provoquer une diminution de la
stabilité des nanoparticules par diminution de la répulsion ionique. Nous avons cependant
montré que nos nanoparticules restaient stables apres un stockage 6 mois sans doute grace a la
répulsion stérique provoquée par le surfactant PEGylé. Ces résultats de stabilité colloidale et
d’encapsulation sont néanmoins a confirmer car une seule formulation a été€ suivie dans le temps

afin de réduire les cofits associés a la formulation.

L’étape réalisée en parallele de cette phase de screening a été le développement de gels de

nanoparticules afin de permettre I’application facile sur des ulceres.
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B. Formulation de gels de nanoparticules pour application topique

1. Stratégie de formulation

L’application directe d’une formulation « pure » de nanoparticules lipidiques sur la plaie n’est
pas souhaitable. En effet, d’une part cela formerait un film lipidique visqueux propice a la
macération et d’autre part, cela impliquerait I’application d’une quantité importante de
nanoparticules chargées d’ou des colits importants. Dans tous les cas, I’application topique sur
ulcere nécessite une formulation maximisant le contact entre la plaie et la formulation. Plusieurs
stratégies de délivrance locale existent comme 1’utilisation de gels, d’hydrogels ou de
pansements. Dans ce travail de these, nous avons choisi la formulation sous forme de gel. En
effet ces formulations permettraient de controler la quantité de produit délivré par rapport a
I’utilisation de pansements. Les pansements et certains hydrogels possédent par contre
I’avantage de pouvoir contrdler de maniere fine la délivrance des traitements. Ces deux types
de délivrance ont déja fait I’objet de recherche dans le cadre des Lipidots avec la these de Lisa

Racine sur des hydrogels de CMC-PEG et des éponges de chitosan.?’

Il existe plusieurs stratégies de formulation de gels. La principale stratégie est 1’utilisation d’un
excipient épaississant qui augmente la viscosité de la formulation par la réalisation d’un réseau
tridimensionnel. Il est également possible de réaliser des gels directement avec les
nanoparticules en les formulant sous forme concentrée comme montré dans les travaux de these
de Thomas Delmas.?! A partir d’une concentration massique supérieure 2 350 mg/ml, on
retrouve une augmentation de la viscosité des formulations due a la formation d’un gel
physique. Comme expliqué en préambule, nous n’avons pas retenu ce mode de gélification car
il fait intervenir des quantités initiales importantes de principes actifs et ne permet pas de

controler de maniere fine la viscosité obtenue.

Les principaux polymeres utilisés sont soit des polymeres de synthese comme les
Carbopols ou des polymeres issus de la cellulose comme la carboxymethylcellulose ou
I’hydroxypropylmethylcellulose. Les polymeres testés ont été trouvés par recherche

2

bibliographique dans le Handbook of Pharmaceutical Excipients ?* qui liste en détail les

excipients utilisés en industrie pharmaceutique.

Le Tableau I1.27 représente les différents composés permettant de formuler des gels. Les
premiers tests réalisés ont consisté en une solubilisation des polymeres (en général par

dispersion dans de I’eau chaude ou dans un non solvant) et un ajout d’une formulation de
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nanoparticules neutres formulées dans du PBS 1X. Les composés ioniques
(Carboxymethylcellulose, Carbopol, Gomme Xanthane) ont été rapidement écartés car ils
provoquaient une déstabilisation des nanoparticules cationiques liée a une complexation
ionique. Parmi les composés non ioniques, I’ hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) s’est
révélée étre le meilleur candidat par sa facilité de formulation et sa compatibilité avec les
nanoparticules. La gomme guar présentait un aspect non homogene lié¢ a la difficulté de

solubilisation du polymere.

Les premiers essais de formulations avec I’HPMC ont montré un effet de la phase aqueuse lors
de la formulation de gels. Ainsi lorsque les gels étaient formulés en partie a partir de PBS, on
retrouve une déstabilisation physique des gels comme montré dans la Figure II-13. Cet effet
était présent a des quantités en sels méme faibles ([NaCl] = 20mM). L’augmentation des
concentrations en HPMC permet de freiner ce phénomene par 1’augmentation de la viscosité

mais méme des gels a 2% présentaient ce phénomene.

La synérese des gels en milieu ionique (i.e. séparation d'un liquide de son gel) est liée a une
diminution des interactions eau-polymere car les interactions sels-eau deviennent
prédominantes. Le polymere interagit alors de maniere préférentielle avec lui-méme par
interaction hydrophobe entrainant sa contraction et expulsion de 1’eau avec les nanoparticules.*’
La solution fut de formuler les nanoparticules en milieu aqueux non ionique, permettant

d’obtenir un gel stable sans synérese méme en conditions de faible viscosité.

Figure II-13 : Synérese des gels d'HPMC en milieu ionique. Les nanoparticules sont formulées avec un fluorophore bleu
(DiD) afin de déterminer visuellement I’homogénéité du gel. Apres quelques jours, on retrouve une couche concentrée de
nanoparticules sur la partie supérieure du gel.
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Nom du polymere

Structure chimique

Caractéristiques principales
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Tableau 11.27 : Polymeres testés lors de la phase de sélection de polymeres épaississants
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2. Formulation de gels a partir de I’hydroxypropylméthylcellulose (HPMC)

L’hydroxypropylméthylcellulose représente ainsi le meilleur polymere candidat par son

caractere non ionique et sa simplicité de formulation.

a) Mise au point du protocole de formulation

Caractéristiques de ’'HPMC utilisée

L hydroxypropylméthylcellulose (HPMC) est un polymere issu de la modification chimique de
la cellulose par ajout de groupements hydroxypropyles et de groupements méthyles (voir
Figure 11-14). L’HPMC utilisée correspond a la spécification de la Pharmacopée américaine
(USP) avec un poids moléculaire moyen de 80 kDa et une répartition en groupement
hydroxypropyles de de 7 a 12 % et de groupements méthyles de 28 a 30 %. (Sigma). On s’ attend
2 obtenir une viscosité d’environ 4 Pa.s' 4 une concentration massique de 20mg/g et une

température de 20°C.
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HO =T o
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! 4}
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0
S
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CH,
j\ HE™ o
Ho™ 0OH 5
L J iy

Figure 1I-14 : Structure chimique de I’hydroxypropylméthylcellulose.

Protocole final de formulation

Pour rajouter les nanoparticules dans le gel d’HPMC, il est nécessaire d’avoir une concentration
initiale élevée pour réduire au maximum le facteur de dilution. Pour cela une étape de
concentration de la dispersion de nanoparticules est réalisée avec des filtres a centrifuger
(Amicon) ayant un seuil de coupure de 100 kDa. Apres pesée du filtre vide, un nettoyage ce
celui-ci avec 3 ringages a 1’eau distillée est effectué afin d’enlever le glycérol utilis€é comme
conservateur du filtre. La solution de nanoparticules est ensuite ajoutée et le filtre pesé a
nouveau afin de déterminer la masse de nanoparticules ajoutée. Le filtre est ensuite centrifugé

a 4000 rpm a 20 °C pendant 15 minutes pour les formulations cationiques (C80/C35) et
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30 minutes pour les formulations neutres (N80). Le rétentat est pesé afin de déterminer la
concentration finale en nanoparticules apres un nettoyage a ’eau distillée du filtre afin de
récupérer les nanoparticules restantes sur le filtre. Cette méthode permet d’obtenir des
formulations de nanoparticules a environ 100 mg/ml avec peu de pertes en principe actif lors

de cette phase de filtration (<5 %).

Apres pesée de 'HPMC dans un flacon de 4 ml, on rajoute de 1’eau distillée préalablement
chauffée a 85 °C. On agite ensuite la dispersion d’HPMC a I’aide d’un barreau aimanté pendant
5 minutes afin de bien hydrater le polymere tout en maintenant le vial a 85 °C avec un bain
marie. Le flacon est ensuite mis a température ambiante et on rajoute de 1’eau distillée a 4 °C
afin de former le gel. L’ajout des nanoparticules ou des émulsions se fait apres 2 minutes
d’agitation afin d’éviter I’impact des hautes températures sur la stabilité des particules. Le gel
est ensuite agité pendant 1 heure a température ambiante afin d’homogénéiser la formulation.
Une fois homogenes, les gels sont stockés a 4 °C et sont caractérisés le lendemain (taille,

concentration, encapsulation, et rhéologie).

Essais préliminaires avec les nanoparticules

Lors de ce travail de screening, nous avons pu tester plusieurs types de nanoparticules : des
nanoparticules neutres de 80 nm ainsi que des nanoparticules cationiques de 35 et 80 nm (N8O,
C35 et C80 respectivement). Nous avons donc préparé plusieurs gels a partir de ces
nanoparticules a une concentration en nanoparticules dans le gel de 25mg/g et nous avons suivi
ces formulations en DLS afin d’évaluer I'impact de la formulation gel sur la stabilité des

nanoparticules.

Tableau 11.28 : Caractéristiques colloidales des nanoparticules formulées dans un gel a 1% d'HPMC.

JO M1
Formulation * Taille (nm) ** PDI *** Taille (nm) ** PDI ***
C80 70.7 0.164 73.6 0.172
N80 81.0 0.168 80.9 0.169
C35 29.4 0.234 31.6 0.250

* CXX : nanoparticules lipidiques cationiques de taille moyenne de XX nm ; NXX : nanoparticules lipidiques neutres de taille moyenne XX

nm.
** Taille mesurée par DLS

*#% Polydispersisté mesurée par DLS
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Les résultats de DLS sont présentés dans le Tableau I1.28. On observe une bonne stabilité des
formulations cationiques et neutres de 80nm. Pour les formulations C35, on retrouve une
modification de taille mesurée par DLS comme montré dans la Figure II-15. Cette modification
est associée a la charge des nanoparticules mais également a la faible taille des nanoparticules

car on la retrouve également pour des nanoparticules neutres de 30nm (N30).
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Figure II-15 : Mesure par DLS de la taille des nanoparticules formulées dans un gel d’HPMC. Pour les formulations C35 et
N30 (b et d respectivement), on retrouve une déstabilisation lors de la formulation dans un gel &’ HPMC 1%. Les
caractéristiques de tailles ne sont pas modifiées pour les formulations C80 et N8O (a et ¢ respectivement).

Au vu de ’instabilité des formulations de petites tailles (C35) en gel d’HPMC, nous avons

décidé de n’utiliser que les formulations C80 et N80.

b) Analyse des caractéristiques des formulations finales : Rhéologie

Méthodologie et Protocole expérimental
La rhéologie permet de caractériser la structure d’un gel et des interactions gel-nanoparticules.

L’étude rhéologique des gels permet d’évaluer la stabilité de ceux-ci en conditions de stockage
et de caractériser les propriétés de délivrance du gel. Nous avons premicrement étudié les
caractéristiques du gel seul avant d’observer I’impact des nanoparticules dans le gel. Il était
également intéressant d’observer I’impact de la présence de sels sur les propriétés rhéologiques
du gel car nous avons démontré que lorsque les gels sont formulés en présence de sels, on

retrouve un phénomene de synérese important.
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Les gels formulés ont été analysés a I’aide d’un rhéometre Kinexus Pro (Malvern Instruments).

Les mesures ont été réalisées a I’aide d’un systeme cone-plan de rayon 40 mm et d’angle 4°.

Les mesures de viscosités ont été réalisées a une température constante de 25°C avec des taux
de cisaillement compris entre 0.15 et 100 s, Les mesures ont été réalisées en triplicata sur trois

échantillons de gels indépendants et sont exprimées sous la forme de moyenne + écart type.
Impact de la concentration d”HPMC

La Figure II-16 résume la viscosité des gels d’HPMC (1%, 1.5% et 2% m/m) pour des forces
de cisaillement croissantes. On observe 1’augmentation attendue de la viscosité lors de

I’augmentation des concentrations avec les formulations a 2%.

10
9 _ —@— HPMC 1%
g _
7 —@—HPMC 1,5%
F“t/’
c 6
o —@— HPMC 2%
PR
(%]
S 4 L
K2
>

0,1 1 10 100
Taux de cisaillement (s?)
Figure II-16 : Rhéologie des gels formulés a base d'HPMC sans nanoparticules.

Impact de la formulation : Concentration ionique.

Durant la phase de screening, nous avons remarqué que 1’utilisation de PBS ou de NaCl dans
les formulations d’HPMC provoquaient une instabilité du gel nécessitant une viscosité
importante afin de retarder le phénomene de synéreése. On ne retrouve pas de modification
des caractéristiques de la viscosité lors d’une application d’un taux de cisaillement

croissant pour des gels a 1% (Figure 1I-17).
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Figure II-17 : Rhéologie de gels 1% HPMC avec une variation de la concentration ionique (n=3) (NaCl 0.45% = 0.077 M).

Impact des nanoparticules sur les caractéristiques rhéologiques : role de la taille

Nous avons fait varier la taille des nanoparticules introduites dans le gel ’HPMC avec une
concentration massique de nanoparticules constante a 2.5% et une concentration massique
constante en HPMC a 1%. Les résultats sont résumés dans la Figure II-18. On observe une
diminution de la viscosité aux faibles taux de cisaillement (entre 0.15 et 1s!) lors de
I’introduction de nanoparticules dans les gels. Ceci va pouvoir impacter sur la viscosité de

stockage et donc sur la stabilité des formulations.
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Figure 1I-18 : Impact de la taille des nanoparticules sur la viscosité des gels. Les résultats sont affichés en moyenne + écart
type (n=3).
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Impact des nanoparticules : Role de la charge de surface

Sachant que la majeure partie de nos candidats s’encapsulent avec de bonnes caractéristiques
dans les nanoparticules cationiques, nous avons vérifié les caractéristiques du gel en présence
de nanoparticules cationiques. Lors de I’étape de screening, nous avons observé visuellement
une augmentation de la viscosité des gels avec les nanoparticules cationiques. La Figure II-19
montre qu’a taille et concentration massique constante (80 nm et 2.5%), nous retrouvons une

augmentation de la viscosité des gels ayant des nanoparticules cationiques.
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Figure II-19 : Impact de la charge de surface des nanoparticules sur la viscosité des gels. Les résultats sont affichés en
moyenne * écart type (n=3).

c) Essai de stérilisation par autoclavage

L"HPMC est un polymere qui peut se stériliser de deux manieres différentes : la stérilisation de
la poudre seche puis la formulation en conditions stériles ou un autoclavage terminal afin de
stériliser la formulation. La filtration terminale a 0.22 um n’est pas possible a cause de la

viscosité élevée des formulations.
Nous avons évalué I’effet de 1’autoclavage sur différentes formulations :

- Un gel ’HPMC 1%
- Un gel ’HPMC 1% + nanoparticules N80 a 2.5%
- Un gel ’HPMC 1% + nanoparticules N80 a 2.5%
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- 3 gels ’HPMC 1% + nanoparticules N80 a 2.5% encapsulant I’ACT-333679 a 0.9%.

Les gels d’ACT-333679 ont été comparés avant et apres autoclavage et comparées a la

formulation initiale réalisée pour la formulation de ces 3 gels.

Les résultats de mesure de taille, de potentiel zéta, d’encapsulation et de rhéologie sont
présentés dans la Figure II-21. L’Homogénéité correspond a la variation totale de la
concentration en principe actif dans le gel. Une valeur inférieure a 10% est considérée comme

bonne.

Comme montré sur la Figure II-20, apres autoclavage, on trouve une précipitation de I’HPMC
due a la forte température liée a 1’autoclavage. L’HPMC peut ensuite se disperser avec une

agitation légere.

Figure 11-20 : Précipitation de 'HPMC avant (gauche) et immédiatement apres autoclavage (droit). On observe une
précipitation de I’HPMC lors de I'autoclavage des formulations.

On observe une augmentation de taille des nanoparticules de 80 nm a 140 nm apres autoclavage.
On observe par contre une diminution de I’index de polydispersité et les courbes obtenues en
DLS ne présentent aucun agrégat. Au niveau de la charge de surface des nanoparticules, on

observe une augmentation 1égere du potentiel Zéta.
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Concernant les caractéristiques d’encapsulation, on retrouve une faible diminution de

I’encapsulation de I’ACT-333679 mais celle-ci restant acceptable

Concernant les parametres rhéologiques, ’autoclavage des gels d’HPMC provoque une
diminution de la viscosité. Dans les gels chargés en nanoparticules, on retrouve au contraire
une augmentation de la viscosité qui pourrait étre liée a la taille plus importante des

nanoparticules.

Ainsi I’autoclavage ne représente pas une méthode acceptable de stérilisation des gels de
nanoparticules. Un procédé plus simple consisterait en 1’autoclavage du gel et ajout en
conditions stériles de nanoparticules filtrés sur 0.22um. Dans le cadre de la thése, nous avons
choisi des formulations non stériles par facilité de préparation et du faible risque infectieux

présent chez les murins.
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Figure 1I-21 : Résultats de taille, de charge, d'encapsulation et de rhéologie des formulations 1% HPMC N8O autoclavés en
comparaison a la formulation initiale et aux gels initiaux. Pour les résultats d’encapsulation, les barres hachurées représentent
la concentration au cceur des nanoparticules.

3. Etude de stabilité d’encapsulation sur 6 mois

a) Protocole expérimental

Les gels ont été analysés de la méme maniere que les solutions de nanoparticules « pures ».
Pour I’analyse de la concentration en principe actif, nous réalisons une mesure de la
concentration du gel en triplicata a trois hauteurs distinctes afin de calculer la disparité de la
concentration en principe actif selon 1'Equation II-5. L’homogénéité de la formulation est
bonne lors que la valeur est inférieure a 10% (moins de 10% de variation de la concentration
en principe actif dans le gel). Les échantillons de gels prélevés sont pesés et dilués dans du
PBS 1X afin d’obtenir une concentration en particules de 1 mg/g. Pour I’analyse de la

concentration encapsulée par SPE, nous avons réalisé une dilution de gel a 2,5 mg/g dans du
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PBS 1 X. Nous avons également réalisé un suivi de stabilité similaire sur les formulations

initiales n’ayant pas HPMC avec une concentration en nanoparticule fixée a 25mg/ml.

100 * Ecart Type
Moyenne

Disparité (%) =

Equatirm 1I-5 : Calcul de I’homogénéité des gels

Nous sommes partis sur un taux de charge effectif a 3% dans les nanoparticules cationiques et
de 0.9% pour I’ACT-333679 dans les nanoparticules neutres. Le treprostinil a été encapsulé a
un taux de charge effectif de 3% dans les nanoparticules cationiques. Un essai de formulation
du cinaciguat a un taux de charge effectif de 2% a également été réalisé. Nous avons également
sélectionné une concentration d’HPMC finale a 1% (m/m) afin de faciliter I’application sur les
plaies par rapport a une concentration de 1.5% par rapport aux viscosités observées en

rhéologie.

Les figures Figure I1-22 a Figure II-25 résument les différents suivis de stabilités pour chaque
couple nanoparticule-principe actif. Les résultats obtenus avec les gels sont présentés pour au

minimum n=3. Les résultats de stabilités sont affichés en termes de moyenne + écart type.
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b) Stabilité des formulations tréprostinil
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Figure 1I-22 : Suivi de stabilité des nanoparticules cationiques encapsulant le tréprostinil. a) formulations de références en milieu aqueux b) formulations HPMC 1%
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c) Stabilité des formulations ACT-333679
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Figure 11-23 : Suivi de stabilité des nanoparticules cationiques encapsulant I’ACT-333679 a) formulations de références en milieu aqueux b) formulation HPMC 1%
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Figure 11-25 : Suivi de stabilité des nanoparticules cationiques encapsulant le cinaciguat a) formulations de références en milieu aqueux b) formulation HPMC 1%
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e) Conclusion de la phase de stabilité des gels

Cette phase d’étude a permis d’évaluer la stabilité des gels contenant des nanoparticules avec
principe actif en conditions similaires de concentration de principe actif (25mg/g) et de stockage
(4°C). Pour toutes les formulations, on retrouve une excellente homogénéité démontrant ainsi

une absence de synérese.

Pour le tréprostinil encapsulé dans les nanoparticules cationiques, on observe une
diminution constante de I’encapsulation dans les deux types de formulation liquides et gel.
Lors de I’étape de stabilité de la phase de screening, nous n’avions pas observé ce phénomene.
Il s’agit de I’'impact défavorable de la formulation des nanoparticules dans I’eau distillée par

rapport aux formulations PBS.

On ne peut pas conclure pour le cinaciguat dans les nanoparticules cationiques car un seul gel
a été testé et nous n’avons pas de contrdle liquide dans les mémes conditions de concentration

(25mg/g LNP).

Pour ’ACT 333679 encapsulé dans des nanoparticules cationiques, on observe une
excellente stabilité des gels a 6 mois malgré une faible baisse initiale de 750 ug/g (soit 3% de
taux de charge effectif) a) 700ug/g (soit 2.8 % de taux de charge effectif). Il ne semble pas y

avoir cette diminution pour les formulations liquides.

L’ACT 333679 encapsulé dans des nanoparticules neutres est également stable. On
observe cependant une forte différence de stabilité entre les formes liquides et les formes gels.
Ainsi I’ACT 333679 n’est plus stable dans les formulations liquides dans ’EMQ par rapport
aux tests initiaux réalisés dans les formulations PBS. On observe un effet stabilisateur des

formulations gels vis-a-vis de I’encapsulation.

Concernant les parametres de taille et de charge des nanoparticules, comme dans la phase de
sélection des gels, on observe une augmentation légere de la taille et de la polydispersité qui
semble beaucoup plus importante dans les formulations cationiques que dans les formulations
neutres. De plus on observe une différence marquée au niveau de la stabilité du potentiel z€Eta.
Ainsi la formulation dans les gels apporte une diminution de la valeur du potentiel z€ta mais
cette diminution est également plus importante dans le temps (Figure II-26). Cette diminution
va pouvoir impacter la stabilité des nanoparticules par diminution des effets électrostatiques

répulsifs.

160



Zeta Potential (mV)

15,00

10,00

0,00

b) 40,00

Zeta Potential (mV)

15,00

10,00

0,00

Figure 11-26 : Impact de 'HPMC sur le potentiel Zéta des formulations cationiques. a)formulations aqueuses b)

L Zelat o

I ZetalOmi
T T
—— =
1
E&I -
20 1 M3 MG
I Zetal miM
I ZetalOmM
i —
20 I M3 ME

formulations gels.

161



C. Formulation d’émulsions

Comme décrit dans la revue, il est nécessaire d’évaluer 1’effet de la nanoencapsulation par
rapport a une formulation de référence. Le tréprostinil est disponible uniquement sous forme
liquide (Remodulin, liquide pour administration sous-cutanée) et I’ACT-333679 se présente
uniquement sous la forme de comprimé sous la forme de sa prodrogue, le selexipag
(UPTRAVI). 1l aurait été possible de formuler un gel pour application topique a partir de la
solution commerciale de tréprostinil mais cette solution comporte plusieurs excipients et n’est

donc pas comparable.

N

Nous avons donc testé la formulation d’émulsions ayant une composition similaire a nos

nanoparticules afin d’évaluer le bénéfice de la forme nanoparticule.
1. Phase de sélection des formulations

Lors de cette phase, nous avons choisi les deux types de nanoparticules qui, issues de notre
phase de sélection des combinaisons nanoparticules - principes actifs, ont été utilisées pour les

formulations gels.

. Ceeur des Phospholipides Phospholipides Surfactant
Fonction . - Rt R
nanoparticules neutres cationiques pégylé
Composants Huile Concentration
de Cire S75 SPC-3 DOTAP DOPE Myrj40 Glycérol | PBS théorique
Formulations soja (mg/ml)
C80 (diluée) 67,1 22,4 X 2.2 15 X 43,1 1000 1800 54,5
EM_C_1 59.7 X 1.5 10 X 28.8 0 900 100
N8O (diluée) 81,6 27,2 13,3 X X X 79 1000 1800 72,1
EM_N_1 53.9 6.6 X X X 39.5 0 900 100

Le premier composant enlevé pour obtenir une émulsion était la cire dont la masse a été
remplacée par de ’huile. Nous avons également fixé une concentration finale de 100mg/ml afin
de pouvoir facilement incorporer les émulsions dans les gels avec une faible dilution du gel.
Enfin, nous avons préparé les émulsions dans 1’eau distillée au lieu du PBS pour étre dans des

conditions identiques a celles retenues pour les nanoparticules.
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Les premiers tests utilisant les formulations EM_C_1 et EM_N_1 ont montré leur limite pour

la formulation de préemulsions. Ainsi pour le tréprostinil et I’ACT-333679 on retrouve une

déstabilisation massive de ces formulations avec une diminution importante de 1’homogénéité

du gel comme montré dans la Figure II-27. Les formulations EM_C_1 ne sont donc pas

adaptées. Nous avons réalisé également quelques tests sur les formulations EM_N_1. Sur ces

formulations, on retrouve le méme comportement général en plus d’un précipité majeur de

I’ ACT lors de son incorporation a un taux de charge de 3%.

Nous avons donc décidé d’enlever le surfactant pegylé de ces formulations comme résumé dans

le Tableau I1.29.
Composants Huile Concentration

de Cire S75 SPC-3 DOTAP DOPE Myrj40 Glycérol | PBS théorique

Formulations soja (mg/ml)
EM_C_1 59.7 X 1.5 10 X 28.8 0 900 100
EM_C_2 59.7 X 30.3 10 X X X 900 100
EM_N_1 53.9 6.6 X X X 39.5 0 900 100
EM_N_2 53.9 46.1 X X X X X 900 100

Tableau 11.29 : Modification additionnelles des formulations émulsions. En gras, modifications par rapport aux formulations

initiales

Les formulations EM_N_2 ont montré un mauvais aspect général avec une forte viscosité et

une homogénéité faible. Sur un test de formulation avec 1% d’ACT, on retrouve une

déstabilisation des émulsions comme montré sur la Figure I1-28.
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Figure 1I-28 : Homogénéité des formulations ACT dans les émulsions neutres.

Ainsi nous avons choisi les formulations EM_C_2 qui présentent un bon aspect général. Ainsi
le tréprostinil est capable d’étre vectorisé dans cette émulsion a un taux de 3% comme démontré
dans la Figure II-29. Cette solubilisation est stable mais inférieure a celle des nanoparticules
C80. En effet, on retrouve une forte déstabilisation sur deux de nos formulations avec une

diminution de I’homogénéité du gel.
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Figure II-29 : Stabilité du tréprostinil a 3% dans EM_C_2.

Concernant I’encapsulation de I’ ACT-333679 dans les EM_C_2, on retrouve une stabilité tres
différente par rapport aux nanoparticules. En effet, a un taux de charge initial de 3%, on retrouve
une forte baisse de la concentration seulement 7 jours aprés la formulation avec une
augmentation de ’homogénéité du gel comme montré dans la Figure II-30. Un deuxieéme test a
été réalisé avec un taux de charge a 2%. On retrouve également une déstabilisation avec un

plateau atteint a un taux de charge d’environ 1.3%.
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Figure 11-30 : Sélection du taux de charge des formulations en émulsions pour I’ACT-333679.

Nous avons utilisé un taux de charge de 1.2% comme cible et nous avons ainsi obtenu des

émulsions stables comme indiqué dans la Figure 1I-31. Les formulations semblent stables

pendant au minimum 2 semaines ce qui va permettre la réalisation des études animales.
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Figure II-31 : Emulsion ACT 333679 a un taux de charge de 1.23%

2. Stabilité

Afin de confirmer les résultats de stabilité observés dans la phase initiale, nous avons relancé
une série d’analyse afin de confirmer les résultats de stabilités observés dans la phase de
formulation. Dans ce cadre, 3 émulsions ont été réalisées pour chaque traitement avec un taux
de charge de 3 % pour le tréprostinil et de 1.3 % pour I’ACT-333679. Chaque émulsion a permis
de réaliser deux gels, soit 6 gels au total suivis pour chaque molécule. Ces formulations ont été
suivies en termes de concentration totale dans le gel et d’encapsulation par extraction en phase

solide.
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Figure 11-32 : Stabilité des formulations Emulsions contenant le tréprostinil a un taux de charge initial de 3 %. Aprés un
suivi pendant 3 mois a 4°C, on retrouve une diminution significative de la concentration en tréprostinil.
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Figure 11-33 : Stabilité des formulations Emulsions contenant I’ACT-333679 a un taux de charge initial de 1.3 %. Apreés un
suivi pendant 3 mois a 4°C, on retrouve une diminution significative de la concentration en ACT-333679
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¢) Conclusion de la phase de stabilité des émulsions

En conclusion de cette étape, nous sommes arrivés a formuler des émulsions « contrdles » a
partir de nos formulations de nanoparticules. Ces formulations ont été modifiées par le retrait
de la cire et du surfactant pegylé et conduisent a des émulsions contrdles qui possedent une
certaine stabilité en termes de vectorisation. Malgré cela, le processus de préparation est
grossier et donc variable. Une étude plus poussée sur la composition des émulsions aurait peut-
étre pu améliorer leur stabilité. Au niveau de la caractérisation des émulsions, nous étions
limités a une analyse visuelle. En effet, la DLS utilisée pour les nanoparticules n’est pas adaptée
pour la mesure de taille de formulations polydisperses et ayant une taille micrométrique. En
effet, par microscopie optique, on observe une forte variabilité de la taille des nanoparticules
avec des formulations présentant un diametre de 40um et d’autres particules autour du pm
comme montré dans la Figure II-34. Une mesure de taille adaptée aurait pu étre réalisée par des

techniques de granulométrie par diffraction laser plus adaptées a la mesure de taille d’émulsions

micrométriques.

Figure 11-34 : Observation des émulsions par microscopie optique.

169



D. Conclusion du chapitre 11

Dans cette partie, nous avons réalisé une phase de sélection de principes actifs qui a permis de
sélectionner a partir de 6 candidats 2 principes actifs, le tréprostinil et I’ACT-333679. Un autre
principe actif, le cinaciguat, est un candidat moins prometteur mais restant toutefois possible a
exploiter si cela s’avérait nécessaire. Nous avons ensuite sélectionné un polymere épaississant,
I’hydroxypropylméthylcellulose afin de formuler les nanoparticules sous forme de gel pour leur
application topique. Ces formulations sont stables sur 3 mois pour le tréprostinil et 6 mois pour
I’ACT-333679. Afin de contrdler I’effet de la nanoencapsulation, nous avons formulé des
émulsions cationiques. Ces formulations ont été réalisées par la modification des formulations
de base des Lipidots et démontrent une bonne stabilité au niveau de la concentration en principe

actif malgré 1’instabilité macroscopique observée.

A partir de ces formulations de nanoparticules et des émulsions « contrdles », nous pouvons
ainsi réaliser les études sur ’animal en disposant d’un contréle permettant d’estimer 1’effet
propre des nanoparticules. Ce prochain chapitre présente deux études précliniques. La premiere
évalue I’effet pharmacodynamique ainsi que la pharmacocinétique sur un modele d’ulcere
réalisé sur des souris saines. La seconde étude évalue le potentiel d’amélioration de la
cicatrisation lors d’une application quotidienne sur un modele d’ulcération sur des souris

diabétiques.
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IlI. Evaluation pharmacocinétique et pharmacodynamique des
formulations d’agonistes des récepteurs de la prostacycline

nanoencapsulés
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A. Etude 1 : Pharmacocinétique et pharmacodynamie apres application des
formulations d’agonistes des récepteurs de la prostacycline nanoencapsulés sur souris
saines

1. Introduction et protocole expérimental

Dans la partie précédente, nous avons sélectionné des principes actifs encapsulés dans des
nanoparticules lipidiques au sein d’une formulation de type gel en fonction de leur capacité
d’encapsulation totale et au cceur des nanoparticules et de leur stabilité sur 6 mois. Les 3
formulations candidates retenues étaient le tréprostinil nanoencapsulé dans des nanoparticules
lipidiques cationiques de 80 nm (C80) ; et I’ACT 333679 dans des nanoparticules lipidiques
neutres et cationiques de 80 nm (N80 et C80). Nous avons ensuite réalisé deux formulations de
type émulsion lipidique correspondant aux nanoparticules lipidiques cationiques et neutres de
80 nm pour pouvoir évaluer 1’effet propre des nanoparticules non chargées. En effet, la nature
des nanoparticules lipidiques cationiques de 80 nm est la méme pour le treprostinil et I’ACT-

333679, ce qui nous a permis d’utiliser une seule émulsion comparatrice.

Dans cette partie, nous avons réalisé une étude de pharmacocinétique et de pharmacodynamie
des formulations, in vivo apres application sur ulcere sur modele murin. Nous avons choisi de
nous rapprocher de notre modele expérimental de cicatrisation avec un ulcere excisionnel
complet, I’alternative non choisie aurait été de réaliser des études de pénétration/permeation ex

Vvivo.

Ce protocole expérimental a été accepté par le Ministere de 1’Enseignement supérieur, de la
Recherche et de I’Innovation sous le numéro 12029-2017100309291846. Le protocole

expérimental est représenté dans la Figure I1I-1.

> = >> . LD - LDI Euthanasie
Epdstion Ulcere 7/ Application du traitement o s

Pré Tratement Post traitement Prélévement peau/sang

Pharmacocinétique
05.1,.2, 4etBh

Figure IlI-1 : Protocole expérimental de pharmacocinétique et de pharmacodynamie sur ulcére sur souris saines
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Nous avons utilisé des souris C57B1/6 males agées de 12 semaines provenant d’Envigo. Un
jour avant la réalisation des ulceres, nous réalisons une épilation au niveau du dos de I’animal
avec un rasoir électrique et de la creme dépilatoire (Veet). Le jour de 1’ulcere, nous réalisons
une injection sous cutanée de buprénorphine (0.1mg/kg) en préopératoire afin de limiter les
douleurs liées a la réalisation des ulceres. Nous réalisons ensuite deux ulceres sur le dos de
I’animal a I’aide d’un punch a biopsie de 6mm et de ciseaux. Une mesure du flux basal par des
techniques d’imagerie bidimentionnelles détaillées plus loin, le Laser Doppler Imaging (LDI)
et Tissue Viability Imaging (TiVI), est ensuite réalisée 5 minutes apres la réalisation des ulceres.
La formulation est ensuite appliquée directement sur I’ulcere (environ 50 uL) et les ulceres sont
protégés par un film adhésif transparent (Tegaderm). Pour chaque animal, un ulcere sert de
controle avec I’administration du véhicule associé au traitement, la position du traitement étant

randomisée entre la droite et la gauche.

Les traitements ont été appliqués pendant une durée totale de 6 ou 24 h. Durée apres laquelle,
une mesure de flux post traitement est réalisée et I’animal est euthanasié. Pour chaque groupe
de traitement, 8 animaux ont été utilisés pour chaque série soit 16 animaux pour obtenir les
points post traitements a 6 et 24 h. La moitié des animaux (4 par temps de suivi) ont subi un

suivi pharmacocinétique pour la quantification du passage systémique du traitement.

2. Méthodes

a) Pharmacocinétique systémique et tissulaire

Le prélevement de sang a été réalisé au niveau de la queue de I’animal. Cette méthode permet

de diminuer le nombre d’animaux utilisés par rapport aux méthodes classiques de prélevement
« e 1 N , -, , . ) p o

pharmacocinétique.” L’extrémité de la queue est coupée aux ciseaux lors de 1’anesthésie et

ensuite on peut venir prélever du sang a I’aide d’un microcapillaire hépariné.

Nous récoltons ainsi 70 pul de sang qui sont ensuite centrifugés a 5000 rpm pendant 10 minutes
a 4 °C afin de récolter le plasma (environ 30uL). Le plasma est conservé a -80 °C avant
I’analyse par HPLC MS/MS réalisée par le CHU Grenoble dans le service du Pr F Stanke-
Labesque. Pour les prélevements terminaux (a 6 ou 24 h), le sang a été prélevé par ponction

intracardiaque.

Les échantillons de peau sont prélevés aux temps terminaux (6 h ou 24 h). Il s’agit d’un carré
d’environ 144 mm? comprenant les berges circulaires de 1’ulcere. L’échantillon de peau est pesé

avant d’étre congelé dans de 1’azote liquide et stocké a -80 °C. Les principes actifs ont été
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extraits de la peau totale en la broyant la peau a I’aide d’un Precellys et de 0,5 ml d’un mélange
de 70 % de méthanol et de 30 % d’acide formique 0.1%. Le tube est lavé 3 fois avec 0,5 ml de
la solution de broyage et les 2 ml résultants sont centrifugés a 4 °C a 15000 rpm pendant
15 minutes afin de récolter le surnageant. Le surnageant est stocké a -80 °C avant I’analyse par

HPLC MS/MS réalisée par le CHU Grenoble.
b) Mesure de flux par Imagerie Laser Doppler (LDI)

L’imagerie par Laser Doppler est I'une des méthodes qui permet d’évaluer le flux sanguin de
la microcirculation cutanée. Elle repose sur I'interaction d’une source de lumiere proche
infrarouge monochromatique (780 nm) avec les globules rouges circulants dans la
microcirculation cutanée. Les photons rencontrant des structures cutanées sont diffusés et
réfléchis. Lorsque ces structures sont en mouvement (principalement les globules rouges), les
ondes réfléchies subissent un décalage de leur longueur d’onde apparente, I’effet Doppler.
L’effet doppler est corrélé a la fois au nombre et a la vitesse des globules rouges présents dans
la microcirculation cutanée. Nous utilisons un imageur doppler (PeriSCAN PIM 3, Perimed)

qui permet la mesure du flux sanguin cutané sans contact et sur une région donnée.’

Nous avons réalisé des mesures sur 5 minutes afin d’obtenir un flux moyenné avec environ
1 minute/scan. Ces mesures sont réalisées en prétraitement (apres la réalisation de I'ulcere) et
en post traitement (2 6 h ou 24 h de suivi). Pour I’analyse des résultats, le logiciel d’analyse

nous permet de définir des aires d’intéréts circulaires concentriques qui représentent les

différentes zones de la plaie comme montré sur la Figure I1I-2.

-Ulcére
-Periulcére 1
Periulcére 2
Zone externe

Figure IlI-2 : Quantification du flux sanguin au niveau de l'ulcére (cercle central), de sa berge périuléreuse (cercle
intermédiaire) sur le logiciel PimSoft La zone 1 correspond a la zone de l'ulcére, la zone 2 la zone périulcérée et la zone 3
une zone periulcérée extérieure.
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Afin de quantifier la perfusion uniquement dans les zones péri-ulcérées, nous avons soustrait
de son aire la perfusion de la zone ulcérée. L’Equation III-1 rapporte le calcul utilisé pour cette

mesure pour la zone 2 qui représente la peau périulcere.

Perfusion dans la zone périulcérée uniquement
(Perfusion ,x Aire,) — (Perfusion ; x Aire ;)
B (Aire, — Aire,)

Equation III-1 : Calcul de la perfusion dans la zone péri-ulcéré

Dans cette €tude, les animaux ont un suivi temporel prolongé pour lequel il est difficile de
disposer des conditions de réalisation strictement identiques et contrdlées. Par conséquent, nous
avons choisi de normaliser I’analyse des données en pourcentage de 1’ulcere contrdle avec le
véhicule sur chaque animal afin de limiter les variabilités du flux sanguin liées a 1’animal au
cours du temps prolongé d’observation. Nous exprimons donc la perfusion d’une zone traitée
par rapport a la perfusion de la zone controlatérale véhicule sur le méme animal selon

I’équation ci-dessous :

Perfusion Ulcere Traitéz,,.; * 100

Perfusion de la zone; (Ulcere Traité) (%) = Per fusion Ulcere véhicule, o
onel

Equation I1I-2 : Calcul de la perfusion sur I'ulcére traité

c) Mesure de perfusion par imagerie de viabilité tissulaire

L’imagerie de viabilité tissulaire (Tissue Viability Imaging ou TiVI) est une technique de
quantification de la microcirculation utilisant la spectroscopie de lumiere polarisée. Une
lumiere blanche polarisée est envoyée sur la peau. Un filtre polarisant placé au niveau de la
caméra permet de séparer la lumiere directement réfléchie par le tissu qui conserve son état de
polarisation, de la lumiere qui diffuse dans le tissu et qui se dépolarise (voir Figure I1I-3). La
différence d’absorption des globules rouge dans le spectre visible permet d’estimer la
concentration locale en globules rouge et ainsi une estimation de la perfusion cutanée.’*
Comme le LDI, les mesures ont été réalisées en pré et post traitement. La perfusion a été estimée
sur la zone ulcerée et sur la peau périphérique car il était impossible de quantifier dans la zone
périulcérée comme décrit dans la Figure III-3. En effet, le logiciel utilisé ne permettait pas la
réalisation de zones d’intérét circulaires comme le LDI. L avantage principal de cette méthode

est la vitesse d’acquisition des images par rapport au LDI mais elle est limitée par la profondeur

de pénétration de la lumiere blanche et par le capteur.
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illuminator detector

Figure IlI-3 : Protocole de mesure de concentration en globule rouge et Principe de mesure du TiVI

d) Méthodes HPLC

Les méthodes HPLC utilisées pour ce travail nécessitaient une précision importante afin de
déterminer la concentration. C’est pourquoi nous avons utilisé une méthode avec une limite de

détection faible (ordre du pg/ml).
Tréprostinil

La méthode pour la détection plasmatique du Tréprostinil est décrite dans la littérature.”. La

limite de quantification a été fixée a 7.2pg/ml dans cette étude.
ACT-333679

La méthode de quantification de I’ACT-333679 n’est pas décrite, et doit tre totalement mise
au point. Elle est en cours de mise au point dans le laboratoire du Pr Stanke-Labesque mais n’a

pas pu étre réalisée afin de quantifier les prélevements réalisés dans le cadre de cette these.

e) Analyse statistique

La quantification des données (emplacement des régions d’intérét (ROI) et calcul des perfusions
dans chaque zone) de LDI et TiVI a été réalisée en aveugle. L analyse statistique a été réalisée
sous SPSS (IBM, version 25). Les données de LDI et de TiVI ne suivaient pas une loi normale,
nous avons réalisé un Test non paramétrique pour la comparaison des données pré et post

traitement (Wilcoxon Rank Signed Test). Nous avons analysé les données de perfusion au
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niveau de I’ulcere et au niveau de la peau périulcérée. Les résultats de pharmacocinétiques sont

représentés en données individuelles ainsi qu’en médiane + écart interquartile.

3. Effet pharmacodynamique de I’administration de treprostinil ou d’ACT-333679

Lors de 1’administration du treprostinil directement au niveau de la plaie, nous avons observé
visuellement des saignements dans deux groupes (EM et C80), I’effet étant présent au minimum
30 minutes apres 1’application. Ces saignements ne dépendaient pas de la nature de la
formulation, les saignements ayant été présents sur 9/16 et 7/16 souris pour les formulations
EM et C80 respectivement. Par contre, le saignement était strictement limité a I'ulcere traité
par treprostinil, ’ulcére controlatéral ne présentant aucun saignement, ce qui impliquait la
responsabilité du tréprostinil. Le saignement apparaissait sur les animaux de facon répétable
environ 30 minutes apres 1’application du treprostinil, il n’était cependant pas possible de
quantifier précisément le volume de cette perte sanguine. Cette perte sanguine a probablement

influencé la pharmacocinétique et la pharmacodynamie du treprostinil.

Lors de I’application de I’ ACT-333679 sous ses 3 formulations, aucun saignement n’est apparu.

a) Perfusion cutanée mesurée par Laser Doppler Imaging

Pour tous les groupes expérimentaux, on observe une forte variabilité du flux sanguin basal
intersujet qui est surtout présente sur la zone ulcérée comme montré dans la Figure I1I-4. Les
coefficients de variations (écart type*100/moyenne) sont de 66% et de 38% dans la zone de

’ulcere et dans la zone périulcérée respectivement.
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Formulations

W ACT C80

W ACT EM

- W ACT NAD
B TRE C80
TRE_EM

2a0

Perfusion de l'ulcére traité par rapport a lI'ulcére véhicule
(%)

LDl Pretraitement_Ulcére LDl Pretraitement_Périulcere

Figure IlI-4: Variabilité de la mesure de perfusion par LDI (moyenne + écart type, n=16 par traitement).

Les résultats de perfusions et les analyses statistiques sont présentés dans la Figure I1I-5 et le
Tableau III.1. Pour I’ACT-333679, il existe une tendance a I’augmentation du flux dans toutes
les zones, mais significative seulement pour la formulation ACT_N80 au niveau de 1’ulcere
(p=0.025) 6 h apres I’administration. 24h apres I’application, aucune variation de flux n’est

observée.
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Figure I1I-5 : Résultats de pharmacodynamie obtenus sous LDI (n=8 par conditions)
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Temps d'application 6h 24h
Zone Ulcere Periulcere Ulcere Periulcere
ACT_C80 0,263 0,674 1 0,484
ACT_EM 0,889 0,779 0,779 0,263
ACT_NS8O 0,025 0,093 0,401 0,484
TRE_C80 0,779 0,484 0,401 0,208
TRE_EM 0,484 0,484 0,779 0,889

Tableau 111.2 : p.values obtenus par sous-groupes apres un test non paramétrique de Wilcoxon (n=38)

b) Perfusion cutanée mesurée par Tissue Viability Imaging (TiVI)

L’analyse des données a aussi été réalis€e en pourcentage de I'ulceére véhicule sur chaque
animal afin de limiter les variabilités liées a I’individu. Comme montré dans la Figure II1-3, le
logiciel utilisé permet seulement d’évaluer la perfusion dans des zones délimitées par des carrés
limitant ainsi la pertinence de la mesure. Contrairement a la mesure par LDI, la variabilité de
la mesure est inférieure avec des coefficients de variation de 11% et 10% dans la zone de

I’ulcere et dans la peau adjacente respectivement.

Les résultats de concentrations sont présentés dans la Figure III-6 et les résultats statistiques

résumés dans le Tableau I11.3.

On observe ainsi une augmentation significative de la concentration en globules rouges pour
les groupes TRE_C80 et TRE_EM a 24 et 6 h respectivement. Cette augmentation s’explique
parfaitement par 1’observation des saignements au niveau des plaies. Ainsi nous observons bien
une différence majeure entre le treprostinil et I’ACT-333679. Contrairement aux mesures en
LDI, nous n’observons pas d’augmentation pour le groupe de traitement ACT_N8O0 en termes

de concentration en globules rouges.
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Figure I1I-6 : Résultats TiVI en fonction du temps d’administration et du traitement.
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Temps d'application 6h 24h
Zone Ulcere Periulcere Ulcere Periulcere
ACT_C80 0.889 0.889 0.327 0.735
ACT_EM 0.093 0.889 0.575 0.779
ACT_NS8O 0.484 0.779 0.327 0.889
TRE_C80 0.674 0,401 0.017 0.263
TRE_EM 0.017 0,575 0.123 0.889

Tableau 111.3 : Résultat de I’analyse statistique pour les données de TiVI.n=38. Wilcoxon Rank Test

4. Pharmacocinétique du Treprostinil et de I’ACT-333679 lors de I’application sur

ulcere

a) Treprostinil

Les figures suivantes présentent les résultats de pharmacocinétique du Tréprostinil lors de
I’application pendant 6 ou 24 h de 750ug/g de Treprostinil encapsulé dans des nanoparticules

lipidiques cationiques ou dans les émulsions controle.

Au niveau systémique, on observe une plus forte exposition au Tréprostinil lorsque celui-ci est
administré par I’intermédiaire des nanoparticules cationiques comme montré dans la Figure
III-8. Nous avons pu quantifier du Tréprostinil a 24h chez 2/4 animaux dans ce groupe faisant
ainsi I’état d’un relargage prolongé pour cette forme galénique. Pour les deux formulations, on
observe un pic plasmatique précoce a 30 minutes pour une majorité des animaux. Ensuite on
observe une décroissance exponentielle (linéaire sur le graphique, car représentation en semi-
log). La décroissance semble plus prononcée pour les émulsions, en effet a 6 h 4/8 animaux
présentent des concentrations encore quantifiables contre 6/8 animaux pour les nanoparticules
cationiques. L’exposition systémique représentée par I’AUC est supérieure pour le groupe

TRE_C80, mais cette différence est non significative (Test de Mann Whitney U, p.value 0.083).

Inversement, au niveau tissulaire (Figure III-9), on observe une forte variabilité en particulier
pour les émulsions. On retrouve une plus forte concentration en Treprostinil au niveau de la

peau pour les formulations émulsions par rapport aux formulations C80.
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Figure IlI-7 : Concentration plasmatique en Treprostinil. Valeur médiane (A) et données individuelles par souris (B et C)
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Figure I1I-8 : Exposition plasmatique au Treprostinil lors de I’administration. n=8 pour l’intervalle Oh-6h et n=4 pour
Uintervalle Oh-24h.
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Figure 111-9 : Concentration tissulaire en Treprostinil en fonction de la formulation administrée

b) ACT-333679

La méthode d’analyse étant encore en développement (méthode MS/MS avec limite de
quantification de I’ordre du pg/ml), nous n’avons pas de résultat pour la pharmacocinétique de

I’ACT-333679 au niveau systémique et de I’ulcere.

5. Discussion et conclusion de 1’étude de pharmacocinétique et pharmacodynamie

a) Effet pharmacocinétique

Sur ce modele de plaie, nous avons pu montrer que I’utilisation de nanoparticules lipidique ou
d’émulsion permet un relargage systémique retardé de la molécule. L’administration de

Tréprostinil par les nanoparticules cationiques semble associée a un plus important passage
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systémique. Cet effet peut étre médié par la capacité de pénétration tissulaire plus importante
des nanoparticules par le fait de leur plus faible taille. En ce qui concerne les concentrations
dermiques, les données sont a mettre en perspective, car dans cette étude aucun nettoyage du
stratum corneum n’a été réalisé au niveau de la peau des berges de la plaie par tape stripping.
Ce risque de biais rend I’interprétation difficile. Ces résultats sont a confirmer avec les résultats

de pharmacocinétique des groupes ACT-333679.
b) Effet pharmacodynamique

L’ apparition du saignement dans 1’heure suivant 1’administration de Tréprostinil est un effet
qui n’était pas attendu, mais logique sur un plan pharmacodynamique. Le Tréprostinil est un
antiagrégant plaquettaire inhibant 1’agrégation par son action sur les récepteurs 1P, EP2 et DP1
présent au niveau des plaquettes. Il est néanmoins étonnant que nous n’ayons pas observé cet
effet antiagrégant plaquettaire pour I’ACT-333679. En effet, la prostacycline a été découverte
par son effet antiagrégant plaquettaire par 1’action sur le récepteur IP, récepteur ciblé par
I’ACT-333679. Cette absence d’effet de I’ACT-333679 peut €tre médiée par un passage
systémique limité ou I’activation sélective du récepteur IP n’est pas suffisante a I’inhibition

plaquettaire par rapport aux signaux prothrombotiques présents au début de la cicatrisation.

L’effet pharmacodynamique observé en LDI pour le groupe ACT-N80 semble étonnant. En
effet, sa concentration appliquée est la plus faible des 3 formulations ACT. Cet effet observé
est néanmoins faible et est impacté par 1’absence de contrdle des erreurs de type I par correction
pour des tests statistiques multiples. Au niveau statistique également, cette étude était fortement
en sous-effectif par rapport a la variabilité de la mesure observée avant traitement. Un calcul
d’effectif en prenant en compte la variabilité de 1’étude montre une étude raisonnablement
puissante (risque alpha 0.05 et risque béta 0.8) demanderait un effectif de 27 animaux afin de
montrer une augmentation de la perfusion de 20% (Gpower 3.1.9.4, t tests comparaison

d’échantillons appareillés).

L’utilisation du TiVI permet d’avoir une idée rapide de la perfusion cutanée, mais il est évident
que cet appareil est limité par rapport au LDI. Il permet finalement surtout de quantifier le

saignement.
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ACT-333679 dans
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nanoparticules lipidiques cationiques et
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Effet pharmacodynamique limité a 6h pour
I'ACT-333679 dans les formulations neutres.
Diffusion systémique du treprostinil.

Figure IlI-10 : Objectifs et Résultats de thése apres la premiere phase animale
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B. Etude 2 : Cicatrisation sur modele d’ulcération diabétique sur la souris db/db

1. Introduction et Protocole expérimental

Les données de 1’étude d’une application unique sur plaie par excision ont montré un passage
systémique du Treprostinil, mais nous n’avons pas observé de différences majeures en
pharmacodynamie. Par conséquent, ces données ne permettaient pas de faire un choix
scientifique de formulation pour I’étude de cicatrisation et nous avons décidé de poursuivre
I’étude, sur la cicatrisation sur un modele de souris diabétique avec les mémes formulations, c.-
a-d. Tréprostinil nanoencapsulé dans des nanoparticules lipidiques cationiques de 80 nm (C80) ;
I’ACT 333679 dans des nanoparticules lipidiques neutres et cationiques de 80 nm (N80 et C80),

et émulsions correspondantes C80 et N80.

Ce protocole expérimental a été accepté par le Ministere de 1’Enseignement supérieur, de la
Recherche et de I’Innovation sous le numéro 12029-2017100309291846. Le protocole

expérimental est représenté dans la Figure I1I-11.

Nous avons utilisé la souris db/db (KO pour le récepteur de la leptine) comme modele de plaie
diabétique.® Nous avons utilisé des souris males dgées de 12 semaines achetées chez Janvier
(Janvier Labs, France). Elles ont été logées en cages de 6 avec un changement de litiere deux

fois par semaine (lundi, jeudi) a cause de la polyurie importante de ces animaux.

A J-2, les animaux ont été mis 2 jeun le matin pendant 6 h afin de mesurer la glycémie a ’aide
d’un glucometre (OneTouchVario) en récupérant une goutte de sang sur la queue de I’animal.
Le jour suivant (J-1 avant ulcere), les animaux ont étés anesthésiés sous isoflurane (4 %
induction et 2 % maintien) et le dos a été épilé a 1’aide d’un rasoir électrique et de creme
dépilatoire. A JO, 30 minutes avant la création de I’ulcére, nous réalisons une injection sous-
cutanée de buprénorphine (0.1 mg/kg) pour 1’analgésie préopératoire. Apres anesthésie par
isoflurane (4 % induction et 2 % maintien), deux ulceres sont ensuite réalisés par excision a
I’aide d’un punch a biopsie de 6mm et de ciseaux pour obtenir une taille d’ulcere d’environ

60 mm?.
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Figure IlI-11 : Protocoles expérimentaux de cicatrisation sur les souris db/db.

Les ulceres sont photographiés a I’aide d’un appareil photo (Panasonic DMC-GF3) monté sur
une loupe binoculaire. Un référentiel de taille est placé sur chaque ulcere afin de pouvoir
mesurer la taille de 1’ulcere par planimétrie. Le traitement consiste en I’application de 50 mg
de gel dans I'ulcere. La plaie est ensuite protégée par 1’application d’un pansement transparent
(Tegaderm). L’animal est ensuite réveillé et retourne dans sa cage avec ses congéneres. Le suivi
photographique et I’application du traitement est réalisé tous les jours comme montré dans la
Figure III-12. Une fois le protocole terminé (J24), nous réalisons une biopsie des ulceres
cicatrisés. Ensuite I’animal est euthanasié par dislocation cervicale. L’allocation des traitements
a été réalisée de maniere randomisée. Comme pour 1’étude n°l1, les souris ont recu un des

traitements et 1’ulcére non traité le véhicule ou aucun traitement (sham).

Jour 0O 1 2 3 4 5 6

Figure I1I-12 : Exemple de suivi photographique des ulceres

2. Méthodes

a) Modele animal

Le modele génétique db/db est I’'un des modeles le plus utilis€é en préclinique pour la
cicatrisation d’ulcére diabétique. 8 L’absence du récepteur de la leptine provoque une altération
de la satiété et du métabolisme. Les souris db/db présentent une hyperinsulinémie a deux

semaines qui évolue vers une obésité et une hyperglycémie a partir de 4 semaines de vie. Elles
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présentent un retard de cicatrisation de plaies excisionnelles et ischémiques.®” Le retard de

cicatrisation est associé a une dysfonction de la contraction et de la réépithélisation. '°

Les souris db/db présentent un phénomene de contraction limité par rapport aux autres modeles
murins ce qui permet de limiter ’utilisation d’un dispositif de contraction.!®!! La taille des
souris permet également facilement la réalisation de plusieurs ulceéres par animaux : dans cette

étude 2 mais certaines études appliquent plus de 2 ulcéres par animaux.®

b) Mesure de la taille de l’ulcere par planimétrie

La mesure de la taille de I'ulcere est réalisée sous Image]. A 1’aide de 1’étalon présent sur
chaque image, nous venons mesurer le périmétre externe de la plaie.!? La mesure est réalisée
en aveugle avec randomisation des photos. La taille de I’ulcere est ensuite exprimée en tant que

pourcentage de la taille initiale de I'ulcere comme indiqué dans I’équation ci-dessous.

(Taille Ulcere JO — Taille Ulceére Ji) * 100
Taille Ulcere JO

Fermeture de l'ulcére Ji(%) =

Equation III-3 : Calcul du pourcentage de fermeture de I'ulcére au jour i

Il existe plusieurs méthodes de mesures de la surface de la plaie, mais la méthode
photographique a fait ses preuves par sa simplicité et sa robustesse par rapport aux autres
méthodes. Cette méthode ne permet pas par contre la mesure du volume de la plaie ce qui peut
étre un parametre intéressant pour la mesure du tissu de granulation. D’autres méthodes sont
capables de mesurer le volume de la plaie en addition aux autres parametres comme le systeéme

Silhouette (Aranz).
c) Histologie

Une partie des échantillons de peaux sont fixés dans une solution de formaldéhyde 4% a
température ambiante pendant 24 h. Les échantillons sont ensuite immédiatement déshydratés
ou stockés dans du PBS 1X a 4 °C avant la phase de déshydratation en fonction de la
disponibilité de la plateforme (jours fériés/weekends). La déshydratation a été réalisée par un
automate de déshydratation sur la plateforme d’histologie (Unité-Medico-Technique
Universitaire de Cytologie-Histologie). La déshydratation consiste en des bains successifs
d’éthanol a concentration croissante (70 % / 80 % / 95 % / 100%x3 avec 1h par bain) puis de
xyléne (2 bains de 1 h) et ensuite une imprégnation du tissu dans la paraffine (2 bains de 1 h).

Apres déshydratation, les échantillons sont ensuite inclus dans des blocs de paraffine afin de
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pouvoir réaliser des coupes histologiques. L’inclusion est réalisée afin d’obtenir une coupe
transversale de la peau. Les blocs sont ensuite découpés sur un microtome avec une €paisseur
cible de S5um. Les coupes sont ensuite stockées a 4 °C apres séchage afin de préserver

I’expression des marqueurs tissulaires.!?
d) Coloration hématoxyline éosine

La coloration hématoxyline éosine est la coloration la plus couramment utilisée pour I’analyse
de tissus fixés en paraffine. Apres déshydratation, les lames sont trempées pendant 5 minutes
dans de I’hématoxyline de Mayer (Sigma). Les lames sont nettoyées a 1’eau du robinet et sont
trempées pendant 10 secondes dans 1’€osine aqueuse 1% afin de les contre-colorer. Apres

rincage dans I’eau du robinet, les lames sont déshydratées et montées en lames-lamelles.
e) Analyse statistique

Les données sont exprimées en tant que moyenne * écart type. Pour la premicre série
d’animaux, le nombre d’animaux a été calculé en fonction de la taille d’effet observée lors

d’études précédentes sur I’'iontophorese de Treprostinil sur ce méme modele.

A cause d’aléas expérimentaux (voir 3.b), les analyses statistiques pour I’ ACT-333679 et le
Tréprostinil ont été séparées. Les données pour le Tréprostinil ont été analysées a 1’aide d’un
test non paramétrique de Kruskal-Wallis suivi de test non paramétrique de Mann Whitney avec
une correction de Bonferonni (n=2). Les données de la série ACT-333679 ont été analysées a
I’aide d’un modele linéaire général avec comme facteur fixe le traitement appliqué et en
variable aléatoire 1’animal. Nous avons ensuite réalisé¢ les comparaisons suivantes avec une

correction de bonferroni (n=6) :

e ACT_C80-C80
 ACT_EM-EM
* ACT_N8O - N8O.

e Sham - C80
e Sham — N80
e Sham - EM
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3. Résultats de cicatrisation sur 24 jours

a) ACT -333679

L’ attribution des traitements est décrite dans le Tableau III1.4.

concentrations des formulations utilisées.

Le Tableau III.5 résume les

Groupe Traitement (nombre

Ulcere 1 (nombre d’ulceres)

Ulcere 2 (nombre d’ulceres)

d’animaux)
ACT_C80 (12) ACT_C80 (12) C80 (9) + Sham (3)
ACT_N8O (12) ACT_N8O (12) N80 (9) + Sham (3)
ACT_EM (12) ACT_EM (12) EM (9) + Sham (3)

Tableau 111.4 : Répartitions des animaux pour la phase de traitement par I’ACT-333679 sur 24j

Formulation Concentration (ug/g)
ACT_C80 736 + 17
ACT_N8O 222+7
ACT_EM 327+13

Tableau 111.5 : Concentration moyenne des formulations utilisées pour ’ACT-333679 (n=6)

Comme montré dans le Tableau II1.6, les souris présentent un phénotype diabétique avec une

glycémie moyenne a 441mg/dl et une obésité par rapport a des souris controles du méme age

(poids d’environ 25 grammes pour des souris db/+ a 12 semaines).

Caractéristiques
Poids (g) 44 +3
Glycémie a jeun (mg/dl) 441 £ 119
Taille initiale d’ulcére (mm?) 59.0+7

Tableau I11.6 : Caractéristiques initiales des animaux traités par ’ACT-333679. Les données représentent la moyenne +
[’écart-type. n=36 pour les caractéristiques des animaux et n=72 pour la taille initiale d’ulcére

On ne retrouve pas de différence significative sur la taille initiale d’ulcere sur les animaux

utilisés (Anova, p.value=0.339). Les résultats de cicatrisation sont représentés dans les figures

pour les groupes ACT_C80, ACT_EM, et ACT_NS8O respectivement.
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Figure IlI-14 : Fermeture de la plaie pour le groupe ACT_C80
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Figure 11I-17 : Fermeture de la plaie pour les véhicules et le groupe Sham

On observe aucune différence statistiquement significative entre les courbes SHAM et les
controles C80, N8O et EM. Par contre, I’ACT80 et ACT-EM induisent une accélération de la
cicatrisation, ce qui n’est pas retrouvé pour I’ ACT N8O. L’effet bénéfique de I’ ACT80 et ACT-

EM semble similaire.

Les résultats des comparaisons prévues sont représentés dans le Tableau II1.7. On retrouve un
effet significatif des traitements ACT_C80 et ACT_EM par rapport a leurs véhicules respectifs.
On ne retrouve aucun effet significatif pour la comparaison entre ACT_N80 et N80. Les

véhicules n’ont pas de différences significatives par rapport au groupe Sham.

Comparaison p.value ajustée
ACT_C80-C80 0.042
ACT_EM-EM 0.048
ACT_N80-N8O0 0.606
Sham-C80 0.666
Sham-EM 1
Sham-N80 1

Tableau 111.7 : Comparaisons planifiées post ANOVA, ajustement statistique par Bonferonni.
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b) Tréprostinil

Pour le Tréprostinil, nous sommes partis sur le méme plan expérimental comme décrit dans le
Tableau III.8. Comme dans les études précédentes, I’attribution des traitements a été

randomisée (Tableau IIL.8).

Groupe Traitement (nombre Ulcere 1 (nombre d’ulceres) Ulcere 2 (nombre d’ulceres)
d’animaux)
TRE_C80 (12) TRE_C80 (12) C80 (8) + Sham (4)
TRE_EM (12) TRE_EM(12) C80 (8) + Sham (4)

Tableau I11.8 : Répartitions des animaux pour la phase de traitement par le Treprostinil sur 24j

Le Tableau II1.9 résume les caractéristiques de formulations utilisées pour cette étude. On
observe une diminution de la concentration par rapport a la concentration cible (750ug/g). Nous

avons néanmoins utilisé ces formulations pour les phases animales.

Formulations Concentration
TRE_C80 613+13
TRE_EM 560 + 8

Tableau 111.9 : Caractéristiques des formulations encapsulant le Treprostinil pour les phases animales

Le Tableau III.10 résume les caractéristiques des animaux utilisés dans cette étude. Les
animaux étaient bien diabétiques avec une obésité importante (45 g) et une glycémie a jeun
élevée. Les ulceres n’étaient pas de tailles différentes en fonction des groupes de traitements
comme montré dans la Figure III-18 et on ne retrouve pas de différence statistiquement

significative apres une Anova a un facteur (p.value 0.823 F=0.379 df4).

Caractéristiques
Poids (JO) 45+£3¢
Glycémie a jeun (J-2) 525 £ 99 mg/dl
Taille initiale d’ulcére (mm?) 57.9 £ 6 mm?

Tableau I11.10 : Caractéristiques initiales des animaux traités par le Treprostinil. Les données représentent la moyenne +
I’écart-type. n=24 pour les caractéristiques des animaux et n=48 pour la taille initiale d’ulcere.
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Figure I1I-18 : Taille d'ulcere initiale en fonction des groupes de traitements pour le Treprostinil. Anova 1 facteur

Lors de cette phase de traitement, nous avons également rencontré 1’effet indésirable du

Tréprostinil comme dans I’étude 1, illustré dans la Figure II1-19.

Figure IlI-19 : Exemple de saignement important au niveau de l'ulcere traité par le Treprostinil (a gauche sur la photo)
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Malheureusement, le saignement était plus important que lors de la premiere phase et les souris

étant hébergées en groupes de 6, plusieurs morts ont €té constatées par plusieurs mécanismes :

blessures ou mort sans explication dans la cage. En effet, la présence de sang provoque une

réaction de stress important qui induit une agression importante méme sur ce modele de souris.

Ainsi le nombre final d’animaux et d’ulcéres analysables a été réduit comme montré dans le

Tableau II1.11.

Traitements Nombre d’ulceres a J24 Taille initiale de 1’ulcére (mm?)
TRE_C80 10 549+6
C80 5 57.8+3
TRE_EM 8 56.9+6
EM 4 56.4+5
Sham 5 59.8+5

Tableau 111.11 : Caractéristiques finales des animaux traités par le Treprostinil

On ne retrouve pas de différences significatives sur la taille de 1’ulcere a JO.

p.value = 0.540
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20,00

0,00

Cs0

EM Sham TRE_C80 TRE_EM

Traitements

Figure I11-20 Tailles d’ulcéres a JO en fonction des groupes de traitements pour le Treprostinil. Test statistique non

paramétrique de Kruskal Wallis.
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Les Figure I1I-21 et Figure III-22 résument les courbes de cicatrisation sur 24 jours exprimée
en % de la taille initiale de chaque ulcere pour les groupes TRE-C80 et TRE_EM
respectivement. On observe pour les groupes traités une amélioration de la cicatrisation par

rapport a leurs controles véhicules respectifs, cette différence étant plus importante en début de

traritement.
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Figure IlI-21 : Fermeture de la plaie pour le groupe Treprostinil C80
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Figure I11-22 : Fermeture de la plaie pour le groupe Treprostinil Emulsion

Comparaison p.value p.value ajustée
Krustall Wallis
NA 0.001 NA

Comparaison 2 a 2 : Mann Whitney

TRE_EM-EM 0.004 0.008

TRE_C80-C80 0.028 0.058

Tableau 111.12: Analyse statistique Treprostinil Krustal Wallis. Les p.values pour les tests de Mann Whitney sont ajustées par
une correction de Bonferonni (n=2)

Les résultats de 1’analyse statistique sont résumés dans le Tableau II1.12. A cause du nombre
limité d’animaux dans chaque groupe et de la forte différence en taille d’échantillons, nous
avons décidé d’utiliser un test non paramétrique de Kruskal Wallis suivi d’un test de Mann
Whitney pour la comparaison des groupes TRE_C80-C80 et TRE_EM-EM avec ajustement des
p.values par Bonferroni. Le test de kruskal Wallis est significatif par contre seule la
comparaison TRE_EM et EM est significative alors que la comparaison TRE_C80 et C80 est a

la limite de la significativité.
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c) Etat de la peau a 24 j

Nous avons évalué I’état des plaies sur les coupes histologiques prélevé a 24 jours. Une
coloration HE a été réalisée afin d’évaluer la qualité de la plaie par évaluation de la qualité de
la réépithélisation. Cette évaluation a été réalisée sur 6 coupes de peau par condition de
traitement et en sélectionnant les ulceres controlatéraux sur chaque animal comme contrdle.
Les échantillons de peau ont été sélectionnés de maniere aléatoire et évaluée en aveugle. La

Figure I1I-23 représente un échantillon des coupes de peaux observées. On observe pour toutes

les coupes une réépithélialisation complete sauf pour la coupe G (TRE_C80).

Figure ITI-23 : Echantillons de peau a J24; coloration hématoxyline éosine; grossissement x10 Champs multiples avec
collage sous Microsoft image composite éditor. Répartition des traitements A) ACT_N80; C) ACT_C80; E)ACT_EM; G)
TRE_CS80; 1) TRE_EM. Les autres images représentent les ulceres véhicules pour le méme animal B) Sham; D) C80; F) EM;
H) Sham; J) Sham

4. Résultats histologiques de cicatrisation intermédiaire a 4 et 9 jours

Les courbes de cicatrisations sur 24 jours montrent I’importance de la phase principale de la
cicatrisation pour observer I’effet des traitements. Nous avons donc réalisé une deuxieme série
de cicatrisation avec euthanasie aux jours 4 ou 9 afin de prélever des échantillons de peau pour

analyse histologique et biologique. Lors de cette phase, il était nécessaire de sélectionner une
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formulation afin de limiter le nombre d’animaux utilis€s. Dans cette étude, nous avons choisi

les formulations C80 comme formulation de référence pour I’ACT-333679 et le Treprostinil.

Les animaux ont été traités de la méme maniere sauf les animaux traités par Treprostinil qui ont
été isolés par paires afin de limiter I’impact du saignement provoqué par le Treprostinil lors du
premier jour (JO - J1). Pour les animaux présentant un saignement important, une injection

intrapéritonéale de 150 ul de NaCl 0,9 % a été réalisée afin de compenser la perte de sang.

La répartition des animaux est affichée dans le Tableau III.13. Ainsi nous avons utilisé au total
46 animaux males de 12 semaines. Leurs caractéristiques sont représentées dans le Tableau

II1.14.

Groupe Traitement (nombre Ulcere 1 (nombre d’ulceres) Ulcere 2 (nombre d’ulceres)
d’animaux)
ACT_C80 (8) ACT_C80 (8) C80 (4) + Sham (4)
TRE_C80 (8) TRE_C80 (8) C80 (4) + Sham (4)
Controle (4) C80 (4) Sham(4)
Tableau I11.13 : Répartitions des animaux pour la phase de cicatrisation sur temps intermédiaires (4 et 9)
Caractéristiques
Poids (g) 42 +£7
Glycémie a jeun (mg/dl) 467 £ 124
Taille initiale d’ulcére (mm?) 49+ 6

Tableau I11.14 : caractéristiques des animaux

La taille des ulceres est inférieure a I’étude précédente (49 mm? contre 59 mm?), mais cette
taille n’est pas différente entre les groupes de traitements dans cette série d’animaux (Figure
II-24, ANOVA, p.value = 0.128). Comme dans les groupes précédents, on ne retrouve aucun
saignement sur le groupe ACT par rapport au groupe TRE. L’isolement des animaux et
I’administration de NaCl a permis 1’élimination de la mortalité lors de 1’administration du

groupe Tréprostinil.
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Figure 111-24 : Taille initiale des ulceres pour les analyses intermédiaires. Test statistique : Anova sur taille initiale de
l'ulcere en fonction du traitement

5. Analyse histologique de la peau

a) Tissu de granulation

Une analyse photographique des plaies lors des prélevements a J4 et J9 en histologie a été
réalisée sur tous les animaux de I’analyse intermédiaire. Le tissu de granulation a été analysé
en pourcentage de la taille de I'ulcere mesuré également en histologie (distance entre les berges

épithélialisées de I'ulcere).

Les résultats sont présentés dans la Figure I1I-25 et le Tableau III.15. On trouve un effet de
I’administration d’ACT au niveau de la taille du tissu de granulation a J4 que I’on ne retrouve
pas a J9. Une analyse histologique en hématoxyline-éosine-safran nous aurait permis
d’observer plus précisément le tissu de granulation et la réépithélialisation. En effet, le safran

permet la coloration plus détaillée de 1la matrice extracellulaire.
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Figure II-25 : Tissu de granulation en fonction du jour de prélevement et du traitement. P.values obtenues par un test de

Kruskal Wallis.
Kruskal Wallis
p-value J4 p.value J9
0.011 0.044
Comparaison 2 a 2 (Mann Whitney U)
Comparaison J4 J9
ACT_C80 C80 0.002 1
Sham 0.003 0.478
TRE_C80 C80 1 0.384
Sham 1 0.054
C80 Sham 1 1
TRE_C80 ACT_C80 0.490 1

Tableau 111.15 : Comparaison statistique du tissu de granulation en histologie. Test non paramétrique de Kruskal Wallis
suivi d’une comparaison 2 a 2 par un test de Mann Whitney U avec ajustement des p.values par Bonferonni.

b) Immunohistochimie

Nous avons également réalisé des tests préliminaires d’immunohistologie afin de quantifier
I’angiogenese et la prolifération cellulaire. Nous avons essayé de quantifier I’angiogenese par
un marquage anti-C31 et la prolifération cellulaire par un immunomarquage du marqueur de
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prolifération Ki67+. Malheureusement, nous n’avons pas réussi a réaliser un immunomarquage
sur tissu sain pour le CD31 et sur tissu en cours de cicatrisation pour le Ki67+. Nous avons
réalisé des tests supplémentaires afin d’améliorer le démasquage des antigenes ainsi que le test
de nouveaux anticorps. Nous pourrons également quantifier des telles que le VEGF dans les

biopsies de peau par Elisa ou Western Blot.
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C. Conclusion des études animales

L’application d’une formulation de Tréprostinil ou d’ACT 333679 sur un modele murin de
plaie par excision n’augmente pas de fagon nette le flux sanguin apres 6 ou 24 h d’application,
alors méme que 1’on détecte bien la diffusion systémique rapide des molécules. La
quantification dermique est exposée a une source de biais de contamination qui devra étre
vérifiée dans des expériences ultérieures. L’exposition au Tréprostinil expose au risque

d’hémorragie sur plaie nette et répétée.

Lors des études de cicatrisation sur modele excisionnel, les formulations de nanoparticules
lipidiques cationiques d’ACT 333679 et de Tréprostinil appliqués pendant 24 jours accélerent
la cicatrisation, tout comme leurs controles en émulsion. Par contre, les formulations neutres
n’ont pas d’effet. Cet effet s’explique pour I’ACT-333679 par I’apparition précoce d’un tissu
de granulation. Les analyses planifiées en immunohistochimie et en Elisa/Western Blot nous

permettront de mieux caractériser I’effet des deux traitements dans les temps précoces.

Nous discuterons en détail du mécanisme et des perspectives dans la discussion générale.
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Figure I11-26 : Objectifs et résulats de la these apres la seconde phase animale.
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A. Agonistes de la prostacycline et effet sur la cicatrisation

Durant ce travail de these, nous avons réalisé un screening de 6 principes actifs vasodilatateurs
dans différents types de nanoparticules lipidiques. Durant cette phase de screening, nous avons
pu obtenir trois formulations stables encapsulant deux principes actifs de la voie de la
prostacycline : le Tréprostinil dans des nanoparticules cationiques et I’ACT-333679 dans des
nanoparticules cationiques et neutres. Nous avons ensuite réalisé un gel a base d’HPMC pour
la délivrance au niveau de I'ulcere. Ces gels chargés en nanoparticules sont stables a 6 mois en

termes d’encapsulation du Tréprostinil et de I’ACT-333679.

Nous avons montré dans ce travail de thése que I’administration topique d’agoniste du
récepteur IP, ’ACT-333679 et le Tréprostinil nanoencapsulés dans des particules
cationiques permettent d’améliorer la cicatrisation sur un modele murin d’ulcere
diabétique. Ces résultats sont concordants avec notre expérience sur la cicatrisation d’ulceres
diabétique par l’iontophorése de tréprostinil.! Le Tréprostinil est un analogue de la
prostacycline avec une action principale sur les récepteurs IP, EP2, et DP1.2 Au contraire,
I’ACT-333679 est un agoniste non-prostanoides du récepteur IP qui est fortement spécifique
du récepteur IP.> Dans ce travail de thése, malgré le manque de données biologiques sur le
mécanisme de cicatrisation, nous montrons donc que I’activation du récepteur IP est associée a

une amélioration de la cicatrisation.
1. Voie de la prostacycline et cicatrisation

Les prostanoides sont des molécules ubiquitaires des différents organes. Leur effet va étre
médié par la concentration locale, une expression différenciée des différents récepteurs et le
type et phénotype cellulaire stimulé. Les prostanoides dont la prostacycline sont impliqués dans
les processus de cicatrisation par leur implication au niveau de la phase inflammatoire,

proliférative, et de remodelage.
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Figure 1V-1 : Cicatrisation de souris IP KO (données préliminaires)

L’effet de la prostacycline et du récepteur IP au niveau de la cicatrisation est conforté par des
résultats préliminaires dans notre laboratoire sur un modele murin délété pour le récepteur IP.
Sur ce modele, on retrouve une altération de la cicatrisation sur un modele murin comme montré

dans la Figure IV-1.

Le mécanisme de 1’action procicatrisante de la stimulation des récepteurs IP est probablement
multiple. L’effet le plus caractérisé et le plus consistant est I’action sur 1’angiogenese. Par
I’intermédiaire de la stimulation des récepteurs IP principalement (80%) et EP4
minoritairement (20%), les cellules endothéliales migrent et permettent la formation de
vaisseaux sanguins in vitro.* L’inhibition de la synthése endogéne de prostanoides par
I’administration d’inhibiteurs de COX inhibe les processus d’angiogenese par une diminution

de la syntheése kératocytaire de VEGFes.

Les analogues de la PGI2 inhibent également les effets profibrotiques du TGFp par I’activation
de la protéine kinase A. ® Cette activation est médiée par 1’augmentation de la concentration
cellulaire médiée par I’ activation des récepteurs IP, EP2 et EP4. Ainsi, I’inhibition tissulaire de
la synthese de prostanoides par I’apport d’inhibiteurs de COX est associée a une cicatrisation
dérégulée avec une apparition de cicatrices chéloide.” Ceci témoigne de I'importance de la voie

des prostanoides au niveau du remodelage tissulaire.

Par ailleurs, I’activation des récepteurs EP2 est associée a une stimulation de la prolifération
des kératinocytes.® Ainsi 1’augmentation de la concentration endogéne de PGE: par inhibition

de sa dégradation provoque une amélioration de la réépithélialisation.’
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Par contre, la PGI; et le récepteur IP sont classiquement impliqués dans la réponse nociceptive.
Durant cette phase de traitement, nous n’avons observé aucun effet comportemental apres
I’administration de I’ACT-333679 ou du Treprostinil sur les souris saines et sur les souris

diabétiques pouvant suggérer une augmentation de la nociception.
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B. Limites et perspectives du travail de these

1. Choix des principes actifs, des nanoparticules et des gels

Dans ce travail de these, nous avons choisi de limiter notre étude a 6 principes actifs. Une
limitation du nombre de principes actifs était nécessaire dans un souci financier et de réalisation
dans le cadre d’un travail de these compte tenu des multiples étapes. Nous avons décidé de ne
pas sélectionner 1’iloprost malgré son utilisation clinique historique au niveau de la
cicatrisation. En effet, les analogues de la prostacycline sont des molécules onéreuses (2316€
pour 10mg d’iloprost), et nous avions noté la mauvaise tolérance cutanée connue de I’iloprost.'°
Nous nous sommes également limités a certaines classes pharmacologiques liées a la
vasodilatation. Il existe également de nombreuses pistes de traitement pharmacologique des
plaies chroniques comme la délivrance de facteurs de croissance, que nous n’avons pas choisies
du fait de leur potentiel d’iatrogéne carcinologique.!! Dans ce travail de thése, nous nous
sommes focalisés également sur 1’effet propre d’un principe actif sans évaluer une co-
administration. Ainsi en clinique, ainsi en clinique, il semble que la co-administration
d’agonistes de la prostacycline avec des antagonistes de 1’endothéline permette une
amélioration de la cicatrisation chez le patient sclérodermique.'?"'* Cette co-encapsulation est

également possible et facilitée par 1’utilisation de nanoparticules lipidiques mais complexifie

énormément le protocole expérimental et son cofit.

L’utilisation de principes actifs chargés négativement a impliqué la sélection des formulations
cationiques du fait de la complexation ionique lors de la formulation.!> Cette sélection des
nanoparticules cationiques a imposé de nombreuses contraintes techniques, par exemple a
limité la formulation de I’encapsulation du Cinaciguat et le choix de gels non ioniques comme
I’HPMC utilisé€ dans le cadre de cette these. Une piste intéressante de recherche aurait pu étre
I’utilisation de prodrogues contenant une queue lipidique amphiphile. La queue lipidique
augmente 1’encapsulation et apres métabolisation le principe actif est disponible sous forme
non modifiée pour agir au niveau de sa cible. Ce principe a été mis en place lors du
développement d’une nanoémulsion de Tréprostinil pour le traitement de I’hypertension
artérielle pulmonaire par inhalation. L’utilisation d’une prodrogue avec une queue Cisg permet
d’augmenter la durée d’action du Tréprostinil au niveau pulmonaire et de se passer des
formulations cationiques. '8 L utilisation de prodrogues pour une voie locale pose cependant
un probléme du fait de la nécessité de la présence d’enzymes de métabolisation au niveau de la

peau.
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Au niveau des types de nanoparticules, nous avons choisi les nanoparticules lipidiques
développées par le CEA. Ceci nous a permis de ne pas avoir a réaliser une phase de formulation
spécifique des nanoparticules. Une modification de la composition des nanoparticules aurait
peut-étre permis une amélioration de 1’encapsulation, mais aurait nécessité une phase de

formulation longue afin de déterminer leur stabilité.

2. Modele de pharmacodynamie

La théorie principale lors de cette phase était que I’effet vasodilatateur (« target model ») serait
prédictif de I’ effet procicatrisant (« disease model »). Or nous avons observé un effet seulement
pour ’ACT 333679 dans les nanoparticules neutres alors que dans notre modele de
cicatrisation, nous n’avons retrouvé aucun effet 1ié a I’administration répétée de cette méme
formulation. Ceci indique que 1’étape de mise en évidence de 1’effet pharmacodynamique
attendu tel que nous 1’avons réalisé (vasodilatation a 6 et 24 h) n’est pas un biomarqueur
d’efficacité thérapeutique (cicatrisation) et remet en cause la hiérarchie de screening pour les
études a venir. Le modele de plaie est malgré cela plus intéressant que 1’administration sur peau

saine qui limite le passage cutané et systémique et ne reflete pas la condition pathologique.

Plusieurs améliorations du protocole sont a appliquer afin d’augmenter la pertinence de notre

procédure de screening de molécules :

* Débuter le protocole d’administration le lendemain de la réalisation de 1’ulcere : apres
la réalisation de la 1ésion, on retrouve une altération de la microcirculation cutanée liée
au vasospasme puis surtout a la vasodilatation de la phase inflammatoire. Une analyse
de la variabilité du flux en fonction du jour de cicatrisation permettrait de sélectionner
le jour ayant la variabilité la plus faible.

* Modification du suivi de la vasodilatation : Au niveau de la mesure de la
microcirculation, il aurait également été plus pertinent de réaliser des mesures
consécutives du flux sanguin lors de I’administration. En effet le choix d’une mesure du
flux sanguin cutanée 6 heures et 24h apres administration a été arbitraire et imposée par
les contraintes techniques, et il est probable que nous soyons bien au-dela du pic de
vasodilatation. Une évaluation répétée du flux impose un besoin d’anesthésie répétée de
I’animal et un protocole de suivi par conséquent plus lourd.

e Mesure de la perfusion par imagerie speckle : Dans ce modele, I’utilisation du LDI est

suffisante, car nous n’avons pas besoin d’une résolution temporelle importante, mais les
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nouveaux outils de mesure de la vasodilatation comme le speckle permettent une
résolution spatiale plus importante en plus de la meilleure résolution temporelle.

* Utilisation de groupe satellite pour la pharmacocinétique : I'utilisation des mémes
animaux aurait permis de corréler pharmacocinétique et pharmacodynamie, mais il est
plus pertinent dans ce modele de réserver des animaux pour le suivi pharmacocinétique.
La méthode utilisée dans cette étude permet de limiter le nombre d’animaux, mais elle
limite par contre les données tissulaires par rapport a la méthode classique consistant en
une euthanasie a des points donnés avec récolte du sang terminal. Il aurait été intéressant
de prélever de la peau non exposée afin de quantifier la diffusion du compartiment
sanguin vers la peau.

* Type de plaie : la plaie excisionnelle utilisée dans ce modele est éloignée des plaies
chroniques diabétiques retrouvées en clinique. Un modele de plaie ischémique serait
plus adapté en théorie, mais a condition de présenter une faible variabilité, ce qui n’est

pas le cas dans mon expérience.

3. Effet procicatrisant de I’ACT-333679 et du Treprostinil.

a) Modeéle de cicatrisation

Le modele utilisé dans cette étude est la souris db/db, qui présente une hyperglycémie et
dyslipidémie chronique liée a une inactivation du géne du récepteur de la leptine. Ce modele
est le plus utilisé actuellement pour les études précliniques sur la cicatrisation d’ulceres
diabétiques. De méme, la modalité excisionnelle est la plus couramment utilisée en recherche
préclinique par sa facilité de réalisation et par sa faible variabilité. L utilisation du modele

excisionnel diabétique murin présente cependant des limitations.

Premierement, on observe que méme sans traitement, les plaies réalisées cicatrisent assez
rapidement avec une phase plateau initial de quelques jours. De plus, 1’étiologie de la plaie est
différente de celle du pied diabétique. En effet, les plaies apparaissent de manicre lente par
rapport au modele excisionnel. '° Leur chronicité est également importante avec la présence
d’une persistance sans traitement. Dans le modele murin, la cicatrisation est également médiée
par le phénoméne de contraction qui est cependant trés limité chez la souris db/db.?
L’utilisation de dispositif anti contraction n’est par conséquent pas nécessaire et pas adapté sur
ce modele par risque d’aggravation des ulceres (fusion entre les plaies créées par les sutures et

I’ulcere).
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Les améliorations possibles du modele passent par 1’utilisation de plaies ischémiques. Elles
consistent en 1’application de deux aimants au niveau d’un pli de peau sur le dos de I’animal.
La répétition des phases d’ischémie et de reperfusion permet la création d’ulceres
ischémiques.?! Contrairement au modele excisionnel, on retrouve dans ce modéle une phase
initiale de croissance de I’ulceére puis une phase de plateau et enfin une cicatrisation comme
montrée dans la Figure IV-2 qui résume notre expérience au laboratoire. Une modification des
protocoles d’ischémie-reperfusion permettrait d’allonger la phase de plateau. Ainsi certains
protocoles montrent une phase totale de cicatrisation de 35 jours avec un protocole d’ischémie-

reperfusion de 6h réalisée 3 fois.??
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Figure IV-2 : Courbe de cicatrisation d’ulceres ischémiques (taille de 'ulcere en mm?) réalisés (,'h(‘Z la souris db/db apres un
&
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Ces modeles présentent cependant une variabilité nettement plus importante que le modele
excisionnel et rend plus difficile I’évaluation du traitement. De plus, sa réalisation est plus
longue par rapport a la simplicité du modele excisionnel et I’absence de standardisation actuelle

dans la littérature.

En plus des souris db/db, d’autres modeles de cicatrisation murins existent dont la souris
NONCcNZOI10 qui présente des altérations plus des processus de cicatrisation sur des plaies

incisionnelles, excisionnelle, et ischémiques.?

Le critere de jugement principal est également a adapter. En effet, nous observons des résultats

en histologie qui sont plus précis que ceux obtenus lors d’une analyse photographique classique.
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En effet, ’analyse morphométrique ne tient pas compte de la granulation évidente lors de
I’analyse histologique. La combinaison des deux est donc nécessaire a la bonne mesure des

parametres de cicatrisation.
b) Effet pharmacologique

Le Treprostinil est un analogue de la prostacycline avec une action principale sur les récepteurs
IP, EP2, et DP1.2 Au contraire, I' ACT-333679 est un agoniste non-prostanoides du récepteur

IP qui est fortement spécifique du récepteur IP.

Ces caractérisations de 1’affinité ont été réalisées sur I’homme principalement. Mais il existe
des différences structurelles de la structure des différents récepteurs en fonction des différentes
especes. Ainsi pour le récepteur IP, on retrouve une différence marquée entre le récepteur

humain et les récepteurs chez les rats et les souris comme montré dans le Tableau IV.1.

Tableau IV.1 : Similarité du récepteur IP (réalisée sur https://gpcrdb.org, **)

Especes % ldentité * % S ** S Ak
Rat / Homme 71 75 1576
Souris / Homme 71 76 1576
Souris / Rat 93 95 2068

* pourcentage d’identité entre les séquences/ ** Pourcentage de similarité de séquence / *** Score de similarité

On retrouve dans la littérature une seule mention de I’ affinité de I’ ACT3333679 et du selexipag
pour le récepteur IP chez la souris. Elle se trouve dans le rapport d’évaluation publique du
selexipag.?> On retrouve une forte modification de leur puissance comme montré dans le
Tableau IV.2. Ainsi I’ACT-333679 est 56 fois moins puissant chez la souris que chez ’homme.
Cette différence peut impliquer une différence d’affinité ou de transduction du signal médiée
par la structure différente des récepteurs IP. Elle doit €tre prise en compte, car elle peut
impliquer une nette différence d’effet pharmacologique chez ’homme, avec un effet plus

important.
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EC50

Selexipag ACT 333679
Souris 25 uM 730 nM
Homme 0.338 uM 9.86 nM

Tableau 1V.2 : Mesures de puissance (EC50) sur la production intracellulaire d’AMPc pour le selexipag et ’ACT-333679.
Les valeurs chez [’homme sont estimées a partir des pourcentages donnés dans le document.

Il est donc nécessaire de mieux caractériser les modeles murins en terme pharmacologique :
affinité, puissance et efficacité pour les différents principes actifs testés. Cet effet a été montré
pour le récepteur IP et I’ACT-333679, mais il peut aussi étre impliqué dans la réponse au
Tréprostinil (récepteurs IP, EP2 et DP1). Ainsi dans la littérature, on ne retrouve aucune donnée
d’affinité, de puissance et d’efficacité pour le Tréprostinil dans les modeles murins. Ces tests
réalisés sur la production de cAMP ne sont également pas forcément adaptés, car lors
d’administrations répétées, on retrouve également une désensibilisation des récepteurs liée a
une administration répétée. Dans le cadre de I’ACT-333679, on retrouve notamment une

désensibilisation plus faible liée & un agoniste biaisé. 2
4. Perspectives

Au niveau de cette these, des expériences supplémentaires seront a réaliser pour caractériser

I’effet

* Essais de cicatrisation sur un modele ischémique. Le modele ischémique est le modele
le plus pertinent par rapport a la physiopathologie des ulceres chez le patient diabétique.
Ce deuxieme modele permettra de confirmer l’effet des deux agonistes tout en
améliorant potentiellement 1’effet des nanoparticules lipidiques par rapport aux groupes
émulsions. Une caractérisation plus importante de 1’effet des véhicules est également a
prévoir.

* Caractérisation de I’effet histologique de 1’administration d’agoniste de la
prostacycline : dans cette these, nous n’avons pas pu caractériser I’effet des deux
agonistes utilisés. Des caractérisations précises sur les processus d’angiogenese, de

prolifération et d’inflammation sont indispensables afin et de comparer I’effet des deux
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agonistes. Ces caractérisations passeront par de I’immunohistochimie ou des

quantifications biologiques de marqueur de cicatrisation (ELISA/WesternBlot).

223



C.

10.

11.

12.

Bibliographie

. Savina, Y. Iontophorese d’un analogue de la prostacycline pour améliorer la cicatrisation des

ulceres liés a une dysfonction microvasculaire cutanée. (2019).

. Whittle, B. J., Silverstein, A. M., Mottola, D. M. & Clapp, L. H. Binding and activity of the

prostacyclin receptor (IP) agonists, treprostinil and iloprost, at human prostanoid receptors:
Treprostinil is a potent DP1 and EP2 agonist. Biochem. Pharmacol. 84, 68-75 (2012).

. Kuwano, K., Hashino, A., Noda, K., Kosugi, K. & Kuwabara, K. A Long-Acting and Highly

Selective Prostacyclin Receptor Agonist Prodrug, 2- -N-(methylsulfonyl)acetamide (NS-
304), Ameliorates Rat Pulmonary Hypertension with Unique Relaxant Responses of Its
Active Form, acetic Acid (MRE-269), on Rat Pulmonary Artery. J. Pharmacol. Exp. Ther.
326, 691-699 (2008).

. Hoang, K. G., Allison, S., Murray, M. & Petrovic, N. Prostanoids regulate angiogenesis

acting primarily on IP and EP4 receptors. Microvasc. Res. 101, 127-134 (2015).

. Goren, . et al. Inhibition of cyclooxygenase-1 and -2 activity in keratinocytes inhibits PGE

» formation and impairs vascular endothelial growth factor release and neovascularisation in
skin wounds: Cyclooxygenase-dependent VEGF expression in keratinocytes. Int. Wound J.
14, 53-63 (2017).

. Stratton, R. Prostacyclin derivatives prevent the fibrotic response to TGFb2 by inhibiting the

Ras/MEK/ERK pathway. FASEB J. (2002). doi:10.1096/1j.02-0204fje

. Su, W.-H. et al. Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs for Wounds: Pain Relief or

Excessive Scar Formation? Mediators Inflamm. (2010). doi:10.1155/2010/413238

. Konger, R. L., Malaviya, R. & Pentland, A. P. Growth regulation of primary human

keratinocytes by prostaglandin E receptor EP2 and EP3 subtypes. Biochim. Biophys. Acta
BBA - Mol. Cell Res. 1401, 221-234 (1998).

. Seo, S. Y., Han, S.-1,, Bae, C. S., Cho, H. & Lim, S. C. Effect of 15-hydroxyprostaglandin

dehydrogenase inhibitor on wound healing. Prostaglandins Leukot. Essent. Fatty Acids 97,
35-41 (2015).

Blaise, S., Roustit, M., Hellmann, M., Millet, C. & Cracowski, J.-L. Cathodal
Iontophoresis of Treprostinil Induces a Sustained Increase in Cutaneous Blood Flux in
Healthy Volunteers. J. Clin. Pharmacol. 53, 58—66 (2013).

Gainza, G. et al. The topical administration of thEGF-loaded nanostructured lipid
carriers (thEGF-NLC) improves healing in a porcine full-thickness excisional wound model.
J. Controlled Release 197, 41-47 (2015).

Trombetta, A. C. et al. Effects of Longterm Treatment with Bosentan and Iloprost on

Nailfold Absolute Capillary Number, Fingertip Blood Perfusion, and Clinical Status in
Systemic Sclerosis. J. Rheumatol. 43, 2033-2041 (2016).

224



13. Zampogna, G., Paolino, S., Seriolo, B., Cimmino, M. & Sulli, A. Longterm Treatment
with Endothelin Receptor Antagonist Bosentan and Iloprost Improves Fingertip. J.
Rheumatol. 41, 881-886 (2014).

14.  Bellando-Randone, S. et al. Combination therapy with Bosentan and Sildenafil
improves Raynaud’s phenomenon and fosters the recovery of microvascular involvement in
systemic sclerosis. Clin. Rheumatol. 35, 127-132 (2016).

15.  Ferreira, L. ef al. Formation of ion pairing as an alternative to improve encapsulation
and anticancer activity of all-trans retinoic acid loaded in solid lipid nanoparticles. Int. J.
Nanomedicine 6011 (2012). doi:10.2147/1JN.S38953

16.  Han, D. et al. Safety and pharmacokinetics study of a single ascending dose of C16TR
for inhalation (INS1009). Eur. Respir. J. 48, PA2403 (2016).

17. Corboz, M. R. et al. Therapeutic administration of inhaled INS1009, a treprostinil
prodrug formulation, inhibits bleomycin-induced pulmonary fibrosis in rats. Pulm.
Pharmacol. Ther. 49, 95-103 (2018).

18. D Omiatek. Incorporation Into Lipid Nanoparticles Extends the Duration of Activity of
Treprostinil in an Acute Hypoxia Rat Model of Pulmonary Arterial Hypertension. (2014).

19. Grey, J. E., Enoch, S. & Harding, K. G. Wound assessment. Bmj 332, 285-288 (2006).

20. Wang, X. T., McKeever, C. C., Vonu, P., Patterson, C. & Liu, P. Y. Dynamic
Histological Events and Molecular Changes in Excisional Wound Healing of Diabetic
DB/DB Mice. J. Surg. Res. 238, 186—-197 (2019).

21. Stadler, 1., Zhang, R.-Y., Oskoui, P., Whittaker, M. B. S. & Lanzafame, R. J.
Development of a Simple, Noninvasive, Clinically Relevant Model of Pressure Ulcers in the
Mouse. J. Invest. Surg. 17, 221-227 (2004).

22.  Duscher, D. et al. Transdermal deferoxamine prevents pressure-induced diabetic ulcers.
Proc. Natl. Acad. Sci. 112, 94-99 (2015).

23.  Fang, R. C. et al. Limitations of the db/db mouse in translational wound healing
research: Is the NONcNZO10 polygenic mouse model superior? Wound Repair Regen. 18,
605-613 (2010).

24.  Munk, C. et al. GPCRdb: the G protein-coupled receptor database — an introduction. Br.
J. Pharmacol. 173, 2195-2207 (2016).

25.  European Medecines Agency. Public assesment Report for selexipag. (2016).

26.  Gatfield, J. er al. Selexipag Active Metabolite ACT-333679 Displays Strong
Anticontractile and Antiremodeling Effects but Low f -Arrestin Recruitment and
Desensitization Potential. J. Pharmacol. Exp. Ther. 362, 186—199 (2017).

225



