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INTRODUCTION

Chez I'Homme, le vieillissement est un processus naturel complexe inéluctable. Plus
particulierement, le vieillissement de la peau résulte de processus biologiques liés au passage
du temps et aux facteurs environnementaux (exposition aux UV, pollution atmosphérique,
consommation de tabac...). Ce phénoméne naturel est marqué par I'apparition de signes de
'age tels que les rides, les taches brunes. De nombreux produits cosmétiques sont développés
afin de retarder voire faire régresser les signes cutanés liés a I'age. L'utilisation de créme anti-
age génére des attentes trés fortes quant a l'efficacité du produit. Cependant, les molécules

actives se heurtent dés leur application a un grand obstacle : la barriére cutanée.

Ainsi, la premiére section de ce manuscrit présente une revue bibliographique constituée de

cing chapitres.

Le chapitre | de ce manuscrit améne quelques rappels d’histologie et de physiologie des
différentes couches cutanées afin de comprendre leur réle de barriére vis-a-vis des agents
extérieurs. Les différentes voies de pénétration d’une molécule active sont également

présentées.

Le chapitre Il aborde les produits cosmétiques innovants ou « cosméceutiques » et plus
particulierement les peptides biomimétiques qui sont incorporés dans les crémes anti-age. Le
mécanisme d’action de ces peptides qui porte sur le renouvellement cellulaire est décrit ainsi

qgue les obstacles rencontrés pour leur mise sur le marché.

La cosmétique moderne utilise depuis plusieurs années des vecteurs pour augmenter
I'efficacité de principes actifs administrés par voie topique. Le chapitre Ill expose la
vectorisation de molécules actives par les systémes lipidiques comme les systemes

vésiculaires, les nanoparticules lipidiques et les systémes auto-assemblés.

Le chapitre IV permet une introduction générale sur les systémes lipidiques
multicompartimentés de type Janus. Ensuite, le chapitre V introduit de fagon plus spécifique
les nanoparticules lipidiques compartimentées Janus brevetées par le laboratoire de physico-

chimie des systéme polyphasés de I'Institut Galien Paris-Sud (Faivre et al. 2014).

La deuxiéme section du manuscrit correspond a la section expérimentale.
Du fait de son originalité et son procédé de fabrication a priori transposable a grande échelle,

ce nouveau systéme a fait I'objet d’'une collaboration avec un industriel cosmétique.



L’objectif du projet est de produire des nanoparticules Janus chargées en substances actives
hydrophiles (de nature peptidique) et lipophiles tout en respectant le cahier des charges défini.
Ce travail a été réalisé au sein de 'TUMR CNRS 8612, équipe physico-chimie des systémes
polyphasés a I'Université Paris-Saclay. Les contraintes de fabrication seront également

détaillées.
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I. Physiologie de la peau humaine

A. La peau et ses enjeux

La peau, aussi appelée tégument, est 'organe le plus important du corps humain. En effet,
avec une surface totale d’environ 1,8 m? pour une épaisseur moyenne de trois millimétres, il
s’agit de l'interface la plus vaste entre le corps humain et I'environnement extérieur (Hadgraft
2001). En raison de sa composition et de sa structure particuliére, les fonctions de la peau
sont nombreuses. Elle joue un rble essentiel de protection contre les agressions mécaniques,
thermiques, lumineuses et elle prévient des pertes hydriques et de l'entrée d’éléments
étrangers dans I'organisme. Une coupe histologique de la peau met en évidence sa structure
stratifiée présentant trois couches principales de I'extérieur vers lintérieur : I'épiderme, le

derme et 'hnypoderme (Figure 1).

— Epiderme

:.v‘, ol — Derme
oo -’Oﬁ‘;‘#‘ﬁ-’y R o<
b e 3% &V
. L /’/( .f. ‘; J
LI 4

— Hypoderme

“ h-—’
Figure 1: Structure de la peau humaine constituée de trois couches : I'épiderme, le derme et

I'hypoderme.

Peu d’agents chimiques et biologiques sont capables de pénétrer I'épiderme. Il constitue la
barriére principale a la diffusion de I'eau et protége les tissus sous-jacents des agressions par

les xénobiotiques et les radiations ultraviolettes (Feingold 2008).

B. Structure de I'’épiderme humain

L’épiderme est I'épithélium de revétement le plus externe de la peau humaine. Au cours de

leur migration depuis la couche basale de I'épiderme vers la surface épidermique, les cellules
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se différencient formant les quatre assises de I'épiderme que sont, de l'intérieur vers I'extérieur
(Figure 2) :

- La couche basale ou stratum germinativum

- La couche épineuse ou stratum spinosum

- La couche granuleuse ou stratum granulosum

- La couche cornée ou stratum corneum

Ainsi, I'épiderme comprend d’'une part I'épiderme vivant constitué de plusieurs couches de
cellules, les kéranocytes, et d’autre part la couche cornée ou stratum corneum constituée de
cellules mortes, les cornéocytes. Des trois couches constituant la peau, I'épiderme est la seule

a ne pas étre vascularisée (Martini et al. 2003).

Surface cutanée —— >

Couche cornee Vb
‘Y " ,

v I, /)

— a L

Couchegranuleuse 5 v o o

2o ;\(H. \,,,_,?1' e ¥ X,
Couche épineuse  ~ —> _ e ~\/\

Y \ ’
P ¢ ) .\\: > ) 2
p < ] '
Couche basale ? ¢ »
E— Q_‘/L‘\,A

Figure 2 : Schéma de I'anatomie de I'épiderme humain composé de la couche cornée, la couche

granuleuse, la couche épineuse et la couche basale.

1. Le stratum corneum

Cette couche cornée est organisée par superposition de 10 a 25 couches de cornéocytes
orientés parallelement a la surface de la peau (Menon et al. 2012). Ces cellules anucléées et
complétement kératinisées proviennent de kératinocytes qui lors de leur migration depuis les
couches profondes vers la surface de la peau vont s’aplatir et perdre leur noyau pour se
transformer en cornéocytes : c’est le phénomeéne de kératinisation (Figure 3). La durée de
cette transformation est de quatre semaines environ et varie selon les conditions

physiopathologiques.
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Stratum corneum

Stratum granulosum

|

Stratum spinosum

@ 0 / Stratum basale

Figure 3 : Organisation des couches par le phénomene de kératinisation.

Cette différentiation épidermique conduit également a un enrichissement lipidique progressif
indispensable au contrble de la perte en eau et donc a la régulation de I'hydratation cutanée.
La matrice lipidique qui unit les cornéocytes est constituée de bicouches lipidiques qui se
composent d’environ 50% de céramides, 25% de cholestérol et 15% d’acides gras
polyinsaturés et d’éléments lipidiques mineurs (Feingold 2008). La majorité de ces lipides sont
synthétisés par les kératinocytes dans la partie supérieure de la couche épineuse et dans la
couche granuleuse. Ces lipides sont arrangés en structures lamellaires, trés stables et
constituant une barriére efficace contre toute pénétration de I'extérieur (Feingold 2008). Ces
bicouches lipidiques adjacentes assurent I'organisation dense et imperméable du stratum

corneum.

La cohésion entre les cornéocytes est également assurée par la présence de structures
protéiques résistantes appelées cornéodesmosomes. Cette organisation globale de la couche
cornée est souvent représentée par un mur de briques (cornéocytes) jointées par du ciment
(lipides) (Figure 4). La desquamation des cornéocytes, c'est-a-dire la mue de la peau, est
régulée par la cohésion entre les cellules rendue possible grace au ciment lipidique et a la

présence des cornéodesmosomes.

14 -



(L] ]
(1]
P

P
L

Cornéocytes  mm Cornéodesmosomes Ciment lipidique

Figure 4 : Comparaison schématique de la structure de la couche cornée et d'un mur de pierre
(Delmiglio 2016).

2. Le film hydrolipidique de surface

Le stratum corneum est recouvert d’un film hydrolipidique formant une émulsion naturelle eau
dans huile. L'eau provient du derme et va étre retenue par les cornéocytes grace a un
phénoméne d'osmose et d’attraction par des éléments hygroscopiques intracellulaires
regroupés sous le nom de NMF (Natural Moisturizing Factors) ou facteur naturel d’hydratation.
Elle provient également de I'eau de I'atmosphére qui se dépose sur la peau et des sécrétions
sudorales. La partie lipidique provient de la sécrétion sébacée (96% des lipides), de la sueur
et des produits de dégradation des kératinocytes issus de la desquamation. Le Tableau |

présente la composition de la phase lipophile du film hydrolipidique.

Tableau | : Composition de la phase lipophile du film hydrolipidique (Agache et al. 1981).

Constituants Proportion (%) Origine
Triglycérides 43 Sébum +++ Epiderme +
Acides gras libres 16 Sébum +++ Epiderme +
Cires 25 Sébum
Squalénes 12 Sébum
Cholestérol (libre et estérifié) 4 Epiderme

De par sa composition en acides gras qui lui confére un pH entre 5 et 6, le film hydrolipidique
joue un role dans le maintien du pH acide de la peau. Sa composante lipophile crée une
barriére a I'évaporation de I'eau et freine ainsi la perte insensible en eau. Ainsi, il joue un réle
dans I'établissement de la barriére cutanée en limitant également la pénétration de substances
hydrophiles (Martini et al. 2003b). Les substances chimiques ne peuvent se frayer un chemin
a travers cette structure qu’en ayant la capacité a s’intégrer a la membrane des cellules ou en

s’intégrant au ciment lipophile afin de passer entre les cellules.
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3. L’épiderme viable

En dessous de la couche cornée, se trouve un épiderme « viable » représenté
schématiquement par la Figure 5. La résistance de cet épiderme a la diffusion de substances

extérieures est trés faible comparativement a la couche cornée (Van Smeden et al. 2014).

— Cornéocytes
Stratum corneum =
Stratum granulosum
Py . @ Keratinocytes
- [T

Y > ®

Stratum spinosum ®
% e ® _®w  Cellules de Langerhans

e \ % z 4
¢ 2 . Mélanocyte

Stratum basale | ¢ S Q0% " "® | ¢ Cellules de Merkel
Derme ' ' -

Figure 5 : Schéma des quatre populations cellulaires composant I’épiderme viable.

Il est composé de différents types de cellules :

+ Les kératinocytes :
Ces cellules représentent 80% des cellules épidermiques et permettent grace a leur

différenciation, 'organisation stratifiée de I'épiderme.

+ Les mélanocytes :
Ce sont des cellules liées a la pigmentation de la peau et des poils et se trouvent uniquement
dans la couche la plus profonde de I'épiderme. lIs sécrétent de la mélanine, un pigment coloré
brun-noir qui s’incorpore dans les kératinocytes via les mélanosomes. La mélanine protege
I’ADN des cellules épidermiques contre les rayons ultraviolets et donne a la peau sa couleur

caractéristique.

R/

+ Les cellules de Langherans :

Elles sont chargées de détecter les antigénes ayant pénétrer dans I'épiderme et de les
capturer. Aprés avoir capté l'antigéne, les cellules de Langherans quittent I'épiderme et
rejoignent les ganglions lymphatiques ou elles présentent 'antigéne aux lymphocytes T. Ainsi,

ces cellules initient et propagent les réponses immunitaires.
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% Les cellules de Merkel :
Ces cellules peuvent étre isolées ou regroupées en amas entre les kératinocytes. Ce sont des
cellules toujours au contact d'une terminaison nerveuse permettant un rdle de
mécanorécepteur impliquées dans la fonction du toucher (Boulay 2007). La résistance de cet
épiderme a la diffusion de substances extérieures est trés faible comparativement a la couche

cornée (Van Smeden et al. 2014).

C. Composition du derme

Juste au-dessous de I'épiderme, le derme forme la plus épaisse des couches de la peau. Ce
tissu conjonctif est constitué de deux parties que sontle derme papillaire et le derme

réticulaire.

@,

+ Le derme papillaire se trouve a la jonction dermo-épidermique. Il est lache, trés
vascularisé et riche en fines fibres de collagéne entrelacées et orientées

perpendiculairement a I'épiderme. Cette partie du derme est élastique et fragile.

+ Le derme réticulaire se trouve plus en profondeur et représente environ 80% de
I'épaisseur totale du derme. Ses fibres de collagéne sont grossiéres, en faisceaux
épais et irréguliers qui s’entrecroisent parallélement par rapport a la surface de la peau.

Il constitue la partie résistante de la peau.

Contrairement a I'épiderme, le derme est trés vascularisé et I'on y retrouve les glandes
sudorales et sébacées. Le derme permet d’apporter les nutriments, I'immunité et d’autres
supports a I'épiderme mais aussi d’avoir un réle dans la régulation de la température, de la
pression et de la douleur. Il est composé de fibroblastes qui participent a la synthése des
macromolécules et des glycoprotéines entrant dans la constitution de la matrice extracellulaire
(MEC). Ces macromolécules sont des fibres de collagéne, d’élastine et de fibronectine

baignant dans un gel formé par les glycosaminoglycanes captant I'eau.

D. Composition de I’hypoderme

L’hypoderme est la couche la plus profonde de la peau. Ce tissu fibro-adipeux est
essentiellement composé d’adipocytes, cellules spécialisées dans le stockage des lipides,
regroupés en lobules. Il joue le réle d’isolant thermique, de réserve énergétique et de
protection contre les chocs. L’hypoderme est une couche mal différenciée ou se trouvent les

glandes sudorales qui fabriquent et expulsent la sueur via de petits canaux.
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E. Les annexes cutanées

De fagon générale, les annexes cutanées ont un role de protection et de thermorégulation. Il
existe quatre annexes cutanées : les glandes sudoripares eccrines, les glandes sudoripares
apocrines, les follicules pileux associés aux glandes sébacées et les ongles (Figure 6).

/
Epiderme Derme POil ——+

// //
//
/ 4

f— ——

~A_

Glande
sudorale
eccrine
‘)
&
Follicule ._‘ ‘\\’
ile
pileux @
\ /
Glande
Hypoderme sudorale
apocrine

Figure 6 : Schéma des annexes de la peau : glandes sudorales eccrines et apocrines, follicules pileux

et glandes sébacées.

Les glandes sudoripares sont les plus nombreuses annexes cutanées, distribuées sur tout le
corps a une densité d’environ 400 glandes par cm?. Elles sont responsables de la sécrétion

de la sueur lorsque la température augmente.

% Les glandes sudoripares eccrines sont constituées d’'un peloton sécréteur logé dans le
derme profond et d'un canal excréteur qui traverse verticalement le derme et
'épiderme. Ces glandes sont indépendantes du poil et débouchent directement a la
surface de la peau par un pore.

% Les glandes sudoripares apocrines s’ouvrent toujours dans un follicule pileux. Elles

sont dotées d’un canal excréteur court qui s’abouche dans le canal pilaire.

Les glandes sébacées sont des glandes ramifiées dont la sécrétion se fait par le détachement
et la mort des cellules remplies des produits de sécrétion. Elles sont reliées aux follicules
pileux. Les cellules matures (sébocytes) sont chargées de lipides et se désintégrent en
convergeant vers le centre de la glande pour constituer le produit de sécrétion (sébum) (Figure
7).
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Figure 7 : Fonctionnement de sécrétion du sébum a partir des glandes sébacées de la peau.

Le sébum recouvre ensuite le poil et le cheveu afin de les lubrifier pour éviter la sécheresse et

la casse. Il prévient également I'évaporation excessive de I'eau a la surface de I'épiderme.

F. Les voies de pénétration cutanée

Bien que la peau constitue une véritable barriére au passage de molécules extérieures, celle-
ci n'est toutefois pas absolue. En effet, la peau est perméable a pratiquement toutes les
substances mais a un degré de perméabilité varié. La pénétration d’'une substance a travers
la peau correspond en terme physique a une diffusion passive a travers chaque structure du
tégument . couche cornée, épiderme, derme et annexes cutanées. Pour toute molécule
appliquée sur la peau, on distingue deux voies de pénétration, la voie via les annexes cutanées

et la voie transépidermale (Figure 8).

1. La voie transépidermale

La majorité de la surface cutanée est occupée par la couche cornée, les annexes cutanées
n'occupent qu’une faible surface. Dans ces conditions, la perméabilité de la peau repose
principalement sur la structure chimique de la couche cornée et son organisation structurale.
Deux voies distinctes sont possibles et représentées par la Figure 8. Les molécules peuvent
pénétrer a travers les espaces intercellulaires de la couche cornée (voie intercellulaire) ou

pénétrer directement dans les cornéocytes (voie intracellulaire).

R/

% Le passage intercellulaire a travers le stratum corneum se fait par diffusion dans les
lipides intercellulaires. Méme si le chemin parcouru est plus long et tortueux, cette voie
est la plus rapide pour de nombreux composés car leur coefficient de diffusion dans le
milieu intercellulaire est plus grand. Il s’agit d’'un milieu lipidique continu, structuré en

bicouches. Il offre donc a la fois des régions hydrophiles et lipophiles qui correspondent
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aux voies de passage des composés lipophiles et hydrophiles.

+ Le passage transcellulaire est plus rarement emprunté. Il ferait intervenir la voie des
cornéodesmosomes qui réalisent des pontages entre les cellules et peuvent, étant
donné leur nature protéique, devenir suffisamment amphiphiles. Les substances
empruntant cette voie doivent étre capable de s’intégrer a la double couche de

phospholipides constituants les membranes cellulaires pour pouvoir y pénétrer.

Follicule pileux
Cornéocytes

v
—/—/—/
Stratum corneum
=

Epiderme -

Derme -
Blood vessels

¥

Figure 8 : Schéma de la pénétration cutanée de molécules par la voie transépidermale regroupant la
voie intracellulaire (A) et la voie intercellulaire (B) ou par la voie des annexes cutanées (C). (Valenzuela
etal. 2012).

2. La voie des annexes cutanées

La couche cornée est traversée par les follicules pilosébacés et les glandes sudoripares. Ces
structures offrent des zones de moindre résistance pour la pénétration des molécules. Les
annexes cutanées ont été considérées comme insignifiantes comme voie de pénétration car
elles ne représentent que 1% de la surface cutanée. Toutefois, cette voie présente une
importance pour les composés trés hydrophiles, a haut poids moléculaire, les ions et pour les
systemes d’encapsulation comme les nanoparticules, les cyclodextrines et les liposomes

(Schaefer et al. 2008). La voie annexielle est représentée par la Figure 9 et correspond :

@

% Au passage transfolliculaire. Les follicules pilosébacés sont situés dans les

invaginations profondes de I'épiderme, ils peuvent conduire les molécules jusqu’au
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derme réticulaire. Les appareils pilosébacés n’ont pas une couche cornée trés

développée d’ou une pénétration facilitée a ce niveau.

Au passage par le canal sudoripare des glandes eccrines. Celui-ci est possible mais
rarement démontré et minime puisque les substances pénétrant doivent diffuser contre
le flux de sueur qui se dirige vers la surface cutanée (Hadgraft 2001). C’est le passage
utilisé pour le chlorure d’aluminium qui pénétre dans les conduits sudoraux et diminue

I'écoulement de la sueur en les obsturant d’ou son emploi en tant qu’anti transpirant.

Epiderme

Glande eccrine ———
Derme

/‘ Hypoderme

Follicule pileux

Figure 9 : Pénétration cutanée de molécules par la voie des annexes cutanées.
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Il. Utilisation de peptides en cosmétiques

A. La cosméceutique : une cosmétique fonctionnelle

L’'innovation en industrie cosmétique consiste notamment a traiter non plus les symptémes
mais directement la cause du déséquilibre au niveau de la peau. Ainsi, de nombreux produits
cosmétiques sont maintenant capables de fournir un bénéfice physiologique au
consommateur. En effet, ces produits démontrent une activité biologique capable de maintenir
ou rétablir le bon état physiologique de la peau d’ou leur appellation de « cosméceutiques »
(Zhang et al. 2009). Ce ne sont pas des médicaments puisque 'action n’est pas dirigée vers
une pathologie, le but est de mimer les mécanismes de réparations naturelles par action de
ces peptides biomimétiques. Cette conception de la cosmétologie est orientée de sorte a
relancer le métabolisme cutané. Les cosméceutiques sont trouvés sous différentes forme
comme par exemple les antioxydants, les facteurs de croissances, les hydroxyacides ou
encore les peptides (Bermann 2007). Le domaine pour lequel les cosméceutiques ont
démontré de grands bénéfices est dans le traitement du vieillissement de la peau. Par ailleurs,
une des stratégies utilisées pour diminuer les signes de I'age est le recours aux peptides

bioactifs en application topique (Zhang et al. 2009).

Plus de 25 peptides différents pouvant étre inclus dans les produits cosmétiques sont déja
présents sur le marché aux Etats-Unis et beaucoup d’autres sont actuellement en
développement (Zhang et Falla 2009). Les peptides sont ainsi utilisés pour traiter les
symptomes et les signes du vieillissement cutané. lls sont fréequemment utilisés dans ce but

et sont regroupés en 4 catégories différentes (Tableau Il) (Gorouhi et al. 2009) :

+» Les peptides inhibiteurs d’enzymes
+ Les peptides inhibiteurs de neurotransmetteurs
+ Les peptides signaux

+ Les peptides transporteurs
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Tableau Il : Les différentes catégories de peptides utilisés dans les produits cosmétiques et leur mécanisme d’action.

Classe

Mécanisme de I'action anti-age

Exemple

Peptides transporteurs

Faciliter le passage cutané d’oligo-élément tel que le cuivre nécessaire pour les

processus enzymatique et la cicatrisation

GHK
(glycyl-L-histidyl-L-lysine)

Déclencher une fonction directement par liaison au récepteur en stimulant la Syn®-coll
Peptides signaux production de collagéne par les fibroblastes, la prolifération d’élastine,
glycosaminoglycanes, protéoglycane et fibronectine. Decorinyl ™
H ®
Peptides inhibiteurs de o _ . . . . Vialox
Diminuer la contraction des muscles faciaux, et par conséquent I'apparition des rides.
neurotransmetteurs Syn®-ake

Peptides inhibiteurs

d’enzymes

Inhiber directement ou indirectement une enzyme liée au processus anti-age.

Glycine et protéine de soja

(Preregen®)
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B. Mécanisme d’action des peptides signaux

Le derme apporte un soutien nutritionnel et fonctionnel a I'épiderme. Pour une peau humaine
normale, les protéines de structure telle que le collagéne ou I'élastine représentent 70-80% et
2-4 % respectivement de la masse séche du derme (Waller et al. 2006). Au cours du temps,
ce sont ces protéines qui vont se détériorer laissant apparaitre les signes du vieillissement
cutané. Le derme est donc la cible des produits cosmétiques anti-age ou le contrble de la

différenciation, prolifération et stimulation du collagéne est important (Bermann 2007).

1. La matrice extracellulaire du derme

La matrice extracellulaire est définie par 'ensemble des macromolécules extracellulaires. Elle
est composée de protéoglycanes et d’acide hyaluronique, de glycoprotéines, et de fibres,
principalement des fibres de collagéne et des fibres d’élastine. Ces macromolécules
interagissent entre elles pour former un assemblage complexe dont les propriétés dépendent
de sa composition et de son arrangement. Les fibres de collagéne et les fibres élastiques
permettent la formation d’'un réseau dense résistant aux tensions alors que les protéoglycanes
et glycoprotéines sont a l'origine d’un réseau plus lache résistant aux forces de compression.
La matrice extracellulaire assure ainsi de nombreux réles comme le soutien des cellules et
procure ses propriétés mécaniques a la peau. Son organisation et sa composition fournissent
aux cellules un environnement propice a leur survie, leur prolifération et leur migration. La
matrice extracellulaire résulte d’'un équilibre entre synthése et dégradation de ses composants.
Cependant, les macromolécules matricielles telles que le collagéne ou I'élastine sont capables
de réguler de nombreuses fonctions cellulaires comme la prolifération ou la synthése des

protéines.

2. Le collagéne

Le collagéne est une protéine présente dans la matrice extracellulaire de I'épiderme qui
confére aux tissus une résistance mécanique a I'étirement. La molécule de base, appelée
tropocollagéne est composée de trois chaines polypeptidiques (chaines a) enroulées autour
d’un axe central. L’ensemble forme une superhélice qui correspond aux fibres de collagéne
(Figure 10). Cette macromolécule est synthétisée par des types cellulaires variés tels que les
fibroblastes du derme, les chondrocytes du cartilage ou bien les ostéoblastes des os. Ainsi, il
existe jusqu’a 25 types de collagéne et ce sont les types | (80 a 85%) et Il (8-11%) qui sont

les plus présents dans la matrice extracellulaire du derme.
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Fibrilles de collagéne  Molécules de collagene

Chaine alpha

Fibres de collagéne

Chaine d’acides aminés

Figure 10 : Création de la fibre de collagene a partir de chaines d'acides aminés.

Chez I'enfant et 'adulte jeune, le collagéne natif acido-soluble est extensible, souple, élastique
et a une grande capacité de rétention d’eau (Waller et al. 2006). Chez I'adulte, apparait une
insolubilisation progressive et une augmentation de la résistance mécanique des fibres : c’est
le collagéne natif insoluble (Figure 11) (Moftah et al. 2012), (Schaefer et al. 2008). Ainsi, lors
du vieillissement cutané, la production de collagéne par les fibroblastes est ralentie et la

réticulation des fibres de collagéne les rend insolubles et moins résistantes.

Figure 11 : Biopsie de peau humaine en coloration Masson-Trichrome x100. (A) Peau jeune composée
d'épais faisceaux de collagene, (B) Peau dgée composée de fibres de collagéne minces et laches
(Moftah et al. 2012).
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3. Les matrikines

Suite a la protéolyse partielle du collagéne, des fragments peptidiques insolubles, de quelques
acides aminés, sont libérés dans la matrice extracellulaire (Maquart et al. 2004). Ces peptides
qui sont des sous domaines spécifiques du collagéne vont alors exercer une activité
biologique. lls stimulent les fibroblastes pour la production de nouveau collagéne et permettent
le remodelage tissulaire. Ainsi, la matrice extracellulaire contient ses propres informations
contribuant a sa réparation. Le terme « matrikine » a été proposé pour désigner ces peptides
dérivés de la matrice extracellulaire qui régulent la connexion des tissus entre eux. La plupart
des macromolécules de la MEC incluant le collagéne mais aussi I'élastine et la fibronectine
peuvent mener a la formation de matrikines (Maquart et al. 2004). Ainsi, la matrice
extracellulaire est un réseau enchevétré de macromolécules variées, en étroite relation avec

les cellules qu’elle environne.

a) Action des matrikines

Les matrikines ne sont pas de simples fragments de dégradation protéique mais exercent une
activité biologique variée. Il en existe deux sortes :
= Les matrikines naturelles qui sont déja présentes dans la MEC.
= Les matrikines cryptiques ou « matricryptines » qui sont libérées uniquement suite a la
protéolyse de macromolécules de la MEC. En d’autres termes, c’est la modification
conformationnelle de la protéine qui engendre la libération de matrikines (Davis et al.
2000).

Il s’agit finalement d’'une classe de ligand capable d’interagir avec les récepteurs spécifiques
a la surface de cellules tels des facteurs de croissance. Les matrikines peuvent interagir, par
exemple, avec la famille des intégrines provoquant une cascade de signalisation cellulaire et
mener a des évenements divers comme l'adhésion, la migration, la prolifération cellulaire, la
synthése de protéine ou encore I'apoptose. De fagon plus générale, I'action des matrikines in
vivo consiste a déclencher la migration de cellules vers le site endommageé par chimiotactisme

puis a stimuler la néosynthése de nouvelles molécules (Figure 12).
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Régénération tissulaire

Tissu Stress, Blessure]
/ Sain

Enzymes
protéolytiques

Stimulation de la
synthése de nouvelles
macromolécules

Libération de
matrikines

Migration cellulaire vers Chimiotactisme ‘ ‘ ‘

le site endommagé ‘_/ ‘ ‘

Figure 12 : Mode d’action biologique des matrikines dans le cas de la réparation tissulaire. Une protéine
cellulaire est lysée en fragments par hydrolyse enzymatique. Les matrikines libérées vont agir comme

des chimio-attractants, et stimuler le déclenchement de la néosyntheése de nouvelles protéines.

b) Exemple d’application des matrikines

Les matrikines issues des chaines de collagéne I, V et IX démontrent une action
prépondérante dans le renouvellement et la réparation tissulaire (Maquart et al. 2004). Ainsi,
en dermatologie, le tripeptide-1 (glycyl-L-histidyl-L-lysine ou GHK) est utilisé comme peptide
transporteur. En effet, le peptide GHK complexé avec du cuivre a été montré comme un
potentiel activateur de la cicatrisation dans le cas des ulcéres diabétiques (Jones et al. 2013).
C’est également un peptide signal qui favorise la création de fibres de collagéne, stimule la
synthése d’élastine, de protéoglycanes et de glycoaminoglycanes (Siméon et al. 2000). En
cancérologie, de nombreuses matrikines dérivées des collagénes de membrane basale sont
capables de réguler la croissance tumorale, et leurs analogues structuraux, susceptibles d’étre
utilisés comme agents anti-cancéreux ( Tran et al. 2005). En cosmétologie, par exemple, le
palmitoyl pentapeptide-4 (Pal-KTTKS) constitué d’'une chaine de 5 acides aminés couplés a
I'acide palmitique est commercialisé sous le nom de marque Matrixyl® (Jones et al. 2013). Ce
pentapeptide commercialisé par Sederma reproduit la séquence du propeptide issu du

collagéne humain de type |I.

L’'usage de peptides biomimétiques en cosmétique a pour but de mimer I'action des matrikines
portant sur le renouvellement cellulaire, et notamment activer la synthése de nouvelles
macromolécules de collagéne (Lintner et al. 2000). Par conséquent, I'inclusion de ces peptides
dans des préparations cutanées permet d’obtenir des produits ayant des revendications

variées telles que lutter contre les rides ou contre les vergetures (Pickart et al. 2015).

-27 -



C. Obstacles a I'utilisation de peptides en dermocosmétique

L’utilisation de peptides dans un produit dermocosmétique peut se révéler difficile. Les
difficultés rencontrées peuvent étre des problémes liés a la stabilité, la toxicité, 'analyse, le

colt et surtout la pénétration cutanée du peptide.

1. Stabilité et analyse

Les peptides ont une stabilité chimique limitée. Dans un environnement aqueux, que I'on
retrouve souvent dans les produits cosmétiques, une hydrolyse peut survenir. Généralement,
plus la longueur du peptide est importante, plus il devient fragile. Le choix des excipients et

des stabilisants peut aider a surmonter cet obstacle.

Lorsque le peptide est présent dans un produit fini en concentration trés faible de I'ordre du
micromolaire ou moins, il peut étre difficile de détecter sa présence 6 mois aprés formulation.
Des techniques analytiques sont utilisées comme la spectrométrie de masse, la spectrométrie
par fluorescence et doivent étre développées spécifiquement a chaque peptide. Cependant,
cela n’est pas toujours possible et/ou trés couteux et cette étape s’avere parfois limitante dans

le développement d’'un nouveau produit cosmétique.

2. Toxicité et colt

De facon générale, plus le peptide est petit, moins il est susceptible de déclencher des effets
indésirables. Les peptides, au contraire des protéines, ne sont pas assez grands pour
déclencher des réactions allergiques mais des effets cellulaires indésirables peuvent
apparaitre sila séquence est inconnue. Par conséquent, il est préférable d’utiliser des peptides
présentant une séquence biomimétique d’acides aminés. La toxicité sera d’autant plus faible
si le peptide est de composition quasiment identique aux peptides humains. Néanmoins, des
évaluations de sécurité portant sur le nouveau peptide sont toutefois nécessaires, plus
particulierement s’il est modifié par acylation ou estérification.Les peptides aux séquences
bien définies et de haute pureté (>90%) sont colteux a produire. Méme si I'extraction a partir
d’hydrolysats de protéines est théoriquement possible, la plupart des peptides utilisés en
cosmétique sont de nature synthétique. lls sont créés étape par étape. L’efficacité trés élevée
des peptides compense leur colt élevé de production et rend leur utilisation possible dans les

produits cosmeétiques.

3. Pénétration cutanée

Le stratum corneum n’est pas la cible a atteindre pour les peptides. En effet, le peptide doit
diffuser au travers de la barriére cutanée, jusqu’au site d’action situé dans I'épiderme viable,

en empruntant une des voies de pénétration transcutanée (Fang et al. 2006). Pourtant, méme
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les petites molécules sont trop hydrophiles et chargées électriquement pour pénétrer au dela
de la premiére ou seconde couche du stratum corneum. Plus le nombre d’acides aminés
composant le peptide augmente, moins il est susceptible d’atteindre les couches profondes de
la peau. Il existe différentes stratégies permettant d’'améliorer la délivrance de peptides dans

le derme.

Une des stratégies peut étre l'utilisation des promoteurs d’absorption cutanée afin de
déstabiliser la structure du stratum corneum. Ce sont principalement des solvants organiques
et des tensioactifs (azone, pyrrolidone, acides gras, dimethylsulfoxide) (Williams et al. 2012).
Ces substances, par leur action sur la kératine, déstabilisent I'enveloppe membranaire des
cornéocytes. Elles ont aussi une action de fluidification voire de solubilisation des lipides.
Cependant, cette approche est toutefois limitée pour les peptides de grande taille et des études
sont nécessaires pour s’assurer que le promoteur ne dénature pas le peptide. Bien que de
nombreux promoteurs d’absorption aient démontrés leur efficacité, leur utilisation reste limitée
en raison d’irritations de la peau survenant a de haute concentration. Une autre stratégie
utilisée dans le but d’améliorer le passage des peptides au travers de la peau est I'utilisation
de promoteur d’absorption cutanée de type physique. Ces méthodes telles que la
iontophorése, sonophorése ou électroporation permettent de modifier transitoirement la

perméabilité du stratum corneum.

Pour améliorer le passage du peptide, celui-ci peut étre également modifié chimiquement.
Lintner et al. ont démontré que le greffage d’'une chaine lipophile (acide gras de longueur
suffisante) a un petit peptide peut augmenter le taux de pénétration par un facteur de 100 ou
plus (Lintner et al. 2000). Cependant, cette technique présente des limites puisque plus la
chaine du peptide est longue, moins 'acide gras sera efficace pour aider a la pénétration. Une
autre limitation provient des interférences des activités biologiques que peut provoquer

I'acylation du peptide.

Enfin, 'administration par voie topique de peptide peut se faire a I'aide de systémes colloidaux
composeés de lipides. Il existe une grande variété d’excipients lipidiques approuvés par les
autorités de santé qui permettent de concevoir des véhicules lipidiques adaptés au principe
actif utilisé et a sa voie d’administration. Pour une application cutanée, les vecteurs lipidiques
occupent une place de choix en raison de leur composition en lipides trés proche de la
composition naturelle de la peau. Tirant parti de cette similitude avec la peau, une multitude
de vecteurs lipidiques sont aujourd’hui référencés dans la littérature. Parmi ceux-ci, il est
possible de mentionner les systémes vésiculaires, par exemple les liposomes, les
nanoparticules a base de lipides ou les systémes lipidiques auto-assemblés. Ainsi, les

applications topiques d’objets nanostructurés représentent une voie intéressante.
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lll. La vectorisation de substances actives par les systémes

lipidiques

Les nanotechnologies sont utilisées dans plusieurs domaines tels que I'électronique, la
cosmétique et la santé. En cosmétique, de nombreuses stratégies innovantes reposent sur
I'utilisation de systémes colloidaux permettant de pénétrer cette barriere cutanée pour une
action plus efficace des substances actives. Dans le domaine des cosmétiques, les vecteurs
sont trés divers avec comme exemple, les liposomes, les éthosomes, les nanoparticules
lipidiques solides (Uchechi et al. 2014). Les avantages de ces systémes nanoparticulaires sont
nombreux et parmi eux : une meilleure protection des substances actives, une pénétration
accrue en profondeur dans le derme et des effets au long cours. L'utilisation de vecteurs
comme cargo permet également de contrer les problémes de physico-chimie et d’augmenter
la concentration dermique des nouvelles molécules lipophiles. Les systémes colloidaux a base
de lipides sont des systémes organiques composés de phospholipides, glycérides, cholestérol
ou de tout autre corps gras biocompatible et biodégradable. Du fait de la biocompatibilité de
ces composants avec la peau, ces vecteurs lipidiques se retrouvent dans le domaine
cosmétique pour des applications topiques. lls se classent en plusieurs grandes familles : les

systeémes vésiculaires, les nanoparticules lipidiques, les systémes lipidiques auto-assemblés.

A. Les systémes vésiculaires

De fagon générale, les vésicules colloidales sont formées d’un coeur aqueux entouré d’une ou

plusieurs bicouches de lipides.

1. Les liposomes

Concernant les liposomes, leur paroi lamellaire est constituée essentiellement de
phospholipides (Figure 14A). Ces vésicules sphériques peuvent contenir aussi bien des
molécules lipophiles emprisonnées dans les bicouches lipidiques qu’hydrophiles dans le cceur
aqueux ou méme amphiphile (Uchechi et al. 2014). Suivant le nombre de feuillets
phospholipidiques, leur diamétre peut varier d’environ 15 nm pour les SUV (Small Unilamellar

Vesicle) a 3500 nm pour les LUV (Large Unilamellar Vesicle) (Figure 13) (Bozzuto et al. 2015).
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MLV LUV SuUvV

Figure 13 : Classification des liposomes suivant leur lamellarité (Pandey et al. 2016).

Le premier produit disponible sur le marché contenant des liposomes pour une application
topique était « Capture » de chez Dior en 1986. De nos jours, des centaines de produits
contiennent des liposomes. Les liposomes présentent de nombreux avantages pour une
délivrance topique : ils sont biocompatibles, biodégradables, fournissent une libération
modifiée de l'actif encapsulé et favorisent la stabilité de l'actif. Bien que l'utilisation de ce
vecteur soit réepandue dans le domaine de la cosmétique, il a été démontré que les liposomes
conventionnels s’accumulent dans les couches cornéocytaires du stratum corneum, ne
permettant pas un transport transdermique optimal (Honeywell-Nguyen et al. 2002). Par
ailleurs, les liposomes présentent certains inconvénients comme une production a I'échelle
industrielle délicate ou une instabilité physique et chimique provenant des phospholipides
pouvant nécessiter leur lyophilisation. Une des solutions est l'utilisation non plus de

phospholipides mais de surfactants de synthése pour former la double couche.

2. Les Transferosomes et les Ethosomes

Les liposomes déformables, aussi appelés transferosomes, ont été développés pour contrer
la rigidité des parois du liposome qui le rend fragile et peu disposé a diffuser. Les principaux
constituants des transferosomes sont des phospholipides, des tensioactifs monocaténaires et
de I'eau. Ces vésicules sont composées d’'une bicouche lipidique unique avec une taille de

150 £ 50 nm en moyenne (Figure 14B).

L’ajout d’'un tensioactif permet d’augmenter la déformabilité du vecteur menant a une meilleure
pénétration dans la barriére cutanée (Cevc et al. 2002). Le mécanisme de promotion de la

pénétration cutanée par les transferosomes implique de nombreux processus.

Enfin, afin d’'obtenir une meilleure pénétration cutanée, des alcools ont été ajoutés a la formule
de base des transfersomes menant a une nouvelle famille de vecteurs : les éthosomes (Figure

14D). La présence d’alcool permet d’améliorer le passage des vésicules en rendant les lipides
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du stratum corneum plus fluides avec une organisation déstabilisée (Touitou et al. 2000).

3. Les Niosomes

Une autre génération de vésicules, les niosomes, est dotée non plus d'une bicouche
phospholipidique mais d’'une bicouche de surfactants non ioniques synthétiques. La stabilité
des formulations de niosomes dépend de plusieurs facteurs comme leur méthode de
préparation, la température de stockage, la nature de la substance active encapsulée, les
tensioactifs introduits ainsi que les divers additifs incorporés. Les niosomes offrent certains

avantages sur les liposomes. Notamment ces vésicules ne subissent pas de dégradations
oxydatives (Figure 14C).

LIPOSOME CONVENTIONNEL [D] ETHOSOME

Substance active lipophile

Bicouche de ; \ Il
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I
]
]
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Solutions hydro alcooliques
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e

—

Substance active ~ ey

hydrophile  _——,

.

Bicouche de tensioactifs

Tensioactifs a chaine simple non ionique

TRANSFERSOME NIOSOME

Figure 14 : Représentation schématique de systemes lipidiques. (A) Liposome conventionnel, (B)
Transferosome, (C) Niosome et (D) Ethosome. Issu de (Hua 2015).

D’autres vecteurs lipidiques ont été créés pour permettre une délivrance de substances actives
par application topique. Ainsi a la différence des liposomes et leurs dérivés, de nouvelles

nanoparticules structurées autour d’un cceur lipidique ont été décrites (Attama et al. 2012).

B. Les nanoparticules lipidiques

Outre les nanoémulsions lipidiques, les nanovecteurs dont le cceur est a base de lipides ont
été mis au point plus récemment, a la fin des années 1990, et se retrouvent dans de nombreux
produits cosmétiques et en essais cliniques pour le domaine pharmaceutique (Souto et al.

2008). lIs se distinguent des liposomes par leur cceur lipidique hydrophobe alors que ces
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derniers ont un réservoir aqueux. En raison de la nature lipidique de la matrice, ces systémes

sont utilisés pour I'incorporation de composés trés peu solubles dans I'eau.

1. Nanoémulsions lipidiques

Les nanoémulsions sont de trés fines dispersions de gouttelettes d'un liquide (phase
dispersée) dans un autre (phase dispersante) stabilisées par des tensioactifs. Les gouttelettes
ont un diamétre moyen généralement inférieur a 100 nm. Toutefois, bien que la granulométrie
trés fine de ces systémes leur confére une stabilité physique pendant le temps de stockage,
ces systémes ne peuvent incorporer que des principes actifs trés lipophiles solubles dans les
huiles constitutives de ces émulsions (huile de soja, d'olives) limitant ainsi leurs applications
potentielles en pharmacie. En cosmétique, les nanoémulsions sont fréquemment utilisées car
elles possédent de remarquables propriétés sensorielles et biophysiques (pouvoir hydratant).

Elles conduisent a une large variété de produits.

2. Nanoparticules lipidiques solides et nanoparticules lipidiques

nanostructurées

A la différence des nanoémulsions, les nanoparticules lipidiques solides dites SLN (Solid Lipid
Nanoparticles) ont un ceceur lipidique solide a température ambiante (Figure 15). La matrice
lipidique est formée de lipides parmi les mono-, di- et triglycérides, les acides gras, ou le
cholestérol puis stabilisée par une monocouche de surfactant (Pardeike et al. 2009). La
solidification du lipide permet d’obtenir un relargage prolongé des molécules encapsulées par
diffusion. Cependant, la possible transformation polymorphique des lipides au cours du temps
au sein des SLN peut conduire a I'expulsion de la substance active initialement encapsulée et
a un taux d’encapsulation plus faible que pour les nanoémulsions. En cosmétologie, les SLN
sont exploitées pour leurs propriétés d'adhésivité, d'occlusion et d’hydratation de la peau mais
également pour 'administration et la protection de principes actifs comme le co-enzyme Q10
(Hua 2015), (Almeida et al. 2007).

mmm Subtance active = Lipide

Figure 15: Représentation schématique des nanoparticules lipidiques solides (SLN) et des

nanoparticules lipidiques nanostructurées (NLC).
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L’utilisation de lipides d’états différents (liquides et solides a température ambiante) lors du
procédé de fabrication permet d'obtenir, a température ambiante, une matrice lipidique
partiellement cristalline (Attamata et al. 2012). Ainsi, ces transporteurs lipidiques
nanostructurés, appelés NLC (Nanostructured Lipid Carriers), ont pour avantage un taux
d’encapsulation plus élevé comparé aux SLN (Figure 15). Les nombreuses imperfections
présentes dans la matrice fournissent de I'espace a la substance active pour s’arranger sous
forme moléculaire ou sous amas amorphe ce qui diminue les risques d’exclusion dans le temps
(Souto et al. 2008). Dans le domaine cosmétique, de nombreuses préparations incorporant
des SLN ou NLC ont été commercialisées ces derniéres années : des crémes a bases du

coenzyme Q10, de vitamine E et de rétinol (vitamine A) notamment (Pardeike et al. 2009).

Bien que les nanoparticules lipidiques présentent de nombreux avantages, ces systémes ne
peuvent encapsuler que des substances actives lipophiles et non hydrophiles. Parallélement,
les vésicules lipidiques comme les liposomes et ses dérivés ont la capacité d’encapsuler des
actifs hydrophiles et lipophiles. Bien que l'incorporation de molécules lipophiles au sein de la
bicouche lipidique soit possible, les taux d’encapsulation restent peu élevés au risque de
déstabiliser cette bicouche. Par conséquent, l'intérét se porte vers des systémes lipidiques

auto-assemblés.

C. Les systéemes lipidiques auto-assemblés

1. Polymorphisme des lipides et mésophases

Il existe pour les lipides amphiphiles un état intermédiaire entre I'état solide et I'état liquide
appelé cristal liquide. Cet état est caractérisé par des agencements moléculaires particuliers :
ils sont plus ordonnés que dans un liquide mais moins structurés que dans un cristal. En
présence d’eau, ces lipides vont spontanément former des phases de cristal liquide sous forme
de structures auto-assemblées. Ces mésophases possedent un polymorphisme important en
fonction de la teneur en eau et de la température menant a différentes organisations

structurales des lipides (Seddon 1990).

Comme exemple, la Figure 16 représente un diagramme des phases cristal liquide d'un
amphiphile dispersé dans un solvant. Ce composé présente plusieurs transitions de phase
comme la phase micellaire (L1), la phase hexagonale normale (H1), la phase cubique normale
(Q1), la phase lamellaire (La), la phase cubique inverse (Q2), la phase hexagonale inverse

(H2) et la phase micellaire inverse (L2).
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Figure 16 : Diagramme des phases cristal liquide d'un amphiphile dispersé dans un solvant (Fong et
al. 2015).

2. La famille des ISAsomes

Les phases liquides cristal cubique et hexagonale peuvent étre obtenues par simple mélange
d’'un lipide et d’'une phase aqueuse par vortex. Aprés dispersion des cristaux en nanoparticules
par excés d’eau en présence d’un stabilisant, ils forment des dispersions colloidales stables
(Spicer 2005).

Les dispersions stables de mésophases ont été dénommées ISAsomes pour Internally Self-
Assembled-somes soit des particules ayant une structure interne auto-assemblée. Ainsi, la
phase H2 devient une phase hexagonale inverse émulsifiée ou Hexosome et la phase Q2
devient une phase cubique inverse émulsifié¢e ou Cubosome (Azmi et al. 2015). Ces
dispersions ont fait 'objet de nombreuses recherches dans le domaine du médicament (Blunk
et al. 2006).

Les hexosomes sont composés de canaux d’eau circulaires, fermés sur eux-mémes et
organisés selon une matrice hexagonale. Ces domaines d’eau, isolés les uns des autres, ainsi
que la phase continue constituent d’excellents réservoirs @ molécules hydrosolubles. Boyd et
al. ont montré qu’une série de molécules actives telles que l'irinotecan, le glucose ou encore

I'histidine peuvent étre incorporées dans les phases hexagonales (Boyd et al. 2006).

Les cubosomes sont composés tout comme les hexasomes de deux réseaux continus
disjoints : la phase aqueuse et la phase huileuse. Ces objets sont compartimentés avec un
domaine hydrophobe et un domaine hydrophile. lls sont isotropes (symétriques) et I'imbrication

rend les compartiments dépendants I'un de l'autre.
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3. Applications des mésophases pour la délivrance de médicaments

Les mésophases possédent des domaines d’eau et d’huile finement dispersés. Ainsi, ces
structures auto-assemblées peuvent accueillir des molécules de toutes solubilités qui peuvent

s’'intégrer dans I'eau, dans la partie lipophile ou aux interfaces (Figure 17).
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Figure 17 : Structure schématique de la phase cubique (A) et la phase hexagonale (B) avec la

localisation possible des molécules (Chen et al. 2014).

La plupart des molécules en industrie pharmaceutique possédent un caractére amphiphile et
vont s’adsorber a linterface eau/huile. Les phases cubiques fournissent une matrice de
libération prolongée pour la molécule active. En effet, la structure en phase unique permet un
chemin de diffusion tortueux pour les molécules actives permettant des libérations contrélées.
Des molécules actives de masse molaire et de solubilité différente ont démontré une libération
retardée comme l'aspirine, la vitamine E, le metronidazole, la mélatonine, le pindolol ou
linsuline. Cette structure originale permet de protéger les peptides, les protéines et les acides
nucléiques de dégradations chimiques et physiques. Lors d’une délivrance transdermique, les
phases cubiques et les cubosomes amélioreraient la pénétration de composés actifs au

travers de la peau.
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IV. Systemes lipidiques multicompartimentés anisotropes

Bien que de nombreux systémes lipidiques soient disponibles pour encapsuler des molécules
actives, tous présentent des inconvénients. Sur ce constat, de nouveaux systémes lipidiques
sont en développement dans le but de répondre davantage aux attentes. Ainsi les
nanoparticules multi-compartimentées a architecture originale peuvent incorporer

simultanément des principes actifs hydrosolubles et liposolubles : les nanoparticules Janus.
A. Les nanoparticules de type Janus
1. Introduction

Le terme « Janus » désigne dans la mythologie romaine un dieu a une téte mais deux visages
opposés (Figure 18). Cette divinité symbolise toute espéce de transition d’'un état a un autre,

c’est entre autre le gardien des passages et des croisements.

Figure 18 : Représentation du dieu romain « Janus ».

Ce double visage est symbolique puisqu’il représente I'association des opposés tels que le

passeé et le futur, la création et la destruction.

Les particules dites Janus sont formées de deux parties distinctes qui sont différentes par la
composition chimique et/ou la polarité pour chaque face. De fagon générale, la forme la plus
rencontrée pour ces particules dissymétriques est une sphére avec une moitié hydrophobe et
une autre moitié hydrophile (Walther et al. 2007). Les particules peuvent se présenter
également sous des formes différentes et variées telles que des disques, cylindres ou
batonnets représentées par la Figure 19. D’autres formes plus complexes ont également été
obtenues comme des particules en forme de gland (Perro et al. 2005) ou de bonhomme de
neige (Chaturvedi et al. 2012).
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Figure 19 : Représentation des différents types de géométries rencontrées pour les particules Janus.

Les premiéres particules Janus ont été décrites par Cho et al. (Cho et al. 1985). Leurs travaux
portaient sur des réseaux asymétriques de polystyréne et poly(méthacrylate de méthyle)
obtenus a partir de polymérisation en émulsion. En 1988, Casagrande et al. ont décrit des
particules sphériques avec une hémisphére hydrophile et une autre hydrophobe et ils

étudiérent également leur comportement a l'interface eau/ huile (Casagrande et al. 1989).

2. Les différents types de nanoparticules Janus

A I'échelle macroscopique, il existe deux types de nanoparticules Janus : les « patchy » et les
particules compartimentées représentées par la Figure 20. Les particules patchy sont définies
comme des particules recouvertent en surface de patchs de natures variées tandis que les
particules compartimentées sont définies comme des structures qui sont composées de
domaines séparés constituant directement le cceur. Au sens strict du terme, les nanoparticules
Janus sont composées en ratio 50 / 50 de deux parties distinctes que ce soit en surface,

composition, chimique, polarité (Du et al. 2011).

Particules Janus Patch
y Particules Janus compartimentées

Figure 20 : Structure des nanoparticules Janus (Tran et al. 2014).

Ainsi, les particules Janus de part leurs asymétries fonctionnelles possédent des propriétés
intéressantes. Ces particules sont anisotropiques par leur chimie de surface et/ou en forme.
En effet, la surface de chaque hémisphere est différente ; Si 'une est hydrophile, 'autre sera

hydrophobe, de méme, si 'une est chargée négativement, 'autre sera chargée positivement.
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3. Matériaux

Les nanoparticules Janus peuvent étre produites a partir de matériaux organiques (polyméres,
lipides...) ou inorganiques (métaux) selon la stratégie de synthése. Les nanoparticules Janus
en polymére peuvent étre utilisées pour de larges applications puisque ces matériaux peuvent
étre préparés a la demande. Les matériaux inorganiques purs peuvent étre facilement
fonctionnalisés ce qui les rends trés attrayants dans le domaine des sciences en bio-imagerie,

diagnostique in vivo, thérapeutique et ciblage.

4. Stratégie de synthése

Au début, les nanoparticules Janus étaient synthétisées en fractionnant des particules en plus
petits fragments. Des particules hétérogénes étaient obtenues avec trés peu de contrble sur
la forme, la taille et la pureté. Récemment, plusieurs méthodes de fabrication des
nanoparticules Janus ont été développées selon trois modes de synthése différents : le
masquage, I'assemblage « bottom-up » et la séparation de phase contrélée comme lindique

la Figure 21.

a) Le masquage

Cette technique consiste a réaliser une fonctionnalisation asymétrique d’'une particule qui est
a l'origine homogéne en surface. Une partie de la surface de la particule est exposée, et va
étre modifiée par réaction chimique. L’autre partie reste intacte grace a I'application d’'un agent
masquant durant la réaction chimique. Les nanoparticules sont piégées a l'interface entre deux
fluides (émulsions de Pickering par exemple) (Liu et al. 2008), ou adsorbées sur une surface
solide (Casagrande et al. 1989) (Lattuada et al. 2011). Il est facile de préparer des
nanoparticules Janus par masquage puisqu’une large gamme de groupes fonctionnels est
disponible pour modifier la surface des nanoparticules et les rendements sont généralement
bons (Gu et al. 2005).

b) L’'assemblage « bottom-up »

Cette méthode de fabrication des nanoparticules Janus permet par un auto assemblage de
bloc de copolymeére ou par assemblage de particules préformées d’obtenir spontanément des
particules Janus de composition et forme variées (Gu et al. 2005). En premier, la synthése des
copolymeres est réalisée dans un solvant. Lors du changement de solvant, 'auto-assemblage
de di-blocs de copolymére s’organise autour d’un coeur de polymére. Ce coeur est obtenu en
mélangeant deux copolymeéres AB et CD dont l'affinité de deux segments (A et C) permet
'auto-assemblage. La co-micellisation et la séparation de phase des blocs a la surface sont

des parameétres importants pour I'obtention des nanoparticules Janus (Tran et al. 2014).
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Figure 21 : Méthodes d’obtention des nanoparticules Janus (Tran et al. 2014).

c) La séparation de phase

Pour cette méthode de préparation, des matériaux incompatibles sont mélangés afin d’obtenir
un mélange homogéne. L’élimination du solvant, par exemple par évaporation, va déclencher
la séparation de phase qui méne a I'obtention de deux compartiments liés entre eux, formant
ainsi les nanoparticules Janus (Romanski et al. 2012). Les matériaux utilisés peuvent étre tous
deux inorganiques, ou organiques ou encore il peut s’agir d'un mélange organique /
inorganique. Cette technique semble étre la plus simple mais il est nécessaire de bien
connaitre la thermodynamique et les cinétiques lors de la séparation de phase, mais aussi les
propriétés physico-chimiques des composants seuls et en mélange. Tel que résumé par
Walther et Muller dans le cas des polymeres, un haut poids moléculaire, une haute
incompatibilité des deux constituants et une faible tension interfaciale a I'interface solvant/eau
sont les parametres les plus critiques pour obtenir des nanoparticules Janus avec des

compartiments symétriques (Walther et al. 2013).

5. Applications a la délivrance de médicaments

Les objets Janus ne proviennent pas en premier lieu du domaine des nanotechnologies. Les
comprimés bicouches sont des formes pharmaceutiques de type Janus déja présentent sur le
marché pharmaceutique. De tels comprimés asymétriques sont utilisés pour contréler la
cinétique de libération d’'une ou des deux substances actives différentes. Cette forme permet
également de séparer les substances actives incompatibles ou bien encore de donner des
propriétés spécifiques a seulement un coté du comprimé (propriété adhésive, gonflement

osmotique ...).
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Les nanoparticules Janus sont des particules colloidales trés intéressantes avec des
nombreuses perspectives possibles en recherche. La bi-fonctionnalité des particules permet
d’augmenter la capacité d’encapsulation des différents matériaux qui les composent. De plus,
les nanoparticules Janus sont dotées de propriétés pouvant aboutir a de vastes possibilités
d’utilisation dans le domaine des nanotechnologies. Principalement quatre applications ont été

envisagees pour les nanoparticules Janus dans le cadre de la délivrance de médicaments.

En premiére intention, elles peuvent étre utilisées pour encapsuler des molécules actives de
propriétés physico-chimiques opposées. Xie et al ont formulé des nanoparticules Janus
biocompatibles formées de polymeére poly(acide lactique-co-glycolique) ou PLGA. Ces
particules ont la capacité de contenir deux molécules différentes d’anticancéreux, une
hydrophobe (le paclitaxel) et 'autre hydrophile (la doxorubicine) (Xie et al. 2012). Cette co-
administration de substances actives permet également d'utiliser I'effet synergique que
peuvent avoir deux molécules actives. Ainsi, Sun et al. ont développés un systéme micellaire
biodégradable se rapprochant des nanoparticules Janus afin de libérer dans une méme cellule
tumorale la molécule active et un ARNsi. Ce systéme innovant « deux en un » est capable de
libérer simultanément 'ARNSsi et le paclitaxel a la méme cellule tumorale in vitro et in vivo (Sun
et al. 2011).

En jouant sur la nature physico-chimique des deux compartiments, il est également
envisageable de moduler les cinétiques de libération. Ainsi Hwang et al. ont ciblé différentes
zones de libération d’'une substance active en fonction du pH optimal de dégradation (Hwang
et al. 2012).

De nombreux ligands sont utilisés dans la littérature pour cibler plus spécifiquement tel organe
ou cellule par les particules colloidales. Selon Djohari et Dormidontova, les nanoparticules de
type Janus pourraient étre une alternative intéressante pour produire des nanovecteurs avec

une efficacité de ciblage supérieure aux particules classiques (Djohari et al. 2009).

Enfin, les nanoparticules Janus peuvent étre utilisées dans le domaine du théranostique. Il est
possible de charger un agent diagnostique dans un hémisphére et un agent thérapeutique

dans l'autre pour obtenir la double action.
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V. Le systéme Janus développé au laboratoire

A. Généralités de I'invention

La morphologie des nanoparticules Janus développées par I'équipe de physico-chimie des
systemes polyphasés de TUMR CNRS 8612 est représentée sur les Figures 22 et 23. Les
images obtenues par microscopie électronique a transmission cryoscopique (cryo-TEM)
dévoilent la juxtaposition d’'un compartiment lipidique hydrophobe (sombre) et d'un
compartiment aqueux hydrophile (claire) délimité par une bicouche a base de phospholipides
et de tensioactifs polyoxyéthylénés. En d’autres termes, ces particules a I'architecture originale

résultent de I'association d’'une gouttelette huileuse et d’'une structure vésiculaire.

Compartiment
aqueux

Compartiment
huileux

Bicouche
phospholipidique +
tensioactifs
polyoxyéthylénés

Figure 22 : Morphologie des nanoparticules Janus compartimentées observées par microscopie

électronique a transmission cryoscopique.

Figure 23 : Morphologie des nanoparticules Janus compartimentées observées par microscopie

électronique a transmission cryoscopique.

La stabilité physique de ce systéme en suspension dans I'eau est de plus de 20 mois a

température ambiante et la composition est détaillée dans le Tableau lll. La fabrication des
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nanoparticules Janus nécessite la présence de phospholipides et de diesters de polyéthyléne
glycol (Gélucire 50/13®) dans la phase aqueuse. Aprés I'ajout de la phase lipidique facilement
dispersible, la nanosuspension subit plusieurs passages dans un homogénéisateur haute

pression a chaud.

Tableau lll : Formule de base des nanoparticules multi-compartimentées Janus développées au

laboratoire avec la description des composants, leur proportion et leur réle.

Phase Composant Proportion (%) Réle
Eau 77 Phase dispersante
Aqueuse Gélucire 50/13® 2 Surfactant hydrophile
Phospholipon 90G® 1 Co-surfactant
Huileuse | Labrafil 1944® ou 2125° 20 Phase lipidique

Ces nanoparticules Janus sont un outil potentiellement trés intéressant du point de vue
pharmaceutique et biomédical. En effet, ce vecteur a le potentiel de co-véhiculer des
substances actives aux solubilités opposées (Tran et al. 2014). Par exemple, il peut s’agir
aussi bien de deux principes actifs thérapeutiques complémentaires ou encore d’'un agent
d’'imagerie ou de diagnostic et un médicament. Pour des applications cosmeétiques, des
travaux antérieurs ont démontré la possibilité d’incorporer ces nanoparticules Janus dans un
gel de Carbopol® sans en modifier ni leur taille, ni leur morphologie pendant plus de 5 mois.
De plus, les nanoparticules Janus sont non irritantes (histologie, MTT) pour la peau et
permettent une amélioration de la pénétration et de la diffusion de la molécule active
encapsulée (chloroxylénol). Un agent antioxydant puissant, la quercétine, a également été
encapsulé avec succeés dans le compartiment lipidique des nanoparticules Janus. Ensuite, par
application sur un explant de peau, I'action antioxydante et protectrice contre les UVA des

nanoparticules Janus chargées en quercétine a été confirmée (Saindou et al. 2014).

B. Les contraintes industrielles pour la fabrication de particules

Janus

Les nanoparticules lipidiques sont largement répandues dans lindustrie cosmétique.
Incorporée dans une créme, cette technologie est déja utilisée pour encapsuler des vitamines
comme la vitamine E (tocophérol) et la vitamine A (rétinol), des agents antioxydants comme
la coenzyme Q10, ou des agents protecteurs UV (Hua 2015). Cependant, le développement
a I'échelle industrielle de nouveaux systémes innovants tels que les nanoparticules Janus

reste difficile et se confronte a quelques contraintes.
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1. Procédés transposables a I’échelle industrielle

L’'un des pré-requis lors du développement d’'un nouveau vecteur est I'existence d’un procédé
de fabrication permettant une production a grande échelle en vue a terme de sa mise sur le
marché. Ce procédé doit étre qualifié et validé puis accepté par les autorités pour envisager
un passage de [I'échelle laboratoire a I'échelle industrielle. Pour la fabrication des
nanoparticules Janus, le procédé d’homogénéisation haute pression (HHP) a chaud est utilisé
(Figure 24). Cette technique de fabrication est utilisée depuis longtemps dans le domaine
agroalimentaire et cosmétique mais aussi en pharmaceutique pour la production de

nanoémulsions lipidiques injectables pour la nutrition parentérale (Intralipid®, Lipofundin®).

Clapet
Siege

Produit

homogénéisé - ‘—-1*
[P\ Produit non
/ homogénéisé

Produit ‘/—/4

homogénéisé Lumlere

Figure 24 : Schéma de la partie centrale d’'un homogénéisateur a haute pression avec la valve ou la

fragmentation en gouttelettes trés fines a lieu.

Cependant, bien que ce procédé présente de nombreux avantages, la préparation de
nanoparticules Janus reste trés difficile en raison de leur architecture complexe. En effet, lors
de la transposition d’échelle, certains paramétres deviennent primordiaux a contréler pour leur
formation et d’autres peuvent apparaitre. Le couple pression / contre-pression ou la
température du module de 'lhomogénéisateur sont par exemple des paramétres qui pourraient
impacter la formation des nanoparticules Janus. De plus, bien que ce procédé permette une
production en cycle continu, le nombre de passage de la suspension au sein de

’homogénéisateur sera a étudier pour ne pas avoir une production trop longue.

2. Stabilité physique des nanoparticules Janus

La stabilité est exprimée comme la capacité d’'une substance active ou d’'un produit fini a rester
dans les spécifications bien établies d’identité, de qualité, de pureté dans une période définie
(FDA 1998). Le suivi de la stabilité chimique et physique des vecteurs lipidiques sur le long
terme est un paramétre clé pour leur mise sur le marché. En général, le vecteur et la substance
active doivent rester stables pendant la fabrication, le transport, le stockage et la distribution.
Les instabilités se manifestent entre autres par une altération de la taille des particules en
raison de fusions et d’agrégations. De ce fait, les caractéristiques optiques, la viscosité et les

changements physiques tels que le crémage ou la sédimentation de la formulation sont
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importants a étudier pendant son stockage. Le produit peut étre soumis a différentes conditions
de température, luminosité, humidité. En ce qui concerne la température, I'objectif sera
d’évaluer la stabilité physique des nanoparticules Janus a trois valeurs de température de

conservation différentes : + 4°C, température ambiante et + 40°C.

3. Stabilité microbiologique des nanoparticules Janus

Un produit cosmétique se compose en geneéral d’'une phase aqueuse, d’émulsionnants, de
composés actifs et d’additifs. Les additifs sont ajoutés au produit pour permettre sa
conservation et contrer les nhombreuses instabilités auxquels il peut étre soumis durant son
cycle de vie. Les produits a forte teneur en eau (phase aqueuse continue) constituent un milieu
riche en nutriments et propice au développement des micro-organismes (Brannan et al. 1995).
L’incorporation d’'un conservateur dans la formulation est alors primordiale pour protéger le

produit des contaminations microbiennes.

Ces contaminations peuvent étre apportées lors de la production par :
- Les matiéres premiéres (principes actifs, eau...)
- Les articles de conditionnement
- L’atmosphére des locaux

- Le personnel

Le conservateur peut étre utilisé seul ou en mélange avec d’autres conservateurs pour élargir
le spectre d’activité antimicrobien (Orth 2006). Les conservateurs sont fréquemment introduits

sous la forme de sel plutét que sous leur forme acide pour faciliter leur solubilisation.

Le rapport de sécurité du produit cosmétique doit comporter les spécifications
microbiologiques du produit, ainsi que les résultats du challenge test pour la conservation. Le
challenge test permet d’évaluer l'efficacité du conservateur face a une contamination
volontaire et artificielle par des micro-organismes de référence. Ce test a pour but d’analyser
si les produits mis a disposition du consommateur ne présentent pas de risques particuliers.

Cet essai d’efficacité doit étre effectué :

- Ala conception du produit pour sélectionner le systeme le plus efficace.
- Lors de I'étude de stabilité afin de s’assurer de son efficacité a la date de péremption
du produit.

- A chaque changement d’un élément de la formulation ou du conditionnement.

Au vue de cette réglementation, I'incorporation de différents conservateurs au sein de la

formule initiale des nanoparticules Janus sera réalisée parmi lesquels le benzoate de sodium,
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le sorbate de potassium et le sodium salicylate. L’ajout de ces conservateurs, seuls ou en
mélange, a des concentrations différentes peut avoir un impact sur la formation et la stabilité

physique des nanoparticules Janus.

4. Le sourcing fournisseur pour les matiéres premiéres

Lors du développement d’'un produit il est prudent d’identifier plusieurs solutions matiéres
premiéres, et plusieurs fournisseurs pour les solutions choisies. Cela permet de répondre
rapidement a toute urgence telle qu’un probléme d’approvisionnement de matiéres premiéres
ou une évolution de leur prix. Les excipients contenus dans les nanoparticules Janus
(glycérides, polyoxylglycérides et phospholipides) sont actuellement largement utilisés dans
l'industrie pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire et acceptés par les autorités. La
proportion et la nature de chacun participe a la création du systéme et sa stabilité. Des travaux
antérieurs ont montré qu'il était possible de remplacer le Gélucire 50/13® et le Phospholipon
90G® par des produits analogues provenant de fournisseurs différents. Dans le cadre de ce
projet, cette substitution sera explorée pour les Labrafils constituants la phase lipidique. En
effet, pour des problématiques de concurrence sur le marché, il est nécessaire d’identifier un
fournisseur alternatif capable de fournir une matiére premiére équivalente au Labrafil 1944®
utilisé dans la formule initiale. Ce changement d’excipient peut avoir un impact sur la formation

et la stabilité physique des nanoparticules Janus et sera étudié.
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Partie Il

Approche Expérimentale
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l. Introduction

Le but de cette partie expérimentale est de produire des nanoparticules compartimentées
Janus (JNP) stables dans le temps pour des applications cosmétiques.

La premiére étape du travail expérimental consiste a formuler les nanoparticules Janus
par le procédé d’homogénéisation haute pression a chaud puis a les caractériser. L'analyse
de taille et le suivi de la stabilité physique des nanoparticules ont été réalisés par la technique
de diffusion quasi-élastique de la lumiére et I'analyse morphologique a été effectuée par
microscopie électronique par cryo-transmission.

La seconde étape s’intéresse a étudier I'impact sur la stabilité physique des
nanoparticules de lintégration de nouveaux excipients tels qu'un systéme tampon, un
conservateur. Des analyses par diffraction des rayons X ont permis d’étudier a plus petite
échelle l'influence de ces composés sur la stabilité des bicouches phospholipidiques. Des
mesures de tensions interfaciales ont été menées pour améliorer la stabilité du systéme
conservé a 40°C. Enfin, la derniére étape consistait a incorporer un tripeptide hydrophile
biotinylé ayant la capacité d’activer le renouvellement cellulaire dans les nanoparticules

compartimentées Janus.
Il. Matériels

Le Labrafil 1944® (oleoyl polyoxyl-6 glycérides) et le Gélucire 50/13® (stéaroyl polyoxyl-32
glycérides) proviennent de chez Gattefossé (Saint-Priest, France). Le Phospholipon 90G®
(phosphatidylcholine de soja) est commercialisé par Lipoid (K6ln, Allemagne). Le Dubcare
GPE AB® (oleoyl polyoxyl-6 glycérides), le Dubcare Olga SF® (oleoyl polyoxyl-6 glycérides) et
le Dub O Peg 8V® (PEG-8 oléate) sont fournis par Stéarinerie Dubois (Boulogne-Billancourt,
France). L’huile de noyau d’abricot est fournie par la société Croda. L’acide citrique, le citrate
trisodique, le sorbate de potassium, le benzoate de sodium ainsi que le Microcare SBS®
(salicylate de sodium et benzoate de sodium) sont fournis par Sederma (Le Perray-en-

Yvelines, France). L’eau est purifiée par un systéme Milli-Q (Millipore, France).

lll. Méthodes

A. Fabrication des nanodispersions par le procédé d’homogénéisation

haute pression a chaud
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1. Principe de ’homogénéisation Haute Pression (HHP)

L’émulsion primaire est préparée par fragmentation des gouttes d’huile dans 'eau par agitation
a l'ultra turrax (Figure 25). L’axe de cet appareil comporte deux piéces, un stator et un rotor,
qui sont deux cylindres concentriques séparés par un entrefer. L’extrémité de ces deux piéces
comporte des indentations de forme carrée permettant la circulation du fluide. L’appareil est
équipé d'un moteur permettant le mouvement du rotor a différents régimes aboutissant a un

écoulement turbulent qui fragmente les goulttes.

Stator g e

/' @ ciemen 255U
r: % @
H& |—' Rotor

N /

Figure 25 : Fragmentation des gouttes d’huile dans I'eau par agitation a l'ultra turrax T25.

La pré-émulsion subit ensuite I'action d’'un homogénéisateur haute pression a chaud.
L’appareil utilisé est un homogénéisateur a deux étages, c'est-a-dire doté de deux tétes
d’homogénéisation montées en cascade illustré par la Figure 26 (APV 2000, Invensys,
Albertslund, Danemark). Le liquide introduit dans I'appareil est projeté a haute pression a
travers l'orifice étroit de la téte d’homogénéisation. Ainsi, le fluide s’accélére a une grande
vitesse sur une trés courte distance menant a la formation de gouttelettes micronisées. Le
mécanisme de réduction de taille des éléments dispersés est di a plusieurs phénomeénes dont
la contrainte de cisaillement et les forces de cavitation. Ce procédé est déja transposé dans

I'industrie.

Le second étage d’homogénéisation permet d’éviter la formation de regroupements de
gouttelettes micronisées et permet de mettre en ceuvre une contre-pression qui accroit I'effet
des ondes de chocs générées dans le premier étage. Le systéme est également équipé d’'un

systéme de chauffage.
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Figure 26 : Homogénéisateur haute pression a chaud utilisé au laboratoire.

2. Protocole de fabrication

La maijorité des lots sont préparés suivant le protocole standard en trois étapes décrit ci-

dessous (Figure 27).

1. Emulsification

La phase aqueuse composée de Gélucire 50/13® a 2% (m/m), de Phospholipon 90G® a 1%
(m/m) et d’eau milli-Q est mise a chauffer a environ 55°C pendant 10 min au bain-marie. Pour
les préparations contenant le principe actif, le tripeptide a été dissout préalablement dans 3
mL d’eau purifié¢e de la phase aqueuse. A la méme température, cette suspension de
tensioactifs est dispersée sous agitation mécanique a l'ultra-turrax T25 (Janke & Kunkel
GMBH & Co.KG, IKA®-Labotechnik, Allemagne) a la vitesse de 11000 rpm pendant 5 min.
Parallelement, la phase lipidique a 20% (m/m) est mise a chauffer a environ 55°C au bain
marie. Ensuite, le mélange lipidique est ajouté en filet a la phase aqueuse et agité par ultra-

turrax a la vitesse de 15000 rpm pendant 5 min, pour obtenir une pré-émulsion (H/E).

2. Diminution et homogénéisation de la taille des particules par HHP

La pré-émulsion obtenue est rapidement introduite dans 'homogénéisateur a deux étages
chauffé au préalable a 55°C (APV 2000, Invensys, Albertslund, Danemark). Elle y subit
plusieurs cycles d’homogénéisation continue pendant 5 minutes, sous un double effet de
pression (la pression du 1°" étage est de 600 bars et celle du 2" est de 60 bars), pour former
une nanoémulsion (H/E) a chaud.
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3. Refroidissement des particules

La formulation est stockée dans un flacon de verre et mise a refroidir a température ambiante.
Les nanodispersions ont été ensuite maintenues a température ambiante, 4°C et 40°C pour

I’étude de leur stabilité.

|:| T 600 / 60 bars, 55°C

£ _ K 70 g/ lot
55°C —’—Q‘: = I — 'l
-3
Phase ‘ I - ‘ ‘ L
agueuse E
1 Emuision (HE) 2 HHP 3 Nanoparticules

Figure 27 : Protocole de préparation des nanoparticules multi-compartimentées Janus selon les trois
étapes suivantes: (1) Emulsification par ultra-turrax a 55°C, (2) Réduction de taille par homogénéisation

haute pression a la méme température, (3) Refroidissement a température ambiante.

3. Parameétres explorés

Au cours de ce stage, des changements de paramétres procédés sont effectués en raison du
changement d’échelle sur la quantité de lot produit (70 g, 320 g ou 1 kg) mais aussi pour

étudier leur impact sur la stabilité des nanoparticules obtenues (Tableau IV).

Tableau IV : Description des paramétres modifiés lors de la fabrication des nanoparticules et leur plage

de variation
Paramétres modifiés Gamme
Quantité de lot produit 70g-1kg
Durée de chauffe de la phase aqueuse 10 — 20 min
Durée de I'agitation mécanique 5—20 min
Température du bain marie de I'émulsion 55°C - 60°C
Module d’'agitation mécanique Modules T18 — S50N
Température de ’homogénéisateur Ambiante — 60°C
Contre Pression de 'homogénéisateur 60 — 200 bars
Nombre de cycles d’homogénéisation 3 —15 cycles

Certains de ces paramétres ne seront pas commentés dans ce manuscrit.
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B. Evaluation des propriétés physico-chimiques des nanodispersions

1. Mesure de la distribution de taille des nanoparticules Janus

La taille des nanoparticules janus a été étudiée grace a la technique de diffusion dynamique

de la lumiére.

a) Principe

Le principe de la diffusion dynamique de la lumiére repose sur l'interprétation des variations
d’intensité de la lumiére diffusée lors de son interaction avec les particules, elles-mémes
soumise au mouvement Brownien. L’interprétation de ces variations se fait par le biais d’'une
fonction de corrélation, et sachant que le coefficient de diffusion des particules (D) peut étre
relié & leur taille grace a I'équation de Stockes-Einstein (Equation 1).

g - ke T
h = 6mnD

avec Ry, le rayon hydrodynamique, ks la constante de Boltzmann, T la température absolue et

n la viscosité.

Les grosses particules bougeant lentement, I'intensité du faisceau diffusé fluctuera lentement,
et inversement. |l est alors possible d’obtenir une distribution de taille en intensité. Le diamétre

obtenu est le diamétre hydrodynamique.

b) Dispositif expérimental

La distribution de taille des particules des nanodispersions issues des différentes expériences
est mesurée avec un appareil Nano-ZS90 (Malvern Instruments, Orsay, France) collectant
lintensité de la lumiére diffusée a un angle de 90° par rapport au faisceau incident. Les
analyses ont été réalisées a 25°C aprés un temps de mise a I'équilibre thermique des
échantillons de deux minutes et les échantillons sont dilués au 1/300° dans de I'eau Milli-Q
pour assurer des conditions de mouvement brownien des particules. Ainsi, le diamétre moyen
hydrodynamique des particules et I'indice de polydispersité (Pdl) sont déterminés en utilisant
la diffusion quasi-élastique de la lumiére. Chaque analyse est le résultat de trois mesures
consécutives, effectuées en plagant I'échantillon dans une cuvette de 1 cm de chemin optique.
Faute de temps et pour limiter la consommation de matiéres premiéres, un seul lot a été
fabrigué pour la majorité des conditions expérimentales. Toutefois, différents travaux
antérieurs ont montré la bonne reproductibilité du procédé. Ainsi la variation de diamétre est

inférieure a 1,5 % pour trois lots préparés successivement dans les mémes conditions.
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2. Structure des nanoparticules

Suite a la préparation, la présence de nanoparticules Janus est confirmée par microscopie
électronique a transmission cryoscopique (JEM2100, JEOL, Japon). Cette technique de
microscopie électronique a froid est utilisée pour analyser directement les ultrastructures et

I'organisation interne des nanoparticules.

a) Principe

La microscopie électronique en transmission (MET) est proche dans son principe de la
microscopie optique. Il existe une certaine analogie entre la MET et le microscope optique a
lumiére directe.

C'est le rayonnement utilisé qui différe principalement dans les deux cas :

@,

+ Le microscope optique utilise comme rayonnement des photons (lumiére extérieure).
Un systéme de lentilles optiques permet de dévier ou focaliser le rayon lumineux qui
traverse un échantillon "relativement fin". L'image obtenue se forme directement sur la

rétine de I'observateur.

« Le MET utilise, lui, comme rayonnement des électrons. Un systéme de lentilles
magnétiques permet de dévier ou focaliser le faisceau d'électrons sur un échantillon
"extrémement fin". L'image (ou cliché de diffraction) obtenue peut étre vue sur un écran
fluorescent, enregistrée sur un film photographique ou bien détectée par un capteur CCD

(Charge-Coupled Device).

La différence majeure entre la cryo-MET et la MET tient dans la préparation des échantillons. En
effet, ils peuvent étre détériorés par la déshydratation et la fixation des sels de métaux dans la
MET. Ces étapes sont évitées dans la cryo-MET qui utilise des méthodes de préparation qui ne
détériorent pas I'échantillon. En effet les objets d’intéréts se retrouvent figés dans leur état
initial au sein de la matrice solide vitrifiée. En cryo-MET, I'échantillon est visualisé directement a

I'état hydrate congelé (Kuntsche et al. 2011).

b) Dispositif expérimental

Les nanodispersions lipidiques sont diluées dans I'eau Milli-Q au 1/40° (v/v). Ensuite, 5 pl
d’échantillon sont placés sur une grille de cuivre et I'excés de solution est retiré avec un papier
absorbant. La vitrification du film d’échantillon est réalisée en plongeant brutalement la grille
dans de I'éthane liquide. Cet état vitreux correspond a un état amorphe métastable de I'eau et
évite la formation de glace cristalline, opaque aux électrons. Le support technique utilisé est
appelé une guillotine ou un plongeur. Ce dispositif se compose d'une cuve comprenant un

récipient rempli d'éthane liquide et un support de réceptacle a grilles, la cuve étant remplie

-53-


http://www.techno-science.net/?onglet=glossaire&definition=2903
http://www.techno-science.net/?onglet=glossaire&definition=2978
http://www.techno-science.net/?onglet=glossaire&definition=8090
http://www.techno-science.net/?onglet=glossaire&definition=3293
http://www.techno-science.net/?onglet=glossaire&definition=14912
http://www.techno-science.net/?onglet=glossaire&definition=3690

d'azote de fagon a recouvrir le support et affleurer le récipient d'éthane (Figure 28).

reli€ a un systéme

longeur - . ;
poos d’activation du plongeur

pince .____

grlle

vapeurs d’azote —__

azote liquide —_____

support + ré’ceptacle a support  cuve d’éthane
grilles

Figure 28 : Schéma illustrant le principe d'une guillotine a déclenchement manuel (Kuntsche et al.
2011).

Pendant le transfert sous le microscope et I'observation, la température de I'échantillon est
gardée a -80°C pour empécher le réchauffement de I'échantillon et la formation de cristaux de

glace. L’ensemble des manipulations a donc lieu sous azote liquide ou sous vapeurs d’azote.

3. Diffraction des Rayons X

La diffraction des rayons X est une technique de choix pour l'identification des différentes
structures et formes polymorphiques présentes dans des composés purs, des mélanges ou

dans des produits finis.
a) Principe

Les rayons X sont des ondes électromagnétiques dont la longueur d’onde A est de 'ordre de
'Angstrom. lls permettent I'étude de motifs de répétition dont les dimensions sont du méme
ordre de grandeur que la longueur d’onde (A). Lorsque les photons X rencontrent les électrons
des atomes constituant le matériau qu'ils traversent, ils sont déviés de leur trajectoire incidente
dans toutes les directions de I'espace produisant un rayonnement diffusé de faible intensité.
Toutefois, lorsque les atomes ou molécules possédent une organisation dans I'espace, si la
condition de Bragg est satisfaite, la diffusion a un angle égal a I'angle d’incidence s’effectue
sous forme d’interférences constructives, donc avec une intensité beaucoup plus importante.
Pour que la condition de Bragg soit remplie, il faut que la différence entre les chemins optiques

parcourus par deux ondes réfléchies par des atomes ou molécules situés sur des plans
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paralléles et équidistants (distance entre plan réticulaire d), soit égale a un nombre entier (n)

de fois la longueur d’'onde du rayonnement :
2d sin 6 = n A (Loi de Bragg)

La relation de Bragg permet de relier, la distance réticulaire d (en A) d’'une famille de plans et
la longueur d’'onde A des rayons X, a 'angle de réflexion 8 (en degré) du faisceau sur ces
plans ; n est un nombre entier représentant I'ordre de la réflexion. L'ordre 1 (n = 1) détermine
la distance réticulaire entre deux plans consécutifs et renseigne sur I'épaisseur de la strate
considérée. En général, plusieurs réflexions correspondant a des ordres différents sont

observées et permettent de préciser I'épaisseur de la strate.

La détermination des angles de Bragg permet ainsi de mesurer des distances interatomiques
ou intermoléculaires du méme ordre de grandeur que la longueur d’onde du rayonnement X,

classiquement entre 1 et 100 A.
b) Dispositif expérimental

L’influence de I'ajout des nouveaux excipients ajoutés a la formule initiale du brevet sur
I'organisation lamellaire du Phospholipon90G® a été étudiée a 25°C par diffraction des rayons
X (DRX). Ces analyses ont été réalisées sur le montage du laboratoire (Equipe PCSP, UMR
CNRS 8612) permettant 'acquisition simultanée du signal de diffraction aux petits (small angle

X-ray scattering, SAXS) et grands angles (wide angle X-ray scattering, WAXS).

Une solution de 400 mg de Phospholipon 90G® dans 10 ml de chloroforme est préparée puis
répartie en aliquot de 1 ml dans des vials de 3 ml. Ensuite, le solvant organique est évaporé
sous flux d’azote puis chaque échantillon est mis sous vide durant une nuit pour retirer les
derniéres traces de solvant. Le film lipidique obtenu est réhydraté a 80% par les
milieux d’'intéréts. Les échantillons réhydratés sont vortexés pour obtenir une dispersion
homogéne. Ensuite, ils sont introduits dans des capillaires en verre possédant un diamétre
externe de 1,5 mm et une épaisseur de 0,01 mm (Hilgenberg GmbH, Allemagne). Les

capillaires sont scellés par une goutte de cire pour éviter I'évaporation de I'eau.
4. Mesure de la tension interfaciale par la méthode de la goutte
montante

Des études de tension interfaciale sont menées afin d’évaluer l'influence des nouveaux
excipients ajoutés dans la formule des nanoparticules Janus sur l'interface entre la phase

aqueuse et huileuse (Drelich et al. 2002).
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a) Principe

La tension interfaciale est I'énergie libre par unité de surface entre deux liquides. La mesure
de cette tension interfaciale s’effectue a I'aide d’un tensiométre. Dans le cas de la méthode de
la goutte pendante, les tensions interfaciales sont déterminées a partir de la géométrie d’'une
goutte partiellement expulsée de I'extrémité d’une aiguille. La forme de la goutte dépend des
forces interfaciales et gravitationnelles. Les premiéeres tendent a donner a la goutte une forme
sphérique tandis que les secondes tendent a l'allonger. La forme d’équilibre de la goutte
ressemble a celle d’'une ampoule. Il est alors possible de déterminer la tension interfaciale en
fonction de la forme de la goutte et en tenant compte de la différence de densité entre les deux
milieux. Le profil géométrique de la goutte est mesuré par analyse d’images. Le nombre de
pixel/mm peut étre évalué a partir du diamétre de l'aiguille. Cette méthode est également
valable dans le cas d’une goutte montante si la différence de densité I'impose. L’aiguille est

alors recourbée a 180°.

b) Dispositif expérimental

Les mesures de tension interfaciale sont effectuées a I'aide d’un tensiométre dynamique a

goutte (Teclis Instrument, Tracker) représenté par la Figure 29.

La solution huileuse est introduite dans une seringue de 500 pL avec une aiguille recourbée a
180° et hydrophobisée (jauge n°18). Par pression automatisée sur le piston, la goutte
montante est formée dans la phase aqueuse contenue dans une cuve en quartz. Les mesures
ont été réalisées a différentes températures, de 60°C a 25°C, par échelons de 5°C sur une
durée de 15 minutes par température. Pour déterminer la variation de la tension interfaciale

de l'interface huile/eau, chaque mesure a été effectuée 3 fois pour chaque température.
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Figure 29 : Schéma du montage dun tensiometre a goutte (cas de la goutte montante).
1-banc optique, 2-source lumineuse, 3-cuve thermostatée remplie d’eau et aiguille avec goutte
montante, 4-seringue remplie de la phase huileuse, 5-moteur contrblant le piston de la seringue, 6-
lentille télécentrique calibrée, 7-caméra CCD, 8-moniteur vidéo et ordinateur (Adapté de Benjamins et
al. 1996).

5. Etude de la densité

Les mesures de tensions interfaciales nécessitent de connaitre la densité des liquides en
fonction de la température. Un densimétre a tube vibrant (Anton-Paar, France) est utilisé
comme méthode indirecte pour la mesure de la densité des différents excipients utilisés dans
la phase aqueuse et phase huileuse des nanoparticules Janus. La caractérisation du
comportement mécanique du tube en réponse a la vibration permet de relier directement la
densité du fluide a la période d’oscillation. Les mesures sont réalisées a des températures
croissantes allant de 20°C a 55°C par échelons de 5°C. Pour chaque produit, I'évolution de la
densité en fonction de la température est modélisée par un polyndme de degré 3 de type :
D =a+ b.(T-25) + c.(T-25)%+ d.(T-25)® ou a est la densité du produit a 25°C et b, ¢ et d sont
des constantes caractéristiques de chaque fluide. Sur I'ensemble des liquides étudiés, les
coefficients de corrélation, r?, de ce modéle sont supérieurs a 0,9996. Ces constantes sont
ensuite intégrées dans le logiciel d’analyse du tensiomeétre a goutte. Le logiciel calcule alors
automatiquement la masse volumique des deux fluides en fonction de la température mesurée
par la sonde placée dans la cuve de mesure. Sur I'eau pure, I'écart entre nos mesures en
fonction de la température et les valeurs de références données par le logiciel du tensiométre
ne dépasse pas 0,6%. Pour les excipients lipidiques, les valeurs obtenues a 20°C sont

conformes aux spécifications données par les fournisseurs.
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IV. Résultats et Discussion

A. Modification du procédé de fabrication des nanoparticules Janus

1. Temps de circulation au sein de ’homogénéisateur

Afin d’envisager un transfert du procédé de fabrication des nanoparticules Janus, de I'échelle
laboratoire a I'échelle industrielle, le nombre de cycles d’homogénéisation haute pression est
fixé a trois maximum pour assurer une durée de procédé compatible avec les temps de
production. Habituellement, la nanosuspension est mise en circulation continue pendant cinq
minutes ce qui équivaut a une quinzaine de cycle. De ce fait, l'impact du temps
d’homogénéisation sur la formation et la stabilité physique des nanoparticules Janus sont
étudiés en comparant deux lots de 70 g, 'un homogénéisé pendant cing minutes et 'autre en
trois passages. La distribution de taille des nanoparticules en sortie de procédé reste tres

similaire quelques soit le nombre de passage réalisé (Tableau V).

Tableau V : Distribution de taille et Pdl des nanoparticules multi-compartimentées formulées en 5

minutes ou 3 passages au sein de 'homogénéisateur.

Lots Taille £ 6 (nm) Pdl £ o
3 passages 229 +1 0,13+ 0,03
5 minutes 234 +1 0,09 + 0,02

Pour le lot formulé en trois cycles d’homogénéisation discontinu, la distribution de taille des
particules conservées a 4°C et a température ambiante ne varie que trés peu au cours des
trois premiers mois avec un Pdl inférieur a 0,15 (Figure 30). Cependant, lorsque la
nanosuspension est conservée a 40°C, la taille des particules augmente progressivement au
cours du temps de 229 nm initialement jusqu’a déphaser au bout du troisieme mois. Le méme
profil d’évolution de la distribution de taille est obtenu avec le lot homogénéisé pendant cing

minutes en continu.
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Figure 30 : Evolution de la distribution de taille des nanoparticules Janus formulées en trois cycles

d’homogénéisation conservées a 4°C, température ambiante et 40°C au cours du temps.

La morphologie des nanoparticules formulées en trois cycles d’homogénéisation est observée
en cryo-TEM. La présence de nanoparticules multi-compartimentées de type Janus dans
I'échantillon aprés fabrication est confirmée (Figure 31A) mais également aprés deux mois de

conservation a température ambiante (Figure 31B).

Figure 31 : Morphologie des nanoparticules observées par cryo-TEM pour le lot de formulé en trois
passages a I'homogénéisateur (A) aprés fabrication et (B) apres conservation pendant deux mois a

température ambiante.
2. Quantité du lot produit

Tout en conservant trois cycles d’homogénéisation, un lot de 320 g et de 1 kg sont fabriqués

afin de vérifier si la production de nanosuspension en quantité plus importante méne toujours
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a la formation de nanoparticules Janus. La taille des particules du lot de 320 g (297 nm £ 1)
est légérement supérieure comparée a celles du lot de 1 kg (246 nm % 1) et celui de 70 g (229
nm £ 1). En termes de stabilité physique, la distribution de taille des nanoparticules conservées
a 4°C et température ambiante reste constante avec un Pdl inférieur a 0,15. Aprés passage
en cryo-TEM, des nanoparticules Janus de morphologie similaire au lot de 70 g sont
retrouvées dans le lot de 320 g (Figure 32A). Cependant, bien que la morphologie des
nanoparticules contenues dans le lot de 1 kg soit de type multi-compartimentées Janus,
'apparence de la nanoparticule est différente en raison d’'un compartiment aqueux bilobé
(Figure 32B).

Lors du changement d’échelle, la durée d’un cycle d’homogénéisation augmente en raison
d’'une quantité de produit plus importante a faire circuler au sein de ’homogénéisateur. Par
conséquent, la nanosuspension contenue dans la trémie d’alimentation peut étre sujette a un
refroidissement avant homogénéisation. Il a été noté en effet une baisse de température du
produit jusqu’a 41°C pendant la production. La température est un paramétre important pour
la fabrication des nanoparticules Janus. Or, I'absence de module de chauffage de
’homogénéisateur lors de la fabrication des lots chez l'industriel peut étre a l'origine d’'une

différence de morphologie des nanoparticules Janus.

Figure 32 : Morphologie des nanoparticules obtenues en cryo-TEM pour le lot formulé en trois passages

& '’homogénéisateur en quantité (A) 320 g et (B) 1 kg.
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B. Modification de la formule initiale du brevet des nanoparticules

Janus

1. Origine des matiéres premiéres

Pour des raisons de concurrence sur le marché et de diversifications des sources, il est
nécessaire de changer de fournisseur pour le Labrafil 1944® et de substituer cet excipient par
un équivalent de méme nature chimique. Ainsi, des études de pré-formulation ont été réalisées
avec le Dubcare Olga SF® de grade pharmaceutique et Dubcare GPE® de grade cosmétique
provenant de chez Stéarinerie-Dubois. La proportion de la phase lipidique (20% de la masse
totale de la formule) reste inchangée. Suivant le lipide utilisé, la distribution de taille des
nanoparticules varie de 190 a 239 nm environ avec un indice de polydispersité inférieur a 0,11
(Tableau VI). Les particules composées de Labrafil 1944® ou de Dubcare GPE® sont de méme

calibre tandis que les particules formées avec le Dubcare Olga SF® sont plus petites.

Tableau VI : Distribution de taille et Pdl des nanoparticules multi-compartimentées formulées a partir
du Labrafil 1944®, du Dubcare GPE® ou du Dubcare Olga SFP®.

Lots Taille £ ¢ (nm) Pdl+c

Labrafil M1944 CS® 234 +2 0,09 + 0,02
Dubcare GPE® 239+2 0,09 + 0,02
Dubcare Olga SF® 190+ 3 0,11 £ 0,11

A température ambiante et a 4°C, la distribution de taille des nanoparticules a base de Labrafil
1944® et de Dubcare GPE® est stable au cours des trois premiers mois de conservation (autour
de 250 nm et 300 nm respectivement). Au contraire, la taille des nanoparticules a base de
Dubcare Olga SF® augmente au cours du temps jusqu’a déphasage. Cependant, lors de la
conservation des lots a 40°C tous les lots déphasent rapidement. Les morphologies observées
par cryo-TEM sont de type Janus quel que soit le lipide utilisé (Figure 33A et B). Le
compartiment aqueux qui apparait clair sur I'image semble s’organiser difféeremment lors de
I'utilisation du Dubcare GPE® ou du Dubcare Olga SF®.
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Figure 33 : Morphologie des nanoparticules observées en cryo-TEM lors de ['utilisation du Dubcare
GPE® (A) ou Dubcare Olga SF® (B) comme substituant de la phase lipidique.

Ces différences de comportement pourraient s’expliquer par des différences de compositions.
En effet, les spécifications de compositions de ces produits mentionnées dans la pharmacopée
européenne précise la distribution de chaines grasses (proportion de C18 mono ou poly
insaturés par exemple) mais pas I'association des acides gras ni leur répartition. Ainsi, une
proportion différente en mono-, di- ou triglycérides et esters d’acide gras peut exister entre ces
trois produits. Ces composants jouent un role important dans la formation des nanoparticules
Janus et des ratios différents peuvent engendrer une différence de morphologie et de

comportement des nanoparticules Janus.

2. Stabilité microbiologique des nanoparticules Janus
a) Contréle du pH de la nanosuspension : Ajout d’un systeme tampon

Chaque conservateur possede un spectre d’activité particulier vis-a-vis des bactéries et leur
action est possible dans une gamme de pH précise. Avec la formule initiale, la valeur du pH
de la nanosuspension finale est de 6,4 en moyenne tandis que 'ensemble des conservateurs
sélectionnés sont plus efficaces a pH inférieur a 4,8. Par conséquent, I'ajout d’'un systéme
tampon dans la formule est nécessaire pour ajuster le pH de la nanosuspension finale. Le
systéme tampon acide citrique/citrate trisodique (0,10 / 0,17% m/m) est ajouté dans la phase
aqueuse avant agitation a l'ultra turrax. La taille des nanoparticules obtenue pour le lot de 70
g estde 450 nm * 3 ce qui est environ 200 nm plus elevé que pour les nanopartiules formulées
sans tampon. La distribution de taille de I'essai est stable lorsqu’il est conservé a 4°C et
température ambiante avec un index de polydispersité inférieur a 0,2 au bout de deux mois.
Cependant, une forte augmentation en taille et un déphasage sont observés lorsque
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I'échantillon est conservé a 40°C au bout de trois semaines. Malgré ce diamétre important, la

présence de nanoparticules Janus est confirmée en cryo-TEM (Figure 34).

Figure 34 : Morphologie des nanoparticules observées en cryo-TEM lors de ['utilisation d’'un systeme

tampon acide citrique / citrate trisodique.

b) Contréle de la contamination bactérienne : Ajout d’un conservateur

L’impact des différents conservateurs sur la stabilité des nanoparticules Janus est étudié.
Dans un premier temps, les modalités d’incorporation du conservateur au sein de la
formulation sont testées. L’ajout se fait soit dans la phase aqueuse avant émulsification, soit
en fin de procédé dans la nanosuspension refroidie. Des essais préliminaires avec Sederma
ont montré que I'ajout sur la nanosuspension finale est préférable puisque I'incorporation dés

le départ dans la phase aqueuse pouvait mener au déphasage pendant la préparation.

Dans un second temps, le Microcare SBS® a été envisagé comme conservateur. Il s’agit d'un
mélange de salicylate de sodium et benzoate de sodium dont les concentrations étaient de
0,25 et 0,15 % respectivement dans la préparation finale. Comme le montre la Figure 35, une
dissociation des deux compartiments et la présence de nombreux types d’objets sont

observées en présence de ce conservateur.
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Figure 35 : Morphologie des nanoparticules observées en cryo-TEM lors de I'utilisation du mélange

salicylate de sodium et benzoate de sodium.

Les conservateurs, notamment le salicylate de sodium et benzoate de sodium, ayant une
activité tensioactive a la base de leur activité antimicrobienne, I'interaction entre les stabilisants
de la formulation et ces conservateurs pourrait expliquer cette dissociation (Ali et al. 1995).
Ainsi, I'impact de différents conservateurs sur I'organisation structurale des phospholipides
(Phospholipon 90G®) est étudié en diffraction des rayons X (Figure 36). Aux petits angles
(SAXS), lorsque le Phospholipon 90G® est hydraté avec de I'eau, deux pics sont observés ce
qui correspond aux 1°" et 2°™ ordres de diffraction d’'une structure lamellaire ordonnée

d’épaisseur 61,6 A.

En présence du systéme tampon, les pics de 1°" et 2°™ ordre sont parfaitement superposables
(position et intensité) avec une épaisseur de bicouche non modifiée. Il n’y a pas d’influence

significative du tampon sur la formation de la bicouche (Résultat non présenté).

Au contraire, si le Phospholipon 90G® est réhydraté avec une solution contenant des
conservateurs, les deux pics de diffraction caractéristiques sont toujours présents mais
apparaissent différemment sur le diffractogramme. La Figure 36 montre I'action du benzoate
de sodium (BZ) et du sorbate de potassium (SP) a différentes concentrations, de leur mélange,
ainsi que du mélange salicylate de sodium - benzoate de sodium (SA/BZ) évoqué
précédemment. Ce dernier est celui qui altére le plus le diffractogramme du Phospholipon
90G® avec un déplacement du pic vers de plus petites distances (59,1 A) mais surtout une
diminution de lintensité maximum du pic du 1°" ordre, une augmentation de sa largeur, et la
disparition du second ordre. Sans disparition compléte de la structuration en bicouche, ces

éléments attestent d’une désorganisation partielle du Phospholipon 90G® en présence du
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mélange (SA/BZ). Les mémes tendances sont observées pour les autres conservateurs, seuls
ou en mélange, mais avec des intensités variables. En comparaison avec le sorbate de
potassium et a concentrations égales, le benzoate de sodium modifie plus nettement

I'épaisseur de la bicouche de phospholipides. Les autres paramétres restent assez proches.

— Eau —— Eau — Eau
— Microcare SBS —— SP0,1% BZ 0,3%
— SP/BZ 0,1/0,3% \ — SP0,2% BZ 0,6%
5000 — . 61.0A SP0,3%
— SP0,6%

4000 —| \
595 A
23000 | —

59.1 A L/Mk_w_w
J

N
™ |

A N—

1000 — — —

Intensité (u.a.)

I I I I I I I I I I I I
0.1 0.2 0.3 0.4 0.1 0.2 0.3 0.4 0.1 0.2 0.3 0.4

q (A1) a (A q (A1)

Figure 36 : Influence des conservateurs sur l'organisation structurale du Phospholipon 90G®.
Diagramme de diffraction des rayons X aux petits angles enregistré a partir de Phospholipon 90G® en
exces d’eau (80% en masse H>0) (noir), mélange SP/BZ a 0,1/0,3% (rose) a 25°C, BZ et SP a 0,3%
(jaune), BZ et SP a 0,6% (rouge).

Ces résultats démontrent I'altération de I'organisation de la bicouche de Phospholipon 90G®
dés lors qu’un conservateur est ajouté. L’interaction des conservateurs avec les autres
constituants des nanoparticules Janus tels que le Gélucire 50/13® serait également intéressant
a étudier. Cependant, 'équipement disponible ne permet pas d’étudier la diffraction des rayons
X sur les autres excipients. En effet, les bicouches lipidiques formées a partir des
phospholipides contenus dans le Phospholipon 90G® sont de petite épaisseur tandis que
celles formées avec les tensioactifs PEGylés contenus dans le Gélucire 50/13® ou le Labrafil
1944® générent des bicouches dont I'épaisseur, plus importante (= 90 A), nécessiterai
d’accéder a de plus petites valeurs de q (< 0,07 A"). La position du beam-stop empéche

I'accés a ces valeurs.
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Au regard de ces résultats, il a été décidé de continuer les travaux autour du mélange SP/BZ
0,1% / 0,3% qui décrit un effet un peu moins désorganisant que le mélange SA/BZ. Les
associations de conservateurs sont proposées par les fournisseurs afin de couvrir un spectre
d’activité antimicrobien élargi. Les associations permettent aussi d’utiliser une teneur inférieure
a celle préconisée lorsqu’ils sont seuls afin de limiter les risques d’irritation et/ou de

sensibilisation liés a l'utilisation de certains conservateurs.

La production d’un lot de 70 g de nanosuspension en présence du systéme tampon et du
mélange SP/BZ est effectuée en 3 passages a 'lhomogénéisateur. La méme opération est
menée avec les conservateurs seuls de maniere a identifier un effet qui leur serait propre. La
nature des conservateurs, leur concentration et les résultats obtenus en distribution de tailles
pour les particules sont exposés dans le Tableau VII. La distribution de taille des

nanoparticules reste stable a 4°C et a température ambiante.

Tableau VII : Distribution de taille et Pdl des nanoparticules multi-compartimentées formulées en

fonction de la nature du conservateur et leurs concentrations finales dans la suspension.

Concentration _
Lots Taille £ o (nm) Pdl £ o
(m/m)
Sorbate de Potassium (SP) 0,1 % 222 +2 0,11 £ 0,01
Benzoate de Sodium (B2Z) 0,3 % 298 £ 4 0,20 £ 0,01
0,6 % 314+ 4 0,16 £ 0,05
SP/BZ 0,17et0,3% 338 + 1 0,13+ 0,02

En cryo-TEM, en présence du mélange benzoate de sodium et sorbate de potassium, la
présence de nanoparticules Janus est confirmée (Figure 37A) et en présence de benzoate de
sodium seul a 0,6% également (Figure 37B). Les autres conditions n’ont pas été observées
en cryo-TEM.
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Figure 37 : Morphologie des nanoparticules observées en cryo-TEM lors de I'utilisation du mélange
SP/BZ (A) ou du BZ seul en concentration 0,6% (B).

3. Stabilité physique des nanoparticules Janus

Les nanoparticules Janus sont physiquement stables pendant leur conservation a 4°C et a
température ambiante. Dans le cadre de ce projet, la stabilité du produit & une température de
40°C est recherchée en raison de la zone géographique de commercialisation prévue. Comme
il a été montré précédemment dans la Figure 30, dont les évolutions présentées sont
parfaitement représentatives des études de stabilités, les dispersions de particules Janus se
déstabilisent avec le temps a cette température plus élevée.

Le Labrafil 1944® est une huile végétale composée principalement d’une fraction glycéridique
(mono-, di- et triglycérides de I'acide oléique) et d’esters entre ce méme acide gras et des
PEG-6. Ces esters sont des tensioactifs non ioniques de type polyéthoxylé a chaine courtes
connus pour avoir une affinité différente pour le compartiment aqueux et huileux suivant la
température du systéme. Ceci est lié a la déshydratation progressive des chaines PEG lorsque
la température augmente, aboutissant a une augmentation de la lipophilie de ces tensioactifs.
La température d’inversion de phase (Phase inversion Temperature ou PIT) introduit par
Shinoda et al. en 1964 est la température caractérisant ce passage d'un tensioactif plus

hydrophile a un tensioactif plus lipophile (Shinoda et al. 1964).

Compte tenu de la composition du Labrafil 1944®, il a été émis I'hypothése que des
phénoménes d’inversion de phase pourraient étre a I'origine des différences de stabilité des
nanoparticules Janus lors de leur stockage a différentes températures. Par I'étude de la

tension interfaciale en fonction de la température, il est possible de déterminer la température

-67-



d’inversion de phase du systéme et de pouvoir éventuellement I'adapter pour obtenir plus de

stabilite.

a) Détermination de la température d’inversion des différentes phases

huileuses

Dans un premier temps, la température d’inversion de phase du Labrafil 1944®, du Dubcare
GPE® et du Dubcare Olga SF® a été étudiée. La Figure 38 représente I'évolution de la tension
interfaciale en fonction de la température pour une goutte de Labrafil 1944® formée dans I'eau.
De 60°C a environ 40°C, la tension interfaciale chute jusqu’a des valeurs faibles. Puis de 40°C
jusqu’a 20°C, elle augmente légérement pour atteindre une valeur d’environ 0,30 mN/m a
20°C. Ce type de profil est largement décrit dans la littérature et il est admis que le minimum
correspond a la température d’inversion de phase (Tadros et al. 2013). Chaque portion de
courbe de tension interfaciale, a basse et a haute température, est modélisée par un polynédme
du 2°me degré (Figure 38). La température d’inversion de phase a pour valeur le point

d’intersection entre ces deux polyndmes : dans le cas du Labrafil 1944® |a valeur est de 43°C.

N
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Figure 38 : Modélisation de la courbe représentant I'évolution de la tension interfaciale en fonction de
la température pour une goutte de Labrafil 1944® formée dans I'eau selon les deux polynémes du 2éme

degré.

Un profil de courbe similaire est obtenu pour le Dubcare GPE® et le Dubcare Olga SF®, les
résultats de température d’inversion de phase sont exposés dans le Tableau VIII. Bien que les
huiles testées proviennent de fournisseurs différents, leur température d’inversion de phase

est similaire et avoisine les 43°C.
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Tableau VIII : Température d'inversion de phase obtenue par mesure de la tension interfaciale d’une
goutte de Labrafil 1944%°, de Dubcare GPE® ou de Dubcare Olga SF® formée dans l'eau.

_ Température d’inversion de
Goutte Phase dispersante
phase
Labrafil 1944® Eau 43°C
Dubcare Olga SF® Eau 44°C
Dubcare GPE® Eau 43°C

Lorsque le systéme est conserveé a une température inférieure a la PIT (température ambiante
et 4°C), I'affinité du tensioactif pour la phase aqueuse est plus importante qu’au-dessus de la
PIT. Autrement dit, la balance hydrophile — lipophile (HLB) des tensioactifs PEG du Labrafil
1944® augmente quand la température diminue. La grande stabilité du systéme a température
ambiante, suivie sur quelques mois pendant ce stage mais jusqu’a 20 mois dans des travaux
antérieurs, montre qu’a cette température, le HLB moyen des tensioactifs en présence dans
le mélange doit étre proche du HLB critique (permettant la stabilité optimale) de la dispersion.
L’instabilité a 40°C pourrait alors s’expliquer par le fait qu’'a cette température, le HLB moyen
du mélange diminue et n’est pas suffisamment élevé pour stabiliser une dispersion lipophile
dans hydrophile telle que les nanoparticules Janus. Selon cette hypothése, afin d’obtenir une
stabilité physique des nanoparticules conservées a 40°C, l'objectif est d’augmenter la
température d’inversion de phase du systéme bien au-dela de la température de conservation
pour avoir des tensioactifs PEG suffisamment hydrophiles a cette température de stockage.

Plusieurs stratégies ont été proposées pour cela.

b) Modification de la température d’inversion de phase

La premiere stratégie consiste a modifier le ratio huile / tensioactifs polyoxyéthylénés a chaines
courtes du Dubcare GPE® en y ajoutant une proportion d’huile de noyaux d’abricot (HA) en
ratio 75/25 et 50/50 respectivement. Le choix s’est porté sur I'huile de noyaux d’abricot car il
s'agit de la matiére grasse végétale a la base du Labrafil 1944® et des Dubcare® utilisés. En
effet, les glycérides constituant cette huile sont partiellement hydrolysés pour libérer des
acides gras qui sont estérifiés avec des groupements PEG pour obtenir le mélange final des
Labrafils et Dubcares (Jannin et al. 2014). Le suivi de la tension interfaciale de ces systémes
dans l'eau en fonction de la température est réalisé. Aprés modélisation des courbes et
résolution des équations, la température d’inversion de phase trouvée quel que soit le ratio

utilisé est proche de 48°C (Tableau IX), soit une évolution dans le sens attendu.
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Tableau IX : Température d'inversion de phase obtenue par mesure de la tension interfaciale d’une
goutte du mélange Dubcare GPE®/ huile de noyaux d’abricot ratio 50/50 et 75/25 ) formée dans l'eau.

Goutte Phase dispersante T°C
Dubcare GPE® / HA (50 / 50) Eau 49
Dubcare GPE® / HA (75/ 25) Eau 48
Dubcare GPE® Eau 43

Aprés observation en cryo-TEM des échantillons, les nanoparticules présentes ne sont pas de
nature Janus. L’ajout d’huile de noyaux d’abricot dans la phase huileuse perturbe le procédé
et engendre la séparation du compartiment aqueux et huileux quel que soit le ratio utilisé. La

présence de goutte d’huile et de liposomes dissociés est illustrée par la Figure 39.

Figure 39 : Morphologie des nanoparticules formulées avec le mélange Dubcare GPE® et I'huile de

noyaux d’abricot en ratio 50/50.

La seconde stratégie pour augmenter la température d’inversion de phase consiste a
incorporer une proportion de tensioactifs a chaine polyéthoxylées a chaine lIégérement plus
longues (oléate de PEG8) dans la phase huileuse Labrafil 1944® tout en conservant une
proportion d’huile de noyaux d’abricot. D’aprés le diagramme de phase binaire de la chaine
polyéthoxylée C12Es, la PIT augmente lorsque la chaine polyéthoxylée du tensioactif s'allonge
(Drelich et al. 2002).

Pour la goutte formée dans I'eau avec le mélange des trois composants, quel que soit le ratio,
la tension interfaciale a 60°C est trop basse et dans les limites de mesure de I'appareil pour
étre enregistrée, de ce fait la PIT n’a pas pu étre déterminée. Lors de I'analyse de ces lots en
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cryo-TEM, aucune particule Janus n’est observée en raison de la dissociation des
compartiments aqueux et huileux. Cependant, lors de 'ajout de I'oléate de PEG 8 avec le
Labrafil 1944 seul (ratio 98,5/1,5 respectivement), la tension interfaciale a pu étre enregistrée.
La température d’inversion de phase obtenue est de 47°C (Tableau X). Ainsi, comme attendu,
'incrément du nombre de groupes d’oxyde éthyléne produit une augmentation de la PIT (Mitsui
et al. 1970).

Tableau X : Température d'inversion de phase obtenue par mesure de la tension interfaciale d’une

goutte composée de Labrafil 1944%, d’huile de noyaux d’abricot et de PEG-8 formée dans I'eau.

Goutte Phase dispersante T°C
Labrafil 1944® / NA / PEG-8 (87,5/7,5/5) Eau Limite détection
Labrafil 1944®/ NA / PEG-8 (75/15/10) Eau Limite détection
Labrafil 1944®/ PEG-8 (98,5/1,5) Eau 47

Le lot de 70 g de nanosuspension fabriqué avec cette composition de phase huileuse a une
distribution de taille de 385 nm £ 9 avec un Pdl de 0,09. En cryo-TEM, la présence de particules
Janus est confirmée (Figure 40). Cependant, la conservation a 40°C méne a un déphasage

au bout d’'un mois.

Figure 40 : Morphologie des nanoparticules formulées avec le mélange Labrafil 1944° et I'oléate de
PEG-8 en ratio 98,5/ 1,5.

Des travaux antérieurs dans I'équipe ont montré I'importance du Phospholipon 90G® et du
Gélucire 50/13® dans la genése des particules Janus. Leur présence est nécessaire pour la
formation du compartiment aqueux. Plus récemment, il a été décrit que les tensioactifs a

-71 -



chaine PEG-6 des Labrafils et équivalents pouvaient également participer a la création de la
bicouche délimitant ce compartiment. Plus précisément, aprés hydratation du Labrafil, ces
tensioactifs sont capables de générer des structures lamellaires a température ambiante alors
gu’a plus hautes températures, des dispersions eau dans huile sont obtenues. Ceci s’explique
par le paramétre d’empilement qui va étre, pour ces tensioactifs a PEG court, proche de 1 a

20°C et supérieur a 1 aux températures plus élevées (Israelachvili et al. 1976).

Cette notion de paramétre d’empilement, qui va permettre de comprendre les courbures
geneérées par les associations supra-moléculaires de lipides et tensioactifs, pourrait expliquer
les dissociations observées entre les deux compartiments pour certaines des formulations. En
effet, comme évoqué précédemment, le Phospholipon 90G® et les tensioactifs PEG-6 vont
générer des structures lamellaires aprés hydratation. A l'inverse, le Gélucire 50/13%® qui
posséde une téte polaire volumineuse (PEG 1500), formera des micelles aprés hydratation
totale a température ambiante, preuve d’un paramétre d’empilement trés inférieur a 1 (Hadri
et al. 2016). Ce parameétre sera probablement Iégérement inférieur a 1 pour 'oléate de PEG-
8. Il est intéressant de noter que dans toutes les formulations ou les compartiments ce sont
dissociés, la proportion de Gélucire 50/13® a été indirectement augmentée par rapport a
'ensemble des autres tensioactifs. La contrainte de courbure imposée par ce tensioactif

pourrait alors étre a I'origine de la séparation entre les deux compartiments.

c¢) Influence de la phase aqueuse sur la PIT

Pour aider a la poursuite de ces travaux, des essais préliminaires ont été menés autour de
l'influence de la composition de la phase aqueuse sur la PIT. Ainsi, I'évolution de la
température d’inversion de phase lors des modifications de formule sur la phase dispersante
aqueuse est étudiée et notamment lors de I'ajout du systéme tampon et d’'un conservateur
(Microcare SBS®). La température d’inversion de phase obtenue en présence du systéme

tampon et du conservateur est de 39°C contre 43°C pour le Labrafil 1944® seul (Tableau XI).

Tableau XI : Température d'inversion de phase obtenue par mesure de la tension interfaciale d’une

goutte de Labrafil 1944® formée dans une solution aqueuse contenant le systéeme tampon et le

conservateur.
Goutte Phase dispersante T°C
Labrafil 1944® Eau 43
Labrafil 1944® Eau + Tampon + Conservateur 39

Cette évolution est conforme a la littérature car il a été démontré, pour de nombreux sels, que

la PIT décroit quand la concentration en sel dans la phase aqueuse augmente. L’augmentation
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de la salinité diminue I'affinité du tensioactif pour la phase aqueuse et en conséquence la
température nécessaire pour inverser la polarité du tensioactif diminue également. Cette
diminution en présence de sels sera a prendre en compte pour la formulation d’un produit fini

ayant une PIT suffisamment élevée.

C. Incorporation d’un principe actif hydrophile

Dans un premier temps, I'encapsulation d’'un peptide hydrophile (Masse molaire = 566,67
g/mol) dans les nanoparticules multi-compartimentées est réalisé en incorporant le peptide
dans la phase aqueuse avant émulsification (150 ppm/m). Les résultats de test de solubilité
menés a Sederma indiquent que ce peptide est trés soluble dans I'eau. La taille des NPs en
présence du peptide est de 292 nm contre une taille de 234 nm sans peptide. Lors de
l'incorporation de la substance active au sein des NPs, leur taille varie légérement mais elles
sont stables pendant au moins les deux premiers mois a température ambiante et a 4°C. Des
observations en cryo-TEM sont effectuées pour valider la présence des nanoparticules Janus.
Le cliché de la Figure 41 révéle trés clairement que I'incorporation du peptide ne perturbe pas
le procédé de formation des nanoparticules attendues, celles-ci étant présentent en grande
majorité dans les champs observés. Des nanoparticules Janus multilobées sont également
présentes dans I'échantillon et peu de vésicules ou de gouttelettes d’huiles libres sont

observées.

Figure 41 : Morphologie des nanopatrticules formulées en présence du principe actif.

Dans un second temps, des essais portant sur I'ajout du systéme tampon tout en chargeant
les nanoparticules avec le principe actif est réalisé. Les nanoparticules obtenues ont une taille

de 228 nm + 1 et les nanoparticules Janus sont toujours observées en cryo-TEM ce qui
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confirme que le tampon ne déstabilise par le systéme méme en présence de I'actif (Figure 42).

B ey

Figure 41 : Morphologie des nanoparticules formulées en présence du principe actif et du systéme

tampon.

L’incorporation de principe actif dans la formulation sans déstabiliser les nanoparticules Janus
n'est pas toujours simple. En effet, des travaux antérieurs dans le laboratoire se sont
intéressés a lincorporation de principes actifs tels que la quercétine (masse molaire =
302g/mol ; LogP = 2,16), le chloroxylénol (masse molaire = 157 g/mol ; LogP = 3,30) ou
I'érythromycine (Masse molaire = 734 g/mol ; Log P = 2,60). Des résultats satisfaisant ont été
obtenus avec la quercétine ou le chloroxylénol tandis que 'incorporation d’érythromycine dans

la formulation menait a la perturbation du procédé.
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V. Conclusions et Perspectives

L’étude portait sur 'impact des changements de formule et de procédé sur la stabilité physique
des nanoparticules Janus. Ainsi, la substitution de la phase lipidique est possible, tout comme
'ajout d’'un tampon citrate pour ajuster le pH de la nanosuspension finale. Cependant,
l'incorporation d’un conservateur dans la formule méne a la déstabilisation des objets Janus.
Il est tout de méme possible d’obtenir des nanoparticules Janus avec le mélange sorbate de
potassium et benzoate de sodium. Les mesures de tension interfaciale en fonction de la
température entre différents constituants contenus dans la phase huileuse ou aqueuse ont
permis de mettre en évidence I'existence d’'une température d’inversion de phase qui est
probablement a l'origine de linstabilité des formulations & 40°C. La couche délimitant le
compartiment aqueux est trés certainement constituée de 3 types de composés: les
tensioactifs a PEG courts (PEG-6 dans le Labrafil 1944®), a PEG longs (PEG-32 dans le
Gélucire 50/13®) et des phospholipides. Les premiers vont étre sensibles a la température
alors que les seconds vont induire des courbures importantes dans cette couche. Une
perspective intéressante a explorer pour améliorer la stabilité a 40°C tout en conservant
I'aspect Janus pourrait étre de jouer sur la composante phospholipidique de cette membrane,
le Phospholipon 90G® ayant un paramétre d’empilement proche de 1 et n’étant pas sensible

a la température.

Des essais sur les paramétres du procédé ont été réalisés pour explorer la possibilité du
transfert de I'échelle laboratoire a I'échelle industrielle. Ainsi, la formation de nanoparticules
Janus est toujours possible si la nanosuspension ne subit que trois cycles d’homogénéisation
menant a des particules stables a 4°C et a température ambiante. De méme, tout en
conservant ce nombre de cycle il est possible de fabriquer des lots de nanoparticules Janus

de petite a moyenne échelle (de 70 g a 1 kg).

L’incorporation d’un actif hydrophile peptidique a été réalisée aboutissant a la formation de
nanoparticules Janus. Il serait intéressant d’étudier cette encapsulation plus en détail,
notamment en réalisant une séparation puis un dosage de l'actif pour déterminer le taux
d’encapsulation et également sa stabilité au cours du temps. Pour la suite du projet, un autre
actif, hydrophobe, doit étre encapsulé de sorte a exploiter la propriété des nanoparticules
Janus en délivrant deux principes actifs aux propriétés physico-chimiques différentes dans la

peau.
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