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Les infections du système nerveux central sont principalement dues aux virus. Outre les

virus de la famille des Herpesviridae, les principaux virus responsables d'encéphalites sont des

virus à ARN. Même si les encéphalites dues au virus de la rougeole ne représentent qu'un

faible nombre de cas en France, elles sont responsables d'une part importante des décès

secondaires aux infections rougeoleuses dans le monde. La ribavirine présente une activité

antivirale in vitro contre de nombreux virus responsables d'infections du système nerveux

central, dont la rougeole, mais son activité antivirale in vivo est limitée par une faible

biodisponibilité.

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques produits par digestion

enzymatique de l'amidon. Elles ont la capacité de former des complexes d'inclusion ou

d'association avec une molécule hôte, comme cela a été précédemment démontré pour la

ribavirine. Largement employées dans l'industrie pharmaceutique pour améliorer les

propriétés physicochimiques et pharmacologiques de la molécule hôte au sein du complexe,

les cyclodextrines peuvent notamment favoriser la diffusion de la molécule complexée à

travers les barrières biologiques. Leur utilisation pour faciliter l'accès des agents

thérapeutiques au système nerveux central est à ce jour peu étudiée, alors que la présence de

la barrière hémato-encéphalique est semble-t-il le point le plus critique pour l'accès des

molécules thérapeutiques au cerveau. Notre étude basée sur les complexes

ribavirine/cyclodextrines natives sur un modèle d'infection chez l'animal se place donc dans

un contexte global d'évaluation de la capacité des cyclodextrines à améliorer le traitement des

pathologies du système nerveux central.

L'augmentation de l'activité antivirale de la ribavirine grâce à la formation d'un

complexe avec l'alpha- ou la bêta-cyclodextrine a été démontrée in vitro. Le rôle des

cyclodextrines devait être confirmé in vivo et notamment leur capacité à améliorer le

traitement des infections du système nerveux central en augmentant la concentration de la

ribavirine dans le cerveau.

L'objectif de notre travail a donc été d'évaluer la toxicité et l'activité antivirale in vivo des

complexes ribavirine/alpha-cyclodextrine et ribavirine/bêta-cyclodextrine à partir d'un

modèle animal d'encéphalite rougeoleuse. Ensuite, et afin de relier l'amélioration de l'activité

antivirale à une augmentation de la concentration de la ribavirine au sein du tissu cérébral

infecté, nous avons élaboré une technique de quantification de la ribavirine dans le cerveau et

étudié la cinétique de la molécule antivirale dans le cerveau de souris saines ou infectées,

traitées par la ribavirine libre ou le complexe ribavirine/alpha-cyclodextrine.
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I. INFECTIONS DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL

I.1 GENERALITES

Le système nerveux central (SNC) est constitué de l'encéphale ou cerveau, partie

supérieure occupant la cavité crânienne, et de la moelle épinière, partie qui occupe le canal

rachidien des vertèbres. La moelle épinière est composée de deux parties, une substance grise

centrale constituée de corps cellulaires, de fibres nerveuses non myélinisées et de vaisseaux

sanguins et la substance blanche périphérique constituée de fibres nerveuses myélinisées.

Dans l'encéphale, la substance grise est externe dans le cortex cérébral et le cortex cérébelleux

[Aimé-Genty, 1997].

Le SNC est protégé des agents infectieux par la barrière hémato-encéphalique (BHE).

Les virus peuvent toutefois y pénétrer par voie sanguine ou par voie neuronale. Lorsque les

virus sont transportés par le sang, sous forme libre ou dans les cellules, ils franchissent la

BHE au niveau des capillaires sanguins du tissu nerveux ou des plexus choroïdes puis

diffusent dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) et les espaces méningés. La

physiopathologie de l’infection est reliée au tropisme du virus pour les cellules du SNC et aux

conséquences cellulaires de la multiplication virale sur les cellules neuronales [Agut, 2003].

Les infections du SNC sont caractérisées par des profils d’évolution variables. Ainsi

l’encéphalite à arbovirus ou la méningite à entérovirus sont des infections aiguës d’évolution

rapide, tandis que les infections chroniques ou retardées peuvent être soit des infections

latentes persistantes des neurones ou des cellules satellites (virus du zona et de la varicelle

(VZV) ou virus herpes simplex (HSV)), soit des infections caractérisées par une production

virale chronique (virus de l'immunodéficience acquise (VIH) : syndrome démentiel du

syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), rougeole : panencéphalite subaiguë

sclérosante (PESS). Elles peuvent aussi être dues à des manifestations auto-immunitaires

post-infectieuses entraînant des encéphalites démyélinisantes dues au virus de la vaccine ou

de la rougeole [Agut, 2003].
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I.2 EPIDEMIOLOGIE DES INFECTIONS VIRALES DU SYSTEME

NERVEUX CENTRAL

Le nombre annuel d'infections du SNC qui sont dues à un virus dépasse largement le

nombre d'infections dues à des bactéries, des champignons et des protozoaires [Romero &

Newland, 2003]. L'incidence des infections virales affectant le SNC reste toutefois mal

connue. Pour l'ensemble des virus, l'incidence a été estimée inférieure à 0,003% tous âges

confondus et inférieure à 0,020% chez les enfants âgés de moins de 16 ans. Le virus en cause

est déterminé dans 20 à 40% des cas [Lau et al., 1998]. Le développement des techniques de

biologie moléculaire a permis d'accroître les connaissances sur les syndromes infectieux du

SNC liés à des infections virales.

Une étude nationale, dirigée par l'Institut National de Veille Sanitaire, est actuellement

en cours pour mieux caractériser les encéphalites infectieuses en France chez les patients non

infectés par le VIH. Cette enquête a pour but de déterminer l'incidence, l'épidémiologie et les

étiologies des encéphalites infectieuses, ainsi que les facteurs de risque de décès ou de

séquelles. Le protocole de cette étude classe l'exploration des encéphalites à liquide clair en

trois niveaux, en fonction de leur fréquence : niveau 1, les infections fréquentes et urgentes à

VIH, HSV-1 et HSV-2 vérifiés à J4, VZV ; niveau 2, entérovirus, cytomégalovirus (CMV),

virus d’Epstein Barr (EBV), herpesvirus humain 6 (HHV-6), adénovirus, virus de

l'encéphalite à tique ; niveau 3, influenzavirus A et B, para-influenzavirus, virus de la rougeole,

des oreillons, de la rubéole, virus West Nile, virus Toscana, virus JC et Chorioméningite

lymphocytaire virale (CMVL). Les résultats préliminaires montraient, au 12 juin 2007, que sur

119 patients inclus dans l'étude, dont 15 enfants, l'étiologie avait pu être déterminée chez 47

patients, dont 18 (38%) avaient une encéphalite herpétique, 8 (17%) une encéphalite à VZV.

Les encéphalites grippales, à CMV et à entérovirus représentaient chacune 1 cas (2%). Pour

26 patients l'origine de l'encéphalite n'avait pas pu être déterminée et 46 patients étaient

encore en cours d'analyse [Mailles et al., 2008].

La prévalence des virus au cours des infections du SNC varie énormément d'une étude

à l'autre en raison notamment de la population étudiée (population pédiatrique ou adulte), des

virus recherchés, de la technique utilisée et surtout des régions du monde dans lesquelles se

sont déroulées les études (Tableau 1). Par exemple une étude californienne rapporte un

nombre non négligeable d'encéphalites dues au virus West Nile (15%) [Glaser et al., 2006]

alors que celui-ci n'est pas présent à l'heure actuelle en Europe.
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I.3 SYNDROMES INFECTIEUX DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL

I.3.1 Les méningites virales

Les méninges sont constituées par trois membranes concentriques (la pie-mère,

l'arachnoïde et la dure-mère) enveloppant le SNC, le séparant de la paroi squelettique du

crâne et de la colonne vertébrale, lui assurant protection et nutrition. Le terme de méningite

désigne l'inflammation des méninges quelle qu'en soit la cause. Les méningites affectent, dans

la grande majorité des cas, les méninges molles (pie-mère, arachnoïde et espace leptoméningé

où circule le LCR). Les méningites sont le plus souvent infectieuses (dues à des bactéries, des

virus, des champignons ou des parasites), mais elles peuvent être tumorales [Aimé-Genty,

1997].

Les méningites virales représentent la majorité des méningites à liquide clair. Elles sont

habituellement bénignes et sont dues essentiellement aux entérovirus (coxsackie A, coxsackie

B, échovirus) ou au virus ourlien, constituant une complication fréquente des oreillons. Des

cas de méningite ont également été décrits pour d’autres virus tels que les adénovirus, le virus

de la rubéole, les Herpesviridae ou le virus West Nile (Tableau 2).

Les méningites virales sont caractérisées par un LCR contenant une réaction cellulaire

comprise entre quelques dizaines à 1000 éléments/mm3 à prédominance lymphocytaire, avec

parfois une formule panachée, une protéinorachie normale, ou modérément augmentée, une

glycorachie normale. L’interféron alpha est élevé dans 70 à 90% des cas au stade précoce

[Rozenberg, 2002].

I.3.2 Les encéphalites

L'encéphalite est une inflammation de tout ou partie de l'encéphale, quelle qu'en soit la

cause. Par convention, les inflammations purulentes (abcès cérébraux) et la majorité des

scléroses en plaque ne sont pas appelées encéphalites. Les encéphalites ont des expressions

cliniques variées selon la cause de la maladie et selon leur caractère aigu (évolution rapide,

fréquence de la fièvre, des crises épileptiques, des paralysies, du coma) ou subaigu (évolution

lente, le ralentissement intellectuel étant souvent au premier plan des symptômes). Elles

peuvent être dues à des agents infectieux, les virus étant de loin les plus souvent responsables

[Aimé-Genty, 1997].
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En France, les encéphalites virales se caractérisent par leur relative rareté, leur sévérité

(quoique variable suivant le virus en cause) et le grand nombre de virus pouvant en être la

cause. Les encéphalites virales s’accompagnent souvent d’une atteinte méningée (méningo-

encéphalite) et parfois d’une atteinte médullaire (encéphalomyélite).

Les encéphalites virales peuvent résulter de la réplication du virus dans l’encéphale avec

atteinte de la substance grise (polio-encéphalites) ou d’encéphalites post-infectieuses, résultant

d’un mécanisme immunopathologique et affectant la substance blanche (leucoencéphalites).

Parmi les encéphalites primitives, l’encéphalite herpétique est une des plus fréquentes

[Mailles et al., 2008].

I.3.3 Les autres atteintes neurologiques virales

I.3.3.1 Poliomyélite

La poliomyélite est une inflammation de la substance grise de la moelle épinière. Les

poliovirus sont spécifiquement responsables de la poliomyélite antérieure aigue qui touche de

façon préférentielle les neurones moteurs de la corne antérieure de la moelle. La mort de ces

neurones entraîne des paralysies atteignant de façon asymétrique et apparemment aléatoire

certains muscles des membres et du tronc [Aimé-Genty, 1997]. En raison des politiques

vaccinales, cette maladie est en voie d’éradication dans le monde [Muller et al., 2007].

I.3.3.2 Myélite transverse

La myélite transverse est un syndrome neurologique causé par l'inflammation de la

moelle épinière. Le terme de « myélite » se rapporte à l’inflammation de la moelle épinière,

alors que « transverse » décrit simplement la position de l’inflammation, c'est-à-dire dans

toute la largeur de la moelle épinière. On utilise aussi le terme de myélopathie, formule plus

générale désignant toute atteinte de la moelle épinière.

La myélite transverse est une affection rare, souvent consécutive à une infection virale

et résultant probablement d’un mécanisme immunopathologique : les attaques dues à

l’inflammation peuvent endommager ou détruire la myéline, la substance isolante qui

enveloppe comme une gaine les fibres des cellules nerveuses. Cette atteinte provoque dans le

système nerveux des cicatrices qui interrompent les communications entre les nerfs de la

moelle épinière et le reste du corps [Aimé-Genty, 1997].
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Les principaux virus responsables de myélites sont le HSV, le VZV, le CMV, les virus

des oreillons et de la rubéole, l’influenzavirus et le virus West Nile (Tableau 2).

I.3.3.3 Polyradiculonévrite aiguë (Syndrome de Guillain Barré)

Le syndrome de Guillain Barré est une affection aiguë paralysante d'origine

périphérique, comportant des déficits sensitifs, précédée dans les deux tiers des cas d'un

épisode infectieux, le plus souvent viral des voies aérodigestives, ou plus rarement d'une

vaccination. Il s’agit d’une atteinte inflammatoire des racines nerveuses résultant d’une

réaction auto-immune vis-à-vis de la myéline du nerf périphérique. Les infections virales les

plus souvent en cause sont dues à des virus de la famille des Herpesviridae : CMV, EBV, VZV

[Aimé-Genty, 1997].

I.4 PRINCIPAUX VIRUS ET FAMILLES DE VIRUS RESPONSABLES

D'ENCEPHALITES

Les principales étiologies virales des infections du SNC sont référencées dans le

Tableau 2.
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I.5 PHYSIOPATHOLOGIE

De nombreux virus utilisent la voie hématogène pour accéder au cerveau, comme le

VIH, le virus JC, les alphavirus, le CMLV, les flavivirus. Ces virus nécessitent généralement

une réplication importante au niveau extraneuronal pour générer une virémie élevée et

persistante nécessaire pour délivrer le virus au niveau du SNC. Les virus, pour passer du

lumen des vaisseaux sanguins au SNC, doivent traverser la BHE et même si cette barrière

biologique est assez bien caractérisée, le mécanisme par lequel les virus la traversent et

atteignent le parenchyme du SNC est mal connu. Certains petits virus semblent pouvoir

pénétrer directement au travers des capillaires; les virus sont parfois capables d’infecter

l’endothélium ou d’autres couches des vaisseaux sanguins et de se multiplier au travers de la

barrière [Murphy & Nathanson, 1997]. La voie neurogène est utilisée par les herpesvirus et le

virus de la rage pour atteindre le SNC. Ceci implique que le virus pénètre dans le système

nerveux périphérique et s’y réplique, puis que le génome transite dans l’axone de la fibre

nerveuse, avec ou sans infection de la gaine de myéline. Cette voie assure au virus une

protection maximale contre les mécanismes de défense immunitaire de l’organisme et facilite

l’établissement d’une latence ou d’une progression lente de l’infection [Murphy & Nathanson,

1997].

Les virus à ARN hautement pathogènes responsables d'encéphalites (Tableau 2)

induisent une inflammation systémique, mais dans une forme atténuée par rapport aux agents

de fièvres hémorragiques. L’infection de l’Homme est accidentelle et constitue un cul de sac

virologique dans le cycle de réplication. La plupart des personnes infectées par ces agents

pathogènes développent seulement un syndrome grippal non spécifique, et, dans un petit

nombre de cas, le virus traverse la paroi endothéliale du système cérébro-vasculaire et infecte

le cerveau. La charge virale infectante nécessaire et la voie de progression de l’infection ne

sont pas connues, même s’il a été démontré que le virus progresse à partir du site de la piqûre,

se réplique dans les ganglions lymphatiques puis traverse la BHE à partir de la circulation

générale et entre dans le SNC. Différents mécanismes ont été proposés, notamment la

pénétration du virus au profit de l’inflammation et des modifications de l’intégrité vasculaire

qui en résulte, l’entrée via le bulbe olfactif, ou via les Toll-like récepteurs ou une transcytose à

travers les cellules de l’endothélium vasculaire [Holbrook & Gowen, 2008].



24

Après avoir accédé au cerveau, les virus peuvent causer des signes et des symptômes au

sein du SNC par une action directe ou indirecte au niveau du tissu neuronal. La réplication du

virus peut porter atteinte directement à l'intégrité de la cellule cible au cours d'une infection

disséminée du cerveau et des méninges. Parfois, les virus infectent spécifiquement certains

types cellulaires ce qui explique les différentes symptomatologies ; le virus de la poliomyélite

infecte les neurones moteurs, la leucoencéphalopathie multifocale progressive (LEMP), due

au virus JC, fait suite à l’infection des oligodendrocytes et le virus herpes simplex infecte

préférentiellement le lobe temporal [Tunkel & Scheld, 2000].

Au cours des infections virales, l’hôte peut développer une réponse immunitaire non

seulement vis à vis de l’agent infectieux mais également vis à vis des protéines de la myéline.

Cette réaction immunitaire contre la myéline périphérique entraîne une démyélinisation qui,

lorsqu’elle est totale au niveau des nerfs périphériques, est à l’origine du syndrome de Gillain-

Barré. Il n’a pas été démontré si l’infection du SNC était un pré-requis au développement

d’une pathologie aiguë démyélinisante faisant suite à un exanthème ou une infection

respiratoire [Griffin, 2000].

I.6 MODELES ANIMAUX

Le développement et l’utilisation de modèles animaux pour l’étude de la pathogenèse

sont essentiels au développement de molécules antivirales efficaces et de vaccins. Les virus

responsables d’encéphalites chez l’Homme provoquent fréquemment des pathologies

neurologiques chez la souris, faisant de celle-ci un outil fondamental pour l’étude des

pathologies virales et pour le développement de vaccins et d’antiviraux. D’autres animaux ont

été testés comme le cobaye, le chat ou les primates non humains (singe rhésus et macaque).

Pour ces virus, l’inoculation par voie périphérique est généralement suffisante pour entraîner

une pathologie neurologique dans le modèle établi et le développement d’une encéphalite ou

d’une pathologie neurologique chez un modèle animal est généralement manifeste, avec des

paralysies et des crises qui sont des indications mesurables de la maladie. La limite des tests in

vivo est généralement la détermination de l'efficacité antivirale, souvent évaluée par le taux de

morbidité ou de mortalité et la corrélation entre la pathogenèse chez l’Homme et l’animal

[Holbrook & Gowen, 2008].
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Exemples de modèles animaux pour les virus à ARN hautement pathogènes

Au sein de la famille des Paramyxoviridae, les virus Nipah et Hendra sont des agents

d’encéphalites sévères chez l’Homme, consécutives à un contact rapproché avec,

respectivement, un cochon ou un cheval infecté. L’infection du porc par le virus Nipah est à

l’origine d’un syndrome respiratoire rarement observé chez l’Homme [Weingartl et al., 2005].

L’infection du hamster par voie intranasale ou intrapéritonéale induit une pathologie proche

de celle observée chez l’Homme, c'est-à-dire une encéphalite aiguë [Wong et al., 2003].

L’infection du chat, naturellement sensible au virus, par voie sous-cutanée, ne semble pas

s’approcher de la pathologie observée chez l’Homme, malgré des similitudes évidentes dans la

physiopathologie [Mungall et al., 2006].

Les flavivirus associés à une encéphalite sévère sont présents partout dans le monde et

transmis par des moustiques ou des tiques. Les virus du complexe de l’encéphalite japonaise

sont généralement létaux chez le souriceau nouveau-né et les animaux développent des

pathologies neurologiques sévères, avec toutefois des variations en fonction de la souche de

virus. Le hamster a également été utilisé pour le virus de l’encéphalite japonaise et le virus

West Nile. Les virus du complexe de l’encéphalite à tique causent généralement des

encéphalites létales chez la souris, avec des variations en fonction de l’âge et de la voie

d’inoculation. D’autres animaux ont été testés pour l’infection par le virus de l’encéphalite à

tique, incluant le cobaye, le hamster, le rat et les primates non humains [Holbrook & Gowen,

2008].

Enfin, les modèles viraux d’encéphalites dues aux alphavirus de la famille des Togaviridae

reposent sur l’utilisation de souris, de hamsters, de cobayes ou de primates non humains

[Holbrook & Gowen, 2008].
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I.7 DIAGNOSTIC DES INFECTIONS VIRALES NEURO-MENINGEES

I.7.1 Diagnostic direct

Il correspond à la mise en évidence du virus ou de ses constituants dans le LCR ou plus

rarement dans le tissu cérébral (biopsie).

L’isolement du virus est la méthode de référence. Les prélèvements de LCR sont

inoculés aux cultures cellulaires. Le taux de réussite de l’isolement viral dépend du type de

virus mais également de la date du prélèvement par rapport au début de l’infection, qui doit

être le plus précoce possible, avant l’apparition des anticorps capables de complexer le virus,

et avant tout traitement antiviral. Il dépend également des conditions de stockage et de

transport des échantillons : ceux-ci doivent être acheminés le plus rapidement possible, à

+4°C, ou à défaut stockés à -80°C [Rozenberg, 2002].

Actuellement le diagnostic des infections virales du SNC repose essentiellement sur la

mise en évidence du génome viral dans le LCR par PCR, précédée d’une étape de

rétrotranscription (RT-PCR) pour les virus à ARN [Rozenberg, 2002].

I.7.2 Diagnostic indirect

I.7.2.1 Dosage de l’interféron alpha dans le LCR

La synthèse d’interféron alpha est induite par certains composants viraux. Cette

synthèse est précoce, de courte durée et présente dans la majorité des cas au cours des

méningites et des encéphalites virales primitives. Elle est absente au cours des

encéphalopathies post-infectieuses.

I.7.2.2 Sérologie

Lorsque les prélèvements sont réalisés à un stade tardif, le diagnostic est sérologique.

Dans le sérum, la mise en évidence d’une séroconversion et/ou la présence d’IgM est très

évocatrice de l’étiologie virale de l’encéphalite. L’augmentation du titre d’anticorps sur deux

prélèvements séparés de 10 à 15 jours est significative si le rapport des titres est supérieur à

quatre.
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Dans le LCR, la mise en évidence d’une synthèse intra-thécale d’anticorps nécessite

l’obtention de sérum et de LCR prélevés au début des signes cliniques, puis après 10 à 15

jours.

De nombreux virus à ARN responsables d’encéphalites, incluant la rougeole, le virus

West Nile, les virus de l'encéphalite à tique et de l’encéphalite japonaise, sont sensibles à la

ribavirine. Dans ce contexte, nous avons développé un modèle animal d'encéphalite aiguë due

au virus de la rougeole. Ce modèle repose sur l'inoculation intracrânienne de la souche

neurovirulente CAM/RB à des souris CBA/ca, sensibles au virus.
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II. LE VIRUS DE LA ROUGEOLE

II.1 CLASSIFICATION

Le virus de la rougeole appartient à l’ordre des Mononégavirales, virus dont le génome

est constitué d’un ARN non segmenté de polarité négative. Cet ordre est constitué de quatre

familles : Bornaviridae, Filoviridae, Paramyxoviridae, Rhabdoviridae.

La famille des Paramyxoviridae est divisée en deux sous-familles, les Pneumovirinae et les

Paramyxovirinae à laquelle appartient le virus de la rougeole (VR) ou Measles virus au sein du

genreMorbillivirus [Freymuth, 2003].

II.2 HISTORIQUE

Le genre Morbillivirus auquel appartient le virus de la rougeole contient également de

nombreux virus animaux tels que le virus de la maladie de Carré (CDV, Canine distemper virus)

et le virus animal de la peste bovine, dont le virus de la rougeole serait issu. Le virus se serait

progressivement adapté à l’Homme au temps de l’Egypte ancienne, à la faveur d’une

proximité très importante entre les animaux et les Hommes [McNeill, 1976; Norrby et al.,

1985].

La première description clinique précise de la rougeole remonte au Xème siècle, mais la

première observation serait due à un médecin Hébreu du VIIème siècle, El Yehudi

[Freymuth, 2003].

Le virus de la rougeole a été isolé pour la première fois en 1954, par Enders et Peebles à

partir du sang d’un enfant infecté [Enders et al., 1957]. Ce premier isolat, nommé souche

Edmonston, est à l’origine des vaccins atténués actuellement utilisés.

II.3 EPIDEMIOLOGIE ET TRANSMISSION

Il existe 23 génotypes du virus de la rougeole (détectés d'après 45 nucléotides de la

région C-terminale du gène N et du gène de l'hémagglutinine), mais il n’existe qu’un seul

sérotype [Muller et al., 2007]. En Europe, les principales épidémies sont dues aux génotypes

D4, D6 et B3. Les autres génotypes isolés (B2, D5, D8, D9, G2 et H1) sont à l’origine d’un

nombre limité de cas, importés d’autres continents [Kremer et al., 2008].
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Le virus de la rougeole fait partie des virus les plus contagieux ; il reste contagieux dans

l’air ou sur des surfaces infectées pendant plus de deux heures, s’affranchissant ainsi d’un

contact interhumain direct.

La rougeole est une maladie éradicable puisque l’homme est le seul réservoir et que les

infections dues à la souche sauvage du virus, ainsi que la vaccination, confèrent une immunité

durable. Le taux de vaccination contre le virus de la rougeole a augmenté de 71% en 1999 à

76% en 2004, et 51% des pays ont atteint un taux de couverture vaccinale supérieure à 90%

soit en introduisant un vaccin en double dose, soit par des campagnes massives de

vaccination. La transmission reste endémique en Afrique et en Asie du Sud où la couverture

vaccinale est passée respectivement de 50 à 66% et de 59 à 63% sur la même période [Muller

et al., 2007].

Figure 1. Taux de couverture vaccinale rougeole (doses 1 et 2), en 2004, pour les

pays membres de la région européenne de l’Organisation Mondiale de la Santé en 2004

(Copyright ©2006 BMJ Publishing Group Ltd., Asaria, P. et al. BMJ 2006; 333:890-895)

En Europe, en 2005, la couverture vaccinale était supérieure à 95% dans 31 pays sur 52

soit 59,6% [Kremer et al., 2008].
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La vaccination contre le virus de la rougeole n’induit pas d’immunité fiable chez

l’enfant avant la disparition des anticorps maternels, ce qui entraîne un faible taux de

séroconversion chez les enfants âgés de moins de 12 mois. L’efficacité de la vaccination

augmente jusqu’à 90% chez les enfants âgés de 12 à 15 mois. Même avec un taux vaccinal de

100%, un schéma vaccinal à une seule dose entraîne la persistance progressive d’une

population sensible au virus. Une seconde dose de vaccin permet d’atteindre un taux de 99%

d’immunité vaccinale. Ainsi, une vaccination de 90 à 95% de la population avec un schéma

vaccinal de deux injections est nécessaire pour interrompre la transmission endémique de la

rougeole (Figure 1). Le plan stratégique 2005-2010 de la région européenne de l’Organisation

Mondiale de la Santé (OMS) a comme objectif l’interruption de la transmission endémique de

la rougeole [Asaria & MacMahon, 2006]. En France, la rougeole est une maladie à déclaration

obligatoire depuis le 4 juillet 2005.

En dépit de cela, la rougeole demeure une importante cause de décès dans le monde. La

mortalité due à la rougeole est plus élevée chez les enfants âgés de moins de 12 mois et dans

les pays en voie de développement [Asaria & MacMahon, 2006]. Selon l’OMS, la mortalité

atteint 454 000 décès en 2004, soit une diminution de 39% depuis 1999. La rougeole est

responsable de 4% des six millions de morts chez les enfants de moins de cinq ans [Muller et

al., 2007]. En Europe, en 2005 et 2006, la rougeole a touché respectivement 36 426 et 55 578

personnes et entraîné quatorze et neuf décès [Kremer et al., 2008].

Un enfant sur un million, infecté par la souche sauvage du virus de la rougeole,

développera une panencéphalite subaiguë sclérosante (PESS) six à dix ans plus tard,

notamment s’il a moins de deux ans au moment de l’infection. La souche vaccinale du virus

n’induit pas de chronicité [Bellini et al., 2005].

II.4 STRUCTURE

Le virus de la rougeole est un virus enveloppé comprenant une nucléocapside

hélicoïdale. Le génome ARN simple brin de polarité négative, composé de 15 000 paires de

base, est constitué de six gènes codant respectivement pour la nucléocapside (N), la

phosphoprotéine (P), les protéines de matrice (M) et de fusion (F), l’hémagglutinine (H) et la

protéine large (L) (Figure 2). L’ARN viral est encapsidé avec la protéine N et forme le

complexe ribonucléoprotéique en association avec l’ARN polymérase ARN dépendante
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composée des protéines L et P. La protéine M, qui tapisse la surface interne de l’enveloppe,

joue un rôle dans le bourgeonnement du virus et dans la régulation de la transcription. Elle

assure le maintient de l’architecture du virion mais est séparée du core au moment de l'entrée

du virus dans la cellule. Le gène P code également pour les protéines additionnelles V et C,

respectivement par un mécanisme d’édition de l’ARN et de glissement du cadre ouvert de

lecture. Les fonctions des protéines V et C ne sont pas complètement connues à ce jour mais

certaines de leurs fonctions sont liées à des activités antagonistes de l’interféron. L'enveloppe

lipidique contient deux glycoprotéines d’enveloppe, les protéines H et F, qui sont

responsables respectivement de la liaison au récepteur et de la fusion des membranes et qui

sont impliquées au cours de l'entrée du virus dans la cellule et du bourgeonnement. La

glycoprotéine H, constituée de deux ou trois molécules identiques, possède une activité

hémagglutinante, mais pas d’activité neuraminidasique. Ces deux glycoprotéines entraînent

l’apparition d’anticorps neutralisants et inhibiteurs d’hémagglutination [Lamb & Kolakoksky,

1995].

Figure 2. Schéma de la structure du virus de la rougeole et de son génome [Yanagi

et al., 2006a]
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II.5 REPLICATION VIRALE

Toutes les étapes du cycle de réplication des virus de la famille des Paramyxoviridae se

déroulent dans le cytoplasme de la cellule. La réplication débute par l’attachement du virus de

la rougeole à la cellule cible par l’intermédiaire de la protéine H et de l’un des récepteurs

cellulaires spécifiques, CD46 ou SLAM. La fusion des membranes virales et cellulaires, grâce

aux protéines F et H du virus, permet la libération de la capside dans le cytoplasme cellulaire.

Une fois les étapes de transcription, traduction et réplication terminées, le virus sort de la

cellule par bourgeonnement (Figure 3). La présence des protéines d’enveloppe, H et F, à la

surface de la membrane de la cellule infectée permet la transmission du virus de cellule à

cellule et la formation de syncytium [Horikami & Moyer, 1995].
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Figure 3. Cycle de réplication du virus de la rougeole (d'après P. Lebon, Université

René Descartes Paris 5)
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II.5.1 Absorption et entrée du virus

II.5.1.1 Structure et fonction des récepteurs du virus de la rougeole

Les cellules doivent être à la fois sensibles et permissives au virus pour permettre une

infection virale complète. Les deux molécules CD46 (Protéine cofacteur membranaire) et

SLAM (Signaling lymphocyte activation molecule), aussi appelée CD150, ont été identifiées comme

étant des récepteurs du virus de la rougeole.

Figure 4. Récepteurs SLAM et CD46 du virus de la rougeole [Yanagi et al., 2006a]

Le récepteur CD46 est un régulateur de l’activation du complément qui lie les produits

C3b et C4b du complément. Il agit comme un cofacteur dans l’inactivation protéolytique de

C3b/C4b, protégeant ainsi les cellules humaines de l’attaque autologue par le complément. Il

existe de multiples isoformes de CD46 qui sont générées par épissage alternatif d’un même

gène. Il est constitué de quatre séquences consensus courtes répétées (SCR 1-4) comportant

chacune 60 à 64 acides aminés (Figure 4). En plus de sa fonction d’inhibiteur de l’activation

du complément, CD46 est impliqué dans la modulation des fonctions des cellules T, la

production de cellules T-régulatrices et le contrôle de la production d’interféron. CD46 sert
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également de récepteur pour d’autres virus comme l’HHV-6 et différents sérotypes

d’adénovirus ou bactéries (Streptococcus pyogenes et Neisseria spp) [Yanagi et al., 2006b].

Le récepteur SLAM est exprimé sur les thymocytes immatures, les cellules T mémoire,

certaines cellules B, les macrophages et les cellules dendritiques matures. Après stimulation

par des antigènes ou des mitogènes, toutes les cellules T et B expriment CD150. SLAM

possède deux domaines extracellulaires de la superfamille des immunoglobulines, V et C2

(Figure 4), qui peuvent être associées à la protéine SAP (SLAM-associated protein) dans sa partie

cytoplasmique [Yanagi et al., 2006b].

II.5.1.2 Interaction entre la protéine H du virus de la rougeole et les

récepteurs

CD46 agit comme récepteur pour les souches issues de la souche Edmonston et la

plupart des souches isolées sur cellules Vero. La liaison du virus de la rougeole à CD46

implique une interaction entre l’hétérodomaine de la protéine H du virus et les parties SCR1

et SCR2 de CD46. En conséquence, toutes les isoformes de CD46 peuvent agir comme des

récepteurs pour ces souches de virus de la rougeole. Par ailleurs, SLAM peut servir de

récepteur pour toutes les souches du virus de la rougeole. Le domaine V du récepteur humain

SLAM est nécessaire et suffisant pour les fonctions de récepteur au virus de la rougeole et les

acides aminés 60, 61 et 63 sont indispensables à cette fonction. Toutefois, il n’a pas été

démontré si ces trois résidus interagissaient directement avec la protéine H du virus parce que

la structure tridimensionnelle de la protéine H ou de SLAM n’a pas été déterminée [Yanagi et

al., 2006b].

II.5.2 Fusion

Après l’adsorption du virus au récepteur cellulaire, la membrane virale fusionne avec la

membrane cellulaire entraînant le relargage de la nucléocapside hélicoïdale dans le

cytoplasme. La fusion est non pH-dépendante. La liaison de la protéine H au récepteur

cellulaire entraîne un changement conformationnel de la protéine H, ainsi que de la protéine

F adjacente. Le peptide hydrophobe de fusion, présent au sein de la protéine F, est ainsi

exposé et inséré dans la membrane plasmique de la cellule cible. D’autres changements

structuraux de la protéine F sont probablement à l’origine de l’initiation de la fusion de la
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protéine virale avec la membrane de la cellule hôte. Dans la particule virale, la protéine de

matrice M est en contact étroit avec la nucléocapside. Au cours de la fusion et du relargage de

la nucléocapside, un mécanisme encore inconnu à ce jour, permet la rupture des liens entre

les protéines N et M [Griffin, 1995].

II.5.3 Transcription

Comme la réplication du virus de la rougeole a lieu exclusivement dans le cytoplasme, le

virus doit utiliser ses propres enzymes pour la transcription, toutefois certaines protéines

cellulaires pourraient être impliquées. L'ARN polymérase du virus de la rougeole débute la

transcription de l'ARN de la nucléocapside à partir du nucléotide terminal de l'extrémité 3',

synthétisant un brin d'ARN majeur, nommé leader, de polarité positive, constitué de

55 nucléotides. La transcription se déroule ensuite de façon séquentielle en suivant l'ordre des

gènes, entraînant la synthèse des ARNm individuels N, P/C/V, M, F, H et L. La polymérase

se détache à priori de la nucléocapside au niveau des régions intergéniques avec une

fréquence grandissante en fonction de la distance entre la limite du gène et le promoteur,

conduisant à l'accumulation polaire des ARNms. La quantité d'ARNm produit est le facteur

principal déterminant la quantité de protéine synthétisée. Les fréquences de transcription des

ARNm dans les cellules infectées, rapportées à l’ARNm de N (100%), sont respectivement

81% (P), 67%(M), 45%(F), 39% (H). A la fin de chaque limite du gène, excepté pour le gène

leader qui n’est pas traité, la polymérase termine probablement la synthèse après une

polyadénylation et ensuite se ré-initie au niveau de la séquence consensus du gène suivant

sans transcrire les trinucléotides intergéniques. Comme pour les ARNm des eucaryotes, les

ARNms viraux sont modifiés à leurs extrémités 3’ et 5’. Les ARNm du virus de la rougeole

sont coiffés et méthylés à l’extrémité 5’ avec une structure 7mGpppAm . Le mécanisme de

cette opération n’est pas connu, toutefois la séquence consensus conservée au début de

chaque gène peut spécifier l’initiation de la synthèse, du coiffage et de la méthylation des

ARNm en 5’. A la région "stop" de chaque gène se situe une séquence riche en adénine et

uracile suivie par 3 à 7 uracile, qui est probablement le signal de polyadénylation des ARNms

[Griffin, 1995].

La transcription du gène P de la plupart des paramyxovirus a une autre particularité,

nommée édition de l'ARNm. Ainsi, la moitié des ARNm P est complémentaire de l'ARN

génomique et l'autre moitié est altérée par l'insertion d'une guanosine à la position 752,
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donnant un autre ARNm (V). L'édition de l'ARN serait une fonction de la polymérase,

probablement la protéine L.

II.5.4 Réplication

La caractéristique de la réplication de l'ARN chez les virus à génome de polarité

négative, et qui le distingue de la transcription, est que la synthèse des génomes de polarité

positive et négative est couplée à l'encapsidation avec la protéine N, alors que les ARNm

restent non encapsidés. L'ARN polymérase virale responsable de la réplication du génome

ARN est probablement le même complexe protéique P-L qui catalyse la transcription et ce

serait la disponibilité de la protéine N qui régulerait la transition de la transcription à la

réplication. La protéine N, normalement insoluble, est complexée à la protéine P pour former

un substrat soluble utilisé pour l'encapsidation. Pour initier celle-ci, l'ARN polymérase

catalyse la liaison de la protéine N à partir du complexe (libérant P) au brin d'ARN leader

naissant. L'encapsidation concomitante de l'ARN synthétisé à la protéine N masque la

séquence consensus à la frontière de chaque gène, empêchant la terminaison et la production

de l'ARNm au profit de la synthèse d'un ARN génomique total encapsidé [Griffin, 1995].

II.5.5 Assemblage du virion et relargage

Comme au cours des autres étapes du cycle de réplication des Paramyxovirinae, le site

intracellulaire d’assemblage de la nucléocapside est le cytoplasme. Les nucléocapsides

s’assemblent en deux étapes : l’association de sous-unités libres de la protéine N avec le

génome ARN pour former la structure hélicoïdale de la ribonucléoprotéine, puis l’association

du complexe protéique P-L. L’assemblage de l’enveloppe virale a lieu à la surface de la cellule.

Dans les cellules épithéliales polarisées, les Paramyxovirinae bourgeonnent uniquement à la

surface apicale. Les protéines virales de structure sont synthétisées dans le réticulum

endoplasmique et subissent une étape de maturation conformationnelle avant d’être

transportées jusqu’à la membrane plasmique.

Le mécanisme d’assemblage de la particule virale au niveau de la membrane plasmique

n'est pas connu à ce jour, mais la protéine M joue probablement un rôle majeur dans ce

processus, en se liant d’une part avec les glycoprotéines de la membrane et d’autre part avec

la nucléocapside. Lors de l’infection de cellules sensibles, le virus de la rougeole entraîne une
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fusion de cellule à cellule produisant des cellules géantes multinucléées, l’effet cytopathogène

caractéristique de l’infection par le virus de la rougeole [Griffin, 1995].

II.6 PHYSIOPATHOLOGIE

II.6.1 Réplication in vivo

Le virus de la rougeole est transmis par voie aérienne. Il se multiplie dans l’épithélium

respiratoire du rhino- et de l’oropharynx. Deux hypothèses de dissémination sont proposées,

soit le virus de la rougeole infecte les cellules de l'épithélium respiratoire en premier lieu, par

une voie indépendante des récepteurs SLAM et CD46, mais peu efficace, ce qui n'expliquerait

pas la contagiosité de la rougeole. Soit les premières cibles de l'infection sont les cellules

SLAM+ du système immunitaire dans le tractus respiratoire, comme les monocytes, les

cellules dendritiques et les lymphocytes, plutôt que les cellules épithéliales. Cette hypothèse

est soutenue par le fait que la plupart des monocytes CD14+ des amygdales expriment SLAM

chez l'Homme. Le virus gagne ensuite les ganglions lymphatiques locaux, par l’intermédiaire

des macrophages notamment, puis le sang. L’infection des leucocytes conduit à une virémie

primaire (Figure 5). La réplication virale dans les tissus lymphoïdes entraîne un virémie

secondaire plus intense qui est à l’origine de la généralisation de l’infection à tous les organes

(épithéliums respiratoire, oculaire, urinaire, intestinal, vaisseaux sanguins, SNC) [Yanagi et al.,

2006a].
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Figure 5. Physiopathologie de l'infection due au virus de la rougeole (d'après

P. Lebon, Université René Descartes Paris 5)
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La clinique de l’infection est liée au tropisme du virus pour le tissu lymphoïde et

l’endothélium vasculaire. La leucopénie précoce est secondaire à la destruction de cellules

lymphomonocytaires par le virus, notamment au niveau du cortex thymique, s’exprimant par

une déplétion importante en lymphocytes thymo-dépendants dans la rate, les ganglions

lymphatiques et les plaques de Peyer. Le signe de Koplick et l’exanthème sont dus à une

vascularite suite à une réaction d’hypersensibilité aux antigènes viraux et à la réponse T-

cellulaire au niveau des cellules endothéliales. Ce symptôme n'est d’ailleurs pas observé chez

les enfants immunodéprimés.

II.6.2 Rôle des protéines V et C

Les protéines V et C, codées par le gène P, sont généralement considérées comme des

protéines non structurales, mais des travaux récents indiquent que la protéine C est présente

dans le virion [Devaux & Cattaneo, 2004]. Les protéines C et V de nombreux Paramyxoviridae

possèdent une activité antagoniste de l'interféron. Ainsi, la protéine V du virus de la rougeole

bloque le signal de transduction en réponse à l'interféron alpha ou bêta et la protéine C

présente également une inhibition du signal interféron.

Les protéines C et V jouent donc un rôle important dans la réplication du virus in vivo et

dans la pathogénicité du virus. Les études les plus récentes ont montré que la protéine V est

nécessaire pour l'invasion rapide du tissu muqueux et des organes lymphoïdes, tandis que la

protéine C joue un rôle dans des phases plus tardives de l'infection, ce qui fait de ces deux

protéines des éléments non pas accessoires mais indispensables à la pathogenèse rougeoleuse

[von Messling et al., 2006].

II.6.3 Persistance et neurovirulence

Des études épidémiologiques ont prouvé que les patients présentant une PESS avaient

été infectés très jeunes, alors que leur système immunitaire était encore immature et en

l’absence d’anticorps maternels à un taux suffisant pour neutraliser le virus. Donc, une

réponse immunitaire inefficace peut être à l’origine de l’établissement d’une infection

persistante. Cette hypothèse a été confirmée sur un modèle animal de souriceaux inoculés par

voie intracérébrale chez qui la présence d’anticorps maternels ou acquis favorisait le

développement d’une infection persistante [Schneider-Schaulies et al., 2003].
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Le virus retrouvé dans le tissu cérébral des patients atteints de PESS est neutralisé par

les anticorps anti-rougeole, mais son génome ARN est plus grand que celui du virus de la

rougeole de 10% et la protéine M a une mobilité électrophorétique modifiée [Neighbour et

al., 1978]. Des études immunochimiques ont révélé la présence de mutations dans les

séquences codantes pour les protéines d’enveloppe du virus de la rougeole et une réduction

de leur expression dans le cerveau des patients atteints de PESS ou d’encéphalite à inclusion,

ainsi que l’expression des gènes correspondants, alors que la réplication du complexe

nucléoprotéique est apparemment maintenue [Cattaneo et al., 1988].

Cette diminution de l’expression des protéines virales de l’enveloppe, caractéristique de

la PESS, fait suite à des modifications mutationnelles, transcriptionnelles et translationnelles.

Des mutations s'accumulent dans le génome viral, notamment au niveau des gènes F et M, et

la transcription des gènes de l'enveloppe est diminuée, modifiant ainsi le gradient de

transcription. Par exemple, des études de séquence ont ainsi montré dans les souches neuro-

adaptées du virus de la rougeole, produites par passages successifs dans le cerveau de modèles

animaux, que les mutations s'accumulaient dans le gène H, dans la région d'un déterminant

antigénique majeur, entraînant possiblement l'apparition de la neurovirulence par

modification du récepteur [Moeller et al., 2001]. Ainsi la recombinaison d'un virus de la

souche Edmonston avec le gène de la protéine H de la souche CAM/RB permet le transfert

de neurovirulence [Duprex et al., 1999].

Des déterminants additionnels de la neurovirulence sont codés dans d'autres régions du

génome du virus de la rougeole. Ainsi la présence des cinq protéines structurales du virus de

la rougeole (N, M, P, H, F) diffère entre les échantillons de cerveaux de différents patients

atteints de PESS (présence continue de N et P, absence selon les cas de F et/ou M et/ou H),

et même entre les différentes zones d'un même cerveau de patient atteint de PESS [Liebert et

al., 1986]. Toutefois le remplacement du gène H seul est suffisant pour entraîner la

neuropathologie.

Globalement, la réponse interféron, et notamment l’absence de réponse interféron dans

les neurones, un gradient d’expression virale exagéré, l’accumulation d’hypermutations dans

les gènes de l’enveloppe, la modulation antigénique induite par les anticorps et la diffusion

cellule à cellule de la nucléocapside sont à l’origine de l’infection persistante du cerveau et de

l’incapacité de l’organisme à éliminer le virus [Schneider-Schaulies et al., 2003].
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La souche neurovirulente CAM/RB :

L'Université d'Osaka au Japon a été la première à disposer de la souche CAM, d’origine

japonaise [Murakami et al., 1998]. Cette souche a été étudiée pour produire une souche

vaccinale (CAM-70), par culture sur �uf de poule embryonné [Minagawa et al., 1976]. La

souche CAM/RB (RB pour rat brain) a été produite par inoculation dans le cerveau de rats

nouveaux-nés, et sélectionnée pour sa neurovirulence [Moeller et al., 2001].

Les souches de virus de la rougeole adaptées aux rongeurs se répliquent dans le cerveau

des animaux nouveau-nés et induisent une encéphalite rougeoleuse aiguë fatale, alors que, au

bout de une à quatre semaines selon la souche de souris, le système immunitaire devient

mature et l’animal perd sa susceptibilité au virus [Schubert et al., 2006]. Les souris CBA

présentent une forte susceptibilité à l'encéphalite due au virus de la rougeole, probablement

en raison d'une faible réponse des lymphocytes T cytotoxiques CD8+ [Niewiesk et al., 1993].

Chez des souriceaux nouveaux-nés inoculés par la souche CAM/RB, le virus infecte les

neurones et cause une encéphalite aiguë létale. Chez des souris âgées de deux semaines,

l’infection intracérébrale devient subclinique, une infection locale persiste dans des groupes

de neurones. Sept à 28 jours après l'inoculation, 86 et 81% des souris sont respectivement

infectées, et le virus persiste plus de 50 jours après l’inoculation [Schubert et al., 2006].

Des souris transgéniques exprimant CD46, l’un des récepteurs du virus de la rougeole,

ont également été utilisées pour induire une encéphalite due au virus de la rougeole, mais le

développement de l’encéphalite aiguë chez des rats non sevrés inoculés par la souche

CAM/RB ou chez des souris avec la souche HNT (hamster neurotropic) ne nécessite pas

l’expression du récepteur CD46 [Moeller et al., 2001].

II.7 CLINIQUE

II.7.1 Rougeole commune

L’incubation dure dix jours en moyenne mais sa durée peut être raccourcie chez le

nourrisson ou en cas de contamination massive, ou allongée chez l’adulte ou un patient

immunisé (trois semaines). Le premier signe clinique est un catarrhe oculo-naso-bronchique

fébrile, l’éruption apparaît trois à quatre jours plus tard. Elle est précédée du signe de Koplik

(énanthème de la face interne des joues). L’exanthème débute au pourtour du cuir chevelu et

au visage, puis s’étend au thorax et à l’abdomen. Il est constitué d’éléments rouge vif,
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irrégulièrement arrondis, ayant un certain relief (maculo-papuleux) et dure environ une

semaine. Il peut être inapparent chez les personnes immunodéprimées [Freymuth, 2003].

Les complications sont à l’origine de la gravité de la maladie. Le taux de complications

varie en fonction de l’âge, de la région géographique et de l’éruption. Elles sont augmentées

par les déficits immunitaires, la malnutrition, les déficits en vitamine A et une exposition

importante à la rougeole au décours de contacts inter-familiaux. La mortalité est plus élevée

chez les enfants âgés de moins de douze mois et plus basse entre un et neuf ans. Le taux de

complications et la mortalité augmentent à l’âge adulte [Asaria & MacMahon, 2006].

II.7.2 Complications neurologiques

Au cours des cas de rougeole commune, peuvent apparaître une hypercytose du LCR

dans 10% des cas et des anomalies de l’électro-encéphalogramme dans 50% des cas.

Les encéphalites caractérisées sont rares mais d’évolution dramatique.

II.7.2.1 Encéphalomyélite aiguë post-infectieuse

L’encéphalite aiguë post-infectieuse se développe dans environ 0,1% des infections

dues au virus de la rougeole, soit en moyenne quatre cas/an en France [Mailles, 2005]. Le

taux de mortalité varie de 10 à 20% et des séquelles neurologiques graves surviennent dans

20% des cas. L’encéphalite aiguë post-infectieuse débute cinq à sept jours après l’éruption,

avec réapparition de la fièvre, convulsions, troubles de la conscience et signes neurologiques

localisés. La présence de très faibles quantités d’acide nucléique dans le LCR laisse penser que

l’encéphalite est due à un mécanisme immunopathologique [Schneider-Schaulies et al., 2003].

Il est également important de noter l’absence de synthèse intrathécale d’anticorps anti-

rougeole et la présence d’une hyperprotéinorachie modérée et d’une glycorachie normale du

LCR [Asaria & MacMahon, 2006].

II.7.2.2 Panencéphalite subaiguë sclérosante

C’est une complication beaucoup plus rare (1/106 cas). Contrairement aux encéphalites

post-infectieuses, le virus de la rougeole est présent en grande quantité dans les cellules du

cerveau de patients présentant une PESS. La PESS se développe chez des patients

immunocompétents, en présence de titres élevés d’anticorps dans le sérum et le LCR, et se
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développe après une période sans signe clinique de plusieurs années. Cette encéphalopathie

dégénérative, toujours mortelle, apparaît un à quinze ans après la rougeole commune. Elle est

secondaire à la réplication persistante d’un virus sélectionné comme étant défectif au niveau

des gènes codant pour la protéine M et d’autres composants de l’enveloppe. La réplication

virale a lieu dans le cortex et la substance blanche d’où le nom de panencéphalite subaiguë

sclérosante [Schneider-Schaulies et al., 2003].

II.7.2.3 Encéphalite aiguë progressive

Aussi appelée encéphalite aiguë à inclusion, elle est secondaire à une réplication virale

cytolytique dans le tissu cérébral, non limitée par la réponse immunitaire, chez les patients

immunodéprimés. Survenant un à six mois après la rougeole, l’évolution est fatale le plus

souvent ou se stabilise dans un état neurologique très dégradé.

II.7.3 Autres complications

II.7.3.1 Complications respiratoires

La pneumonie est une des complications fatales les plus fréquentes puisqu'elle est

reconnue responsable de 56 à 86% des cas de décès dus à la rougeole. Cette complication est

présente dans 2 à 27% des cas dans les pays développés, et chez 16 à 77% des enfants

hospitalisés pour une infection rougeoleuse. Elle peut être due à l'effet direct du virus sur

l'épithélium respiratoire des voies basses, mais plus de 50% des pneumonies secondaires à la

rougeole sont dues à une surinfection bactérienne, notamment à Streptococcus pneumoniae,

Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, ou à des bacilles gram négatifs entériques. Ces

surinfections bactériennes, secondaires à l'effet immunosuppresseur de l'infection

rougeoleuse, sont responsables du fort taux de mortalité observé au cours des pneumonies

rougeoleuses. Le rôle des co-infections virales est moins établi, cependant la présence

d'adénovirus ou de HSV a déjà été démontrée [Duke & Mgone, 2003].
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II.7.3.2 Complications gastro-intestinales

Les épisodes diarrhéiques au cours de la rougeole peuvent également être associés à une

infection secondaire bactérienne ou parasitaire, aggravant un déficit nutritionnel dans des

populations de malnutris. Des hépatites cliniques et des hypocalcémies asymptomatiques

peuvent se produire et sont observées plus fréquemment chez les adultes que chez les enfants

[Shalev-Zimels et al., 1988].

II.7.3.3 Rougeole et déficit en vitamine A

Les concentrations sériques en rétinol sont diminuées au cours d’une infection

rougeoleuse aiguë, même chez les enfants ne présentant pas un état de dénutrition. Cette

hyporétinolémie peut s'expliquer soit par un défaut de stockage hépatique soit par une

mobilisation trop lente de la vitamine A à partir de stocks hépatiques suffisants. Le degré de

déficit en rétinol est associé à la gravité de la maladie : la vitamine A est essentielle à l'intégrité

des tissus épithéliaux de l'organisme et un déficit en vitamine A entraîne une diminution des

défenses immunitaires. Le virus de la rougeole a des effets similaires sur les épithéliums et

l'immunité, ce qui explique la gravité des symptômes de l'infection virale au cours d'un déficit

en vitamine A. Ainsi, un déficit en vitamine A augmente la gravité de l'infection par le virus

de la rougeole et/ou le risque d'infections secondaires virales ou bactériennes [Huiming et al.,

2005].

Dans les pays en voie de développement, le déficit en vitamine A, ainsi que le jeune âge

et la malnutrition, sont des facteurs de risque de complications au cours de la rougeole. Il a

été démontré que l'administration de vitamine A est associée à une diminution de la mortalité

et notamment de la mortalité secondaire aux complications pulmonaires, chez les enfants de

moins de deux ans recevant deux doses de traitement de 200 000 UI chacune. L’OMS

recommande donc l'administration orale d'une dose de vitamine A, chaque jour et pendant

deux jours, aux enfants ayant la rougeole et vivant dans des pays où préexiste un déficit en

vitamine A [Halsey, 2006].
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II.7.3.4 Dépression immunitaire et rougeole

L’infection par le virus de la rougeole induit un déficit immunitaire transitoire. Le

nombre de cellules T circulantes est diminué et des cas de leucopénie importante sont

souvent décrits au cours d’infections aiguës. La production d’anticorps et la réponse

immunitaire cellulaire aux antigènes sont réduites et les réactions d’hypersensibilité retardée

sont inhibées. Les enfants de moins de un an et les adultes présentent une normalisation

retardée de la lymphopénie. L’immunodéficience persiste plusieurs semaines après que le

nombre de lymphocytes soit revenu à la normal (Figure 6), et est probablement responsable

de l’important taux de mortalité dû à la rougeole dans le monde [Schneider-Schaulies & ter

Meulen, 2002].
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Figure 6. Réponse immunitaire et immunodépression (d'après P. Lebon, Université

René Descartes Paris 5)

II.8 TRAITEMENTS

II.8.1 Curatif

Différents essais cliniques ont été réalisés pour tester l'efficacité de la ribavirine, des

immunoglobulines et de l'interféron sur la rougeole. L'interféron alpha seul n'est pas efficace.

La ribavirine et les immunoglobulines semblent diminuer la détresse respiratoire. Des

données contradictoires ont été rapportées concernant l'utilisation de ribavirine seule par voie
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orale, intraveineuse, ou en aérosol. Dans le traitement de la PESS, l'administration

intrathécale d'interféron associé à l'administration de ribavirine à un stade précoce de la

maladie a montré un certain bénéfice [Barnard, 2004]. La ribavirine peut être proposée par

voie intraveineuse au cours de pneumopathies interstitielles sévères [Forni et al., 1994].

Un traitement symptomatique peut être instauré pour limiter la fièvre et la toux

[Freymuth, 2003].

II.8.2 Préventif

L'injection d'immunoglobulines standard peut prévenir l'apparition de la rougeole si

elles sont injectées dans les quatre à cinq jours suivant le contage. Ce traitement peut

concerner les sujets non immuns, fragiles ou immunodéprimés [Desjardin & Snydman, 1998].

La vaccination repose sur un vaccin vivant atténué, issu de la souche Edmonston. Elle

est généralement pratiquée associée à la vaccination contre les oreillons et la rubéole (vaccin

Rougeole Oreillons Rrubéole ou ROR). Selon le calendrier vaccinal, la première injection a

lieu à l'âge de 12 mois et le rappel entre 13 et 24 mois, avec un délai minimal de un mois entre

les deux injections. Les enfants peuvent être vaccinés par un vaccin trivalent dès l’âge de neuf

mois (recommandé en cas d’entrée en collectivité) [Invs, 2008].

Le virus de la rougeole est responsable d’une pathologie infantile bénigne qui peut se

compliquer à plus au moins long terme par une infection du système nerveux central. Aucune

molécule thérapeutique n’est actuellement validée pour le traitement préventif ou curatif de la

rougeole et de ses complications, mais il a été démontré que l’injection de ribavirine par voie

intraveineuse pouvait apporter un bénéfice aux patients présentant des infections graves dues

au virus de la rougeole [Forni et al., 1994]. L’activité antivirale de la ribavirine contre le virus

de la rougeole a également été démontrée dans différents modèles animaux, par différentes

voies d’administration [Honda et al., 1994; Wyde et al., 2000].
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III. RIBAVIRINE

III.1 GENERALITES

����()���)������*	!�+��� �,)-��+��������.��������.���������
 ��*	!' � ����������������������

ribofuranosyl)-1H-1,2,4-triazole-3-carboxamide] est un analogue nucléosidique de la

guanosine possédant une masse moléculaire de 244,2 g/mol. Elle se présente sous la forme

d'une poudre cristalline blanche, ou presque blanche, à stocker à l'abri de la lumière à +4°C.

Elle est soluble dans l'eau, légèrement soluble dans l'éthanol (96% v/v) et peu soluble voire

très peu soluble dans le chlorure de méthylène.

La structure chimique de la ribavirine (Figure 7) comporte un ribose et un noyau

triazole. Ce dernier se rapproche du noyau imidazole des bases puriques et du noyau des

bases pyrimidiques.

�������	
�����
������������������������������������������������� �! �"�����#����$�
carboxamide]

La ribavirine est commercialisée sous différentes formes (orale, parentérale ou inhalée)

par différents laboratoires pharmaceutiques (Tableau 3).
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III.2 CIBLES VIRALES

La ribavirine possède un large spectre d'activité contre les virus à ARN et à ADN,

puisqu'il a été démontré dès 1972 qu'elle était capable d'inhiber l'effet cytopathique en culture

cellulaire de l'adénovirus de type 3, des HSV-1 et 2, du CMV, du virus de la vaccine, des

rhinovirus de type 1A, 2, 8, 143 et 56, du virus de la stomatite vésiculaire, des para-

influenzavirus de type 1 et 3 , du virus Semliki Forest, du virus de la maladie de Newcastle et

du virus de la rougeole. Son action sur une culture d'oeuf de poule embryonné se traduit par

une diminution du titre en hémagglutinine des influenzavirus A et B, et du para-

influenzavirus de type 1 [Huffman et al., 1973; Sidwell et al., 1973].

Son activité a ensuite été confirmée sur d'autres virus à ARN ou à ADN (Tableau 4).

En dépit des nombreuses cibles potentielles de la ribavirine, son autorisation de mise

sur le marché se limite à l'heure actuelle au traitement de l'hépatite C chronique en association

avec l'interféron. Elle est toutefois utilisée en clinique dans le cas d'infections sévères dues au

VRS [Schleuning et al., 2004] et à certains virus des fièvres hémorragiques dont le virus de

Lassa [Haas et al., 2003].
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III.3 MECANISME D'ACTION

Plus de 30 ans après sa découverte, le mécanisme d’action de la ribavirine reste

controversé. Un certain nombre de mécanismes distincts ont été suggérés, dépendants des

caractéristiques du virus testé. Généralement, il y a cinq mécanismes d’action principaux

proposés pour la ribavirine. Les mécanismes indirects incluent la réduction du pool

intracellulaire de guanosine triphosphate (GTP) via l’inhibition de l’inosine monophosphate

déhydrogenase (IMPDH), et un effet immunomodulateur dans lequel la réponse immunitaire

T-helper de type 1 (antivirale) est maintenue. Les mécanismes directs incluent l’inhibition de

l’activité de coiffage des ARN, l’inhibition directe de la polymérase virale et l’augmentation de

la fréquence des mutations via l’incorporation de la ribavirine dans les génomes nouvellement

synthétisés, entraînant des erreurs [Graci & Cameron, 2006].

III.3.1 Inhibition de l’inosine monophosphate déhydrogénase

La première et seule étape dans la synthèse cellulaire de novo de la guanine est catalysée

par une enzyme, l’IMPDH. La réaction est NAD-dépendante et convertit l’inosine

monophosphate (IMP) en xanthosine monophosphate (XMP). La XMP peut ainsi être

aminée en guanosine monophosphate (GMP) par une enzyme, la guanosine monophosphate

synthase. La GMP est ensuite convertie en métabolites de la guanine tels que la guanosine

triphosphate et la désoxyguanosine triphosphate (dGTP), qui sont essentiels en temps que

précurseurs pour la synthèse de l’ARN et de l’ADN, respectivement (Figure 8). De plus, la

GTP joue un rôle important dans le stockage de l’énergie, le signalement intracellulaire, la

traduction par les ribosomes et la synthèse des glycoprotéines [Graci & Cameron, 2006].
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Figure 8. Inhibition de l’inosine monophosphate déhydrogénase par la ribavirine

(d'après Graci et al., 2006)

En raison de ses similitudes structurales avec la GMP, la ribavirine est un inhibiteur

compétitif potentiel de l’IMPDH. La GTP et la dGTP sont essentielles pour la traduction, la

transcription et la synthèse de l’ADN et de l’ARN. Donc, la diminution de la GTP disponible

peut potentiellement inhiber ces étapes du cycle de réplication virale et expliquer en partie

l’action antivirale de la ribavirine.

III.3.2 Immunomodulation

Il a aussi été proposé que la ribavirine agisse selon un mécanisme antiviral indirect, en

favorisant la réponse immunitaire T. La ribavirine entraînerait un switch phénotypique des

cellules T-auxiliaires, du type 2 au type 1. La réponse T-cellulaire de type 1 est associée à

l'immunité cellulaire et à l'expression de l'interleukine IL-2, de l'interféron gamma et du TNF

(Tumor Necrosis Factor). La réponse lymphocytes T-auxiliaires de type 2 favorise l'immunité

humorale et est associée avec l'expression de IL-4, IL-5 et IL-10. Il a été suggéré qu'une

réponse immunitaire de l'hôte inefficace est un facteur important dans le développement des

infections chroniques et notamment, une réponse T-auxiliaires de type 2 a été associée au

développement de maladie chronique au cours de l'infection par le virus de l'hépatite C [Graci

& Cameron, 2006].

Cette propriété pourrait rendre compte en partie de l'activité antivirale de la ribavirine

même si son mécanisme n'est pas, à ce jour, élucidé.
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III.3.3 Inhibition du "coiffage" des ARN

L'extrémité 5' de la plupart des ARN cellulaires et de certains des ARN viraux contient

une structure composée de 7 méthyl-guanosine, appelée coiffe. Cette structure est essentielle

pour la stabilité de l'ARN et pour la traduction. En tant qu'analogue de guanosine, la

ribavirine a la capacité d'interagir avec les enzymes responsables du "coiffage" des ARN

cellulaires et viraux. Généralement, la coiffe est synthétisée par l'intermédiaire de trois

réactions enzymatiques : une ARN phosphatase clive le triphosphate en 5' de l'ARN en

diphosphate, puis une ARN guanylyltransférase catalyse l'addition d'une GMP à l'extrémité 5'

et l'ARN (guanine-7-) méthyltransferase catalyse l'addition d'un groupement méthyle à partir

d'une S-adénosyl-méthionine sur la guanine terminale, en position N-7 (Figure 9).
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RNA Methyltransferase

pppNpN…

ppNpN…
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Figure 9. Mécanisme du coiffage des ARN en 5’ (d'après Graci et al., 2006)

Certains virus utilisent une structure de coiffe en 7-méthylguanosine à l'extrémité 5' de

l'ARN génomique. Comme le coiffage des ARNm des eucaryotes a lieu dans le noyau, les

enzymes codées par le virus sont nécessaires pour catalyser la réaction de coiffage des virus se

répliquant dans le cytoplasme. En tant qu'analogue de guanosine, la ribavirine aurait la

capacité d'inhiber les enzymes virales impliquées dans ce processus : la ribavirine exercerait

son activité antivirale en interagissant avec le mécanisme de "coiffage" de l'ARN, soit en

inhibant les enzymes impliquées dans l'ajout de la coiffe en 7-méthylguanosine à l'ARN soit

par l'incorporation de ribavirine à la coiffe en 5'. Ces mécanismes peuvent fonctionner avec

les virus utilisant des transcipts ou des génomes coiffés, mais ne permet pas d'expliquer
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l'activité à large spectre de la ribavirine car de nombreux virus sensibles à la ribavirine

n'utilisent pas de structure coiffée au cours de l'infection [Graci & Cameron, 2006].

III.3.4 Inhibition de la polymérase

Le principal métabolite intracellulaire de la ribavirine est la ribavirine tri-phosphate

(RTP). L'inhibition de la synthèse des acides nucléiques par la ribavirine pourrait être due à

l'interaction entre la RTP et la polymérase virale. En effet, la RTP accumulée dans les cellules

entrerait en compétition avec les pools cellulaires de GTP et ATP. De plus, au cours de

différentes études, ni la ribavirine, ni la ribavirine mono-phosphate n'ont présenté d'activité

inhibitrice [Graci & Cameron, 2006].

Des interactions contradictoires ont été prouvées pour les réovirus, le virus de

l'hépatite C (VHC) ou le VIH.

III.3.5 Induction de mutations létales dans le génome des virus à

ARN

De nombreuses hypothèses ont été établies pour justifier l'activité antivirale de la

ribavirine par une incorporation du nucléotide dans l'ARN par des polymérases cellulaires et

virales, suite à l'identification de la RTP comme étant le métabolite principal de la ribavirine.

La preuve de l'incorporation de la ribavirine dans l'ARN au cours de la réplication virale a été

apportée par l'équipe de Crotty [Crotty et al., 2000]. Ils ont pu démontrer que la ribavirine est

incorporée lentement dans l'ARN, à un taux concordant avec celui d'un nucléotide inadapté,

ce qui correspond à une moyenne de une ou deux molécules incorporées pour un génome

ARN de 7500 nucléotides. De plus ils ont révélé la capacité de la ribavirine à se lier

indifféremment avec la cytidine ou à l'uridine. Ainsi la ribavirine entraîne une ambiguïté dans

l'appariement des bases. Cette capacité est liée à la rotation du groupement carboxamide de la

pseudo-base, générant un pont hydrogène avec l’une ou l'autre des deux bases pyrimidiques

(Figure 10).

Si la ribavirine est un analogue ambigu des bases puriques, elle est également un agent

mutagène pour les ARN au sein desquels elle est incorporée. Les études in vitro suggèrent que

la ribavirine induit des transitions A� G et C� U.

Les virus à ARN ont une fréquence de mutation très élevée (10-5 à 10-3 par cycle de

réplication), due à l'absence d'activité réparatrice de la polymérase. Les virus à ARN existent



55

donc sous forme de quasi-espèces, c'est-à-dire une population hétérogène, dont la séquence

diffère légèrement de la séquence prédominante. La variabilité du génome présente dans ces

populations représente un bénéfice en matière d'adaptation aux modifications de

l'environnement, et notamment le tropisme, l'immunité ou la thérapie antivirale. Toutefois la

théorie des quasi-espèces prédit l'existence d'un seuil limite à la variabilité génomique, au-delà

duquel les mutations additionnelles se révèleraient délétères pour la population. Le terme de

mutagenèse létale a été inventé pour décrire une stratégie antivirale dans laquelle la population

virale serait forcée au-delà de ce seuil d'erreur. Ce mécanisme a été décrit pour la ribavirine

chez le poliovirus, le VHC, les virus Hantaan et West Nile [Crotty & Andino, 2002].

Figure 10. Mésappariement de la ribavirine avec les bases puriques, à l’origine des

phénomènes de mutagenèse létale (d'après Graci et al., 2006)

Ribavirine Cytidine

eRibavirine Uridine
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III.4 PHARMACOLOGIE DE LA RIBAVIRINE

Après son entrée dans la cellule, la ribavirine est successivement convertie en ribavirine-

5'monophosphate, ribavirine-5'diphosphate puis en ribavirine 5'tri-phosphate suite à l'action

de kinases cellulaires. Le métabolisme in vivo de la ribavirine conduit donc à l'accumulation de

ribavirine-5'triphosphate.

III.4.1 Métabolisme et effets cellulaires de la ribavirine

En clinique, la ribavirine est utilisée sous forme de nucléoside. L’adénosine kinase est

l’enzyme cellulaire responsable de sa conversion en ribavirine monophosphate (RMP). Les

cellules déficientes en adénosine kinase accumulent seulement de petites quantités de

ribavirine monophosphate. Des phosphorylations successives de la RMP produisent des

nucléotides di- et tri-phosphorylés. Bien que les concentrations relatives de ribavirine mono-,

di- et tri-phosphorylée varient en fonction du type cellulaire, la ribavirine tri-phosphate est

généralement le métabolite prédominant. Le métabolisme de la ribavirine est spécifique du

type cellulaire. La demi-vie des métabolites est relativement courte en culture cellulaire de

fibroblastes et lymphoblastes, mais les nucléotides sont plus stables dans les érythrocytes.

Cette accumulation de la ribavirine dans les érythrocytes est responsable de l’anémie

hémolytique réversible qui est un des effets secondaires du traitement. La ribavirine a des

effets importants sur la cellule traitée. C’est un agent cytostatique et elle entraîne une

diminution de la synthèse de l’ADN, de l’ARN et des protéines dans les cellules exposées

[Glue, 1999].

III.4.2 Administration par voie orale

La biodisponibilité orale de la ribavirine est comprise entre 32 et 45%. Après

administration par voie orale, la ribavirine est absorbée au niveau du grêle proximal grâce à

des transporteurs du sodium; le temps moyen pour atteindre la concentration maximale est

de une heure et demie. Ensuite survient une phase de distribution rapide et une phase

d'élimination prolongée. Après administrations multiples, la ribavirine s'accumule dans le

plasma. A dose thérapeutique (600 mg x 2/jour), l'état d'équilibre est atteint après quatre

semaines avec des concentrations plasmatiques comprises entre 1300 et 2500 ng/ml. La

demi-vie plasmatique est comprise entre 20 et 60 heures. La ribavirine est ensuite transportée
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au niveau de toutes les cellules humaines puis phosphorylée. Le transport vers le milieu

extracellulaire nécessite une déphosphorylation de la ribavirine. Cette propriété est déficiente

au niveau érythrocytaire, ce qui explique le défaut de déphosphorylation de la molécule et

donc son accumulation dans les globules rouges sous forme triphosphatée. La concentration

intra-érythrocytaire en ribavirine est 60 fois supérieure à sa concentration plasmatique; sa

demi-vie au niveau intra-érythrocytaire est de 40 jours. Son élimination s'effectue via

l'hémolyse splénique [Duclos-vallée & Samuel, 2001].

La ribavirine n'est pas liée aux protéines plasmatiques, sa métabolisation est hépatique

et elle est excrétée par voie rénale, ses métabolites également.

III.4.3 Administration par voie parentérale

Au cours d'une étude réalisée chez six volontaires sains recevant 150 mg par voie

intraveineuse, puis, 1h après, 400 mg par voie orale de ribavirine marquée avec un isotope

stable du carbone (13C3-ribavirine), la concentration maximale dans le plasma atteignait 4 187

� 199,4 ng/ml et 26,7% de la dose administrée était excrétée dans les urines sous forme

inchangée [Preston et al., 1999].

III.5 TOXICITE

L'utilisation de la ribavirine par voie orale ou parentérale entraîne deux effets

indésirables principaux et graves, l'anémie hémolytique et la tératogénicité.

III.5.1 Anémie hémolytique

L'utilisation de la ribavirine entraîne un risque d'anémie, par accumulation intra-

érythrocytaire de la ribavirine. L'absence de phosphatase dans les érythrocytes freine la

déphosphorylation des métabolites de la ribavirine et empêche leur sortie des cellules. Les

dérivés phopshorylés de la ribavirine s'accumulent donc avec le temps, atteignant des

concentrations nettement supérieures à celles observées dans la circulation sanguine. La

libération de la ribavirine s'effectue par hémolyse extravasculaire, entraînant l'anémie

hémolytique. Cette complication peut être gravissime chez des patients présentant un terrain

cardiovasculaire à risque [Scott & Perry, 2002].
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III.5.2 Tératogénicité

Un risque tératogène et/ou embryotoxique significatif de la ribavirine a été démontré

chez toutes les espèces animales chez lesquelles des études appropriées ont été menées, et

pour des doses aussi faibles que le vingtième de la dose recommandée pour l'Homme.

L'incidence et la sévérité des malformations augmentent avec la dose. La toxicité testiculaire a

été évaluée par administration de doses de 15 mg/kg chez la souris. Des anomalies du sperme

ont été observées dont l'effet est réversible après un ou deux cycles de spermatogénèse

[Reichard et al., 1991].

Ainsi l'autorisation de mise sur le marché contre-indique l'initiation d'un traitement

chez la femme avant réalisation d'un test de grossesse négatif et au cours de l'allaitement. Les

patients de sexe masculin et féminin en âge de procréer ainsi que leur partenaire doivent

utiliser chacun des moyens de contraception efficace pendant toute la durée du traitement et

pendant quatre à sept mois après son arrêt chez la femme et l'homme respectivement.

III.5.3 Autres effets indésirables

Lors de traitements de courte durée par voie orale, ont pu être observées une toux et

une augmentation réversible de la bilirubinémie non conjuguée, du fer sérique et de

l'uricémie.

Les aérosols de ribavirine sont bien tolérés mais peuvent engendrer une irritation

conjonctivale, une éruption, une dyspnée asthmatiforme transitoire et, de façon occasionnelle,

une détérioration progressive de la fonction pulmonaire.

III.6 MOLECULES DERIVEES DE LA RIBAVIRINE

III.6.1 La viramidine

Différentes prodrogues de la ribavirine ont été produites et testées afin d'améliorer sa

biodisponibilité et sa tolérance. Une prodrogue est une molécule pharmacologiquement

inactive qui sera modifiée in vivo afin de libérer la molécule active. Ainsi la viramidine (1-�-D-

ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide) est en cours de développement afin d'améliorer la

prise en charge des patients infectés par le virus de l'hépatite C. Cette molécule est clivée en

présence d'une enzyme, l'adénosine déaminase, pour donner de la ribavirine (Figure 11). Elle
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permet également d'inhiber la nucléoside phosphorylase pour ralentir le catabolisme de la

ribavirine et ainsi augmenter la concentration en métabolite phosphorylé actif [Wu et al.,

2004]. Cette étape permet une augmentation de la concentration en ribavirine dans le foie et

une diminution de sa concentration dans les érythrocytes lorsqu'elle est administrée chez le

singe [Lin et al., 2004]. Des études chez l'homme ont montré une bonne absorption de la

viramidine par voie orale et une conversion rapide en ribavirine [Lin et al., 2006]. Par ailleurs,

la viramidine a la même activité antivirale que la ribavirine contre les virus influenza A

saisonniers et H5N1, mais elle est moins toxique. Son efficacité a également été démontrée

contre le virus H1N1, chez la souris, après une administration dans l'eau de boisson [Beigel &

Bray, 2008].

Figure 11. Mécanisme de libération de la ribavirine à partir d’une prodrogue, la

viramidine (d'après Wu et al., 2004)

III.6.2 Dérivés estérifiés

L'estérification de la ribavirine a été réalisée dans le but d'augmenter la lipophilie de la

molécule et d'améliorer sa distribution dans le SNC avec des résultats variables en fonction de

l'ester greffé. Même si la molécule de ribavirine estérifiée est potentiellement capable de

traverser la BHE, il n'a pas été démontré d'amélioration de l'activité antivirale par rapport à la

ribavirine native au cours du traitement d'encéphalites virales [Bhagrath et al., 1991].

III.6.3 Ciblage hépatique

La ribavirine a également été couplée à la lactosamine-poly-L-lysine, un peptide

présentant une terminaison galactosyl qui entre spécifiquement dans les hépatocytes via un
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récepteur asialoglycoprotéique. Chez la souris, cette combinaison permet d'augmenter la

quantité de ribavirine présente dans le foie après une injection intramusculaire [Di Stefano et

al., 1997]. Ainsi pour une activité antivirale équivalente, la quantité de ribavirine libre dans le

sang circulant serait réduite, entraînant une diminution relative des effets secondaires sur

l'hémolyse des globules rouges [Fiume et al., 1998]. Aucune étude n'a été menée chez

l'Homme.

III.6.4 La lévovirine

La Lévovirine (1-�-L-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide), un L-énantiomère de

la ribavirine, a également été étudiée. Elle présente l'avantage de posséder la même activité

immunomodulatrice que la ribavirine tout en étant dénuée d'effet toxique hémolytique

puisqu'elle n'est pas métabolisée par les kinases cellulaires [Watson, 2002]. En revanche, en

l'absence de phosphorylation, elle ne possède pas d'activité antivirale directe due aux

métabolites actifs [Fang et al., 2003] et sa biodisponibilité par voie orale est faible en raison

d'une absorption limitée dans le tractus digestif [Li et al., 2006]. Son intérêt dans le traitement

de l'hépatite C est en cours d'étude.

A l'heure actuelle, aucune de ces molécules n'est utilisée chez l'Homme.

III.7 RIBAVIRINE ET ENCEPHALITES

En clinique, la ribavirine ne dispose d'une autorisation de mise sur le marché que pour

l'hépatite C en association avec l'interféron et d'une ATU pour le traitement des infections

graves à VRS (Tableau 3). Elle a également été utilisée avec succès dans le traitement de

formes compliquées de rougeole à type de pneumopathies [Forni et al., 1994]. En revanche

chez les patients atteints de PESS, la ribavirine n'est efficace que lorsqu'elle est administrée

par voie intrathécale [Hosoya et al., 2004] ou à forte dose par voie intraveineuse, associée à de

l'interféron par voie intrathécale [Hosoya et al., 2001]. Ces quelques descriptions cliniques

sont corrélées avec les résultats des études réalisées chez l'animal. Ainsi, même si la ribavirine

est efficace in vitro sur de nombreux virus responsables d'encéphalites (Tableau 4), son action

in vivo est très limitée, notamment au cours d'infections du SNC : elle est efficace par aérosol
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pour diminuer le titre viral dans les poumons de souris infectées par le virus influenza

[Stephen et al., 1976], mais elle est inefficace, quelle que soit la voie d'administration

(intramusculaire, intrapéritonéale ou sous-cutanée), sur un modèle animal d'encéphalite

herpétique [Sidwell et al., 1973]. De même, chez le hamster, l'activité antivirale de la ribavirine

au cours d'une PESS ne s'exprime que si la molécule est administrée par voie intrathécale,

contournant le problème de passage de la BHE [Honda et al., 1994]. Cette activité est reliée à

une concentration efficace de ribavirine dans le cerveau [Ishii et al., 1996]. La limitation de

l'activité antivirale de la ribavirine au cours des encéphalites réside bien dans le passage de la

BHE.

La ribavirine est un analogue nucléosidique ayant un large spectre d’activité antivirale.

Elle présente une activité antivirale in vitro sur de nombreux virus responsables d'infections du

SNC. Mais, dans un grand nombre de cas, cette activité antivirale ne s'exprime pas in vivo ou

uniquement dans des modèles animaux avec une administration de la molécule directement

au niveau du SNC. Par ailleurs, la ribavirine diminue la mortalité des patients atteints de

panencéphalite subaiguë sclérosante lorsqu’elle est administrée par voie intrathécale,

suggérant une incapacité de la ribavirine à franchir la barrière hémato-encéphalique. Les

cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques capables de former des complexes

d’association avec la ribavirine [Grancher et al., 2004] en augmentant in vitro l'activité

antivirale de la ribavirine au sein du complexe [Grancher et al., 2005]. Ces molécules

pourraient être utilisées comme vecteur pour améliorer la biodisponibilité de la ribavirine

dans le cerveau.
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IV. LES CYCLODEXTRINES

IV.1 HISTORIQUE

L'histoire des cyclodextrines se divise en trois périodes. Leur découverte a été publiée

en 1891 par un scientifique français, A. Villiers, qui a obtenu par digestion bactérienne de

1000 g d'amidon, 3 g de substance cristalline, nommée alors "cellulosine". Elles seront ensuite

nommées crystalline dextrine, puis alpha-dextrine et bêta-dextrine puis dextrines de

Schardinger en l'honneur du chercheur qui a décrit leur préparation, leur isolement et leurs

principales caractéristiques de 1903 à 1911. La gamma-cyclodextrine a, elle, été découverte en

1935 [Brewster & Loftsson, 2007].

IV.2 GENERALITES

Les cyclodextrines d'intérêt pharmaceutique sont des oligosaccharides cycliques

composés d'unités de dextrose reliées par des liaisons �1-4. Les cyclodextrines comprenant

six, sept et huit unités dextrose ont été nommées alpha-, bêta- et gamma- cyclodextrine

respectivement (Figure 12).

Figure 12. Structure des cyclodextrines natives, alpha, bêta et gamma

La bêta-cyclodextrine et ses dérivés sont probablement les plus utilisés dans les

formulations pharmaceutiques, ce sont par conséquent les plus étudiés chez l'Homme. La

gamma-cyclodextrine est probablement la moins toxique, au moins parmi les trois principales

cyclodextrines natives. Elle est principalement utilisée dans l'industrie alimentaire [Del Valle,

2004].
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Les cyclodextrines sont capables de former des complexes d'inclusion avec de

nombreuses molécules. Ces complexes d'inclusion non covalents ont des propriétés

physiques, chimiques et biologiques très différentes de celles de la molécule invitée ou de la

cyclodextrine. Ces complexes peuvent, par exemple, augmenter la solubilité ou le taux de

dissolution, diminuer la volatilité et augmenter la stabilité de la molécule complexée [Loftsson

& Brewster, 1996].

IV.3 PRODUCTION DES CYCLODEXTRINES

Le traitement de l'amidon par une amylase d'origine bactérienne Bacillus macerans donne
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unités de glucose. Le mélange obtenu est difficile à purifier et contient souvent d'autres

dextrines linéaires ou ramifiées associées à des protéines et d'autres impuretés.

Le développement des biotechnologies a permis la production de cyclodextrine glycosyl

transférases plus actives et plus spécifiques pour la production d'alpha-, bêta-, ou gamma-

cyclodextrine. L'utilisation de ces enzymes, associée à d'autres innovations technologiques, a

conduit à la production de cyclodextrines hautement purifiées, pouvant être utilisées en tant

qu'excipients pharmaceutiques [Loftsson & Duchene, 2007].

Pour pallier au défaut de solubilité des cyclodextrines dans l'eau, et notamment de la

bêta-cyclodextrine, des cyclodextrines dites de seconde génération ont été synthétisées. Ainsi,

la substitution des groupements hydroxyles par des éthers alkyles ou de courtes chaînes

hydroxyalkyles augmente l'hydrosolubilité. La production de ces cyclodextrines modifiées

conduit à des mélanges amorphes d'isomères. Les dérivés anioniques, de type éther

sulfobutyle, présentent un site additionnel d'interaction en modifiant la charge de la

cyclodextrine. Par ailleurs, le caractère hémolytique des cyclodextrines natives, et notamment

la bêta-cyclodextrine, peut être diminué par la formation de dérivés hydroxypropylés ou

sulfobutylés mais est augmenté pour les dérivés méthylés [Defaye et al., 2007].

IV.4 PROPRIETES

Les propriétés physicochimiques des cyclodextrines référencées à la Pharmacopée sont

résumées dans le Tableau 5.
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IV.5 PHARMACOCINETIQUE DES CYCLODEXTRINES

Les propriétés pharmacologiques et toxicologiques des cyclodextrines natives sont

détaillées dans le Tableau 6.

Tableau 6. Pharmacocinétique et toxicité des cyclodextrines natives d'après Del

Valle (2004)

Cyclodextrine Alpha- Bêta- Gamma-

Voie parentérale

Injection intramusculaire Irritant ++ Irritant + Irritant +/-
Elimination Sous forme

inchangée par voie
urinaire

Nr Sous forme
inchangée par voie

urinaire
Voie orale

Absorption après
administration orale

2-3% chez le rat 1-2% 0,1%

Métabolisme dans le
tractus digestif supérieur

Non Non Rapidement
dégradée en
glucose

Dégradation Flore intestinale du
caecum et du
colon

Flore intestinale du
caecum et du
colon

Enzymes
intestinales

Elimination CO2 CO2 Nr
Dose létale 50 chez le rat

Voie orale > 10 000 mg/kg > 5 000 mg/kg >> 8 000 mg/kg
Voie intraveineuse A22�	A2�&�BC�� "A2�	*2�&�B��� 0�"222�&�BC��

Capacités d'extraction Lipides Cholestérol Nr

IV.5.1 Administration parentérale

Les cyclodextrines natives administrées par voie veineuse disparaissent rapidement de la

circulation sanguine et sont excrétées principalement par le rein. Chez le rat, l'administration

intraveineuse de gamma-cyclodextrine marquée conduit à une élimination rapide de la

circulation sanguine (t1/2 = 15-20 minutes). En 24 heures, 90% de la gamma-cyclodextrine

administrée est éliminée par voie urinaire [Munro et al., 2004].

Le volume de distribution de la bêta-cyclodextrine chez le rat, le lapin, le chien ou

l'Homme correspond au volume de liquide extracellulaire de chaque espèce ce qui laisse

suggérer l'absence de compartiments profonds de stockage [Irie & Uekama, 1997].
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Parmi les bêta-cyclodextrines modifiées, l'hydroxypropyl-bêta-cyclodextrine et la

sulfobutylether-bêta-cyclodextrine sont les plus utilisées par voie parentérale. Leur élimination

se fait majoritairement sous forme inchangée par voie rénale. Après une administration par

voie intraveineuse, la demi-vie de ces cyclodextrines est de une à deux heures, en fonction des

espèces, et leur apparition dans les urines débute une à quatre heures après l'injection [Stella

et al., 1999].

IV.5.2 Administration orale

L'absorption gastro-intestinale des cyclodextrines sous forme inchangée est limitée en

raison de leur taille et de leur hydrophilie. Les amylases humaines de la salive sont capables

d'hydrolyser la gamma-cyclodextrine, principalement en maltose, mais pas l'alpha- ou la bêta-

cyclodextrine. Des études d'absorption, distribution, métabolisme et excrétion, réalisées avec

de la gamma-cyclodextrine marquée, ont montré que parmi les produits de la digestion, seul

le glucose est assimilé. La diffusion passive de la gamma-cyclodextrine est très faible

(< 0,02%) [Munro et al., 2004].

De même, la biodisponibilité orale de la bêta-cyclodextrine varie de 0,1% à 4%. Son

absorption est probablement passive et la majorité de la cyclodextrine administrée est

métabolisée par la flore intestinale [Stella & Rajewski, 1997].

Les cyclodextrines sont donc relativement bien tolérées in vivo. Le devenir des

cyclodextrines dans le tractus digestif diffère en fonction de leur résistance à l’hydrolyse et à la

dégradation enzymatique. Les cyclodextrines peuvent être dégradées par des amylases

bactériennes ce qui explique leur digestion dans le colon par la flore intestinale. Comme les

cyclodextrines sont peu absorbées et presque complètement digérées dans le colon,

l’exposition systémique aux cyclodextrines après une administration par voie orale est presque

insignifiante [Zhang & Rees, 1999]. Le transit des cyclodextrines le long du colon humain est

d’environ 40 heures, ce qui est compatible avec la dégradation par les enzymes bactériennes.

Les cyclodextrines modifiées résistent plus aux hydrolases intestinales et sont pour la

plupart éliminées dans les selles sous forme inchangée [Irie & Uekama, 1997].
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IV.6 TOXICITE DES CYCLODEXTRINES

Les cyclodextrines natives et leurs dérivés hydrophiles traversent difficilement les

barrières biologiques lipophiles. Les dérivés lipophiles de la bêta-cyclodextrine, même s'ils

interagissent plus avec les membranes, ne les traversent pas beaucoup plus. Toutes les études

ont montré que la toxicité orale des cyclodextrines est presque nulle car elles ne sont pas

absorbées au niveau du tractus digestif. De plus, la gamma-cyclodextrine, les 3-

hydroxypropyl-bêta-cyclodextrine, sulphobutylether-bêta-cyclodextrine, maltosyl-bêta-

cyclodextrine et les bêta-cyclodextrines sulfatées sont suffisamment sûres pour être

administrées par voie parentérale [Del Valle, 2004].

IV.6.1 Toxicité cellulaire

La cytotoxicité des cyclodextrines est liée à leurs interactions avec la membrane

plasmique. Elles sont connues pour induire des changements de forme dans la membrane des

érythrocytes humains et, à plus forte concentration, une lyse. L’activité hémolytique des

cyclodextrines natives peut être classée ainsi : bêta-> alpha-> gamma-cyclodextrine, en liaison

avec les différents taux de solubilisation des composants membranaires par les différentes

cyclodextrines, notamment les lipides, mais aussi les protéines dans le cas de la bêta-

cyclodextrine [Irie & Uekama, 1997].

IV.6.2 Formes orales

La structure chimique des cyclodextrines, leur masse moléculaire et leur coefficient de

partage sont toutes des caractéristiques des composés qui ne traversent pas réellement les

membranes biologiques. Les études ont montré que seule une portion négligeable des

cyclodextrines hydrophiles et des complexes molécule/cyclodextrine sont capables de

traverser une membrane lipophile comme la muqueuse gastro-intestinale. Les études de

toxicité ont démontré que lorsqu'elles sont administrées par voie orale, les cyclodextrines sont

pratiquement non toxiques en raison de l'absence d'absorption au niveau du tractus digestif.
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conséquent seule une faible quantité de ces cyclodextrines peut être ajoutée dans des

formulations orales [Irie & Uekama, 1997].
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Après administration par voie orale, peu d'effets secondaires systémiques sont

attribuables aux cyclodextrines elles-mêmes, en raison de leur faible diffusion dans la

circulation générale. Mais elles peuvent entraîner des effets secondaires systémiques,

notamment la bêta-cyclodextrine, par une augmentation de l'élimination de certains

nutriments et acides biliaires au niveau gastro-intestinal [Stella & Rajewski, 1997].

IV.6.3 Formes parentérales

Le principal effet secondaire des cyclodextrines administrées par voie parentérale est la

néphrotoxicité sachant que le rein est le seul organe contribuant à l’élimination des

cyclodextrines de la circulation systémique [Irie & Uekama, 1997]. La bêta-cyclodextrine,

lorsqu’elle est utilisée comme excipient pour les formulations intraveineuses, présente

également des effets secondaires hémolytiques liés à la chélation du cholestérol et des acides

biliaires [Zhang & Rees, 1999].

La toxicité rénale observée avec les cyclodextrines natives après administration

parentérale a été un des moteurs du développement des cyclodextrines modifiées. Les

cyclodextrines ont été greffées dans le but d'augmenter la solubilité dans l'eau et ainsi

diminuer leur toxicité rénale. Mais, en dépit de cela, certaines cyclodextrines modifiées,

comme la dimethyl-bêta-cyclodextrine, sont plus toxiques que la cyclodextrine native dont

elles sont dérivées [Stella & Rajewski, 1997].

Les dérivés alkylés de l'alpha- et la bêta-cyclodextrine natives présentent une toxicité

rénale non négligeable et sont principalement utilisées par voie entérale [Stella et al., 1999].

L'hydroxypropyl-bêta-cyclodextrine et la sulfobutylether-bêta-cyclodextrine

apparaissent comme étant les plus sûres et sont utilisés pour une administration entérale et

parentérale [Stella et al., 1999].

La toxicité des cyclodextrines sur la BHE sera détaillée dans un paragraphe spécifique.

IV.7 APPLICATIONS INDUSTRIELLES DES CYCLODEXTRINES

Dans l'industrie alimentaire, les cyclodextrines ont été étudiées comme stabilisants pour

les arômes et pour réduire les goûts et les odeurs désagréables. Dans l'industrie cosmétique,

les cyclodextrines ont été testées comme des composants chimiques labiles, pour obtenir une
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action prolongée, diminuer une irritation locale ou masquer une odeur désagréable. Le Japon

a rapidement été un des plus gros consommateurs au monde de cyclodextrines avec environ

1800 tonnes/an, dont 80% pour l'industrie alimentaire, 10% pour l'industrie cosmétique et

moins de 5% pour l'industrie pharmaceutique et l'agriculture. L'usage industriel des

cyclodextrines a progressé plus lentement en Europe et aux Etats Unis.

L'usage de nouveaux excipients dans l'industrie pharmaceutique est soumis à une

restriction plus grande que l'usage de nouveaux excipients dans les cosmétiques ou

l'alimentation. Toutefois est apparu au Japon en 1976 le premier médicament contenant une

cyclodextrine : Prostarmon ETM� -��� ���� ���� ����
������� ��� +�������������� ;!� ��� ��� ��
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molécules différentes associées à des cyclodextrines sont commercialisées. Dans les

formulations pharmaceutiques, les cyclodextrines sont généralement utilisées comme

solubilisants, et parfois comme stabilisants ou pour augmenter la biodisponibilité [Loftsson &

Duchene, 2007].

IV.8 UTILISATIONS PHARMACEUTIQUES DES CYCLODEXTRINES

Beaucoup de travaux démontrent les nombreuses applications possibles des

cyclodextrines comme excipient dans les préparations pharmaceutiques. Ne seront traités que

quelques exemples, parmi les plus récents, pour les principales applications existantes.

IV.8.1 Applications parentérales

L’intérêt premier de l’utilisation des cyclodextrines dans les formulations pour voie

parentérale est d’améliorer la solubilité des molécules faiblement hydrosolubles, permettant

une délivrance rapide et massive du principe actif après injection intraveineuse ou

intramusculaire.

En raison de la relative toxicité des cyclodextrines natives, la plupart des études récentes

portent sur les cyclodextrines modifiées.
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IV.8.1.1 Administration intraveineuse

La plupart des études concernant l'utilisation des cyclodextrines pour administration par

voie intraveineuse ont été réalisées sur la sulfobutylether-bêta-cyclodextrine ou

l'hydroxypropyl-bêta-cyclodextrine en raison de leur bonne innocuité. Des essais cliniques

chez l’homme ont prouvé la bonne tolérance du complexe diclofenac/hydroxypropyl-bêta-

cyclodextrine après injection par voie intraveineuse. Cette nouvelle formulation permet en

plus une injection en bolus au lieu d’une perfusion de 30 minutes et diminue ainsi l’incidence

des thrombophlébites [McCormack & Scott, 2008]. De même, l'emploi de sulfobutylether-

bêta-cyclodextrine a permis l'utilisation par voie intraveineuse du voriconazole (un

antifongique systémique) en augmentant sa solubilité. Aucune toxicité n'a été démontrée

malgré une accumulation de la cyclodextrine dans le plasma des patients traités [Abel et al.,

2008].

IV.8.1.2 Administration intramusculaire

Peu d'études ont été publiées sur l'utilisation des cyclodextrines par voie intramusculaire

en raison d'une importante irritation au point d'administration [Stella & Rajewski, 1997].

Toutefois, la sulfobutylether-bêta-cyclodextrine est utilisée dans une formulation pour

injection intramusculaire (disponible aux Etats Unis) d'un antipsychotique, la ziprasidone, afin

d'améliorer la dissolution du principe actif par complexation [Preskorn, 2005].

IV.8.1.3 Irritation au niveau du site d'injection

Au cours d'une injection intraveineuse ou intramusculaire, l'irritation au point

d'injection peut provenir de la toxicité intrinsèque du principe actif ou de l'excipient dans

lequel la molécule est dissoute. L'irritation due à la molécule peut être réduite par la formation

d'un complexe d'inclusion.

Ainsi, sachant que l'irritation causée par un principe actif est liée à la capacité de celui-ci

à entraîner une lyse des globules rouges et qu'il a été prouvé que la bêta-cyclodextrine est

capable de protéger les globules rouges de l'hémolyse provoquée par le chlorhydrate de

chlorpromazine (un médicament du SNC), l'utilisation de bêta-cyclodextrine a permis de
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diminuer les dégâts tissulaires causés par l'injection intramusculaire de chlorpromazine chez le

lapin [Irie et al., 1983; Shiotani et al., 1994].

IV.8.2 Applications entérales

Les cyclodextrines sont utilisées par voie orale principalement pour :

- augmenter la biodisponibilité en augmentant le taux de dissolution et la stabilité de la

molécule active : ainsi, la biodisponibilité par voie orale d'extraits d'isoflavones de soja peut

être augmentée par la complexation avec la bêta-cyclodextrine [Lee et al., 2007]

- modifier le site ou la cinétique de libération dans le tractus gastro-intestinal : les

saccharides naturels que sont les cyclodextrines peuvent être utilisés comme des prodrogues

pour cibler le colon car elles sont stables au pH du tractus gastro-intestinal, non absorbées

dans l’estomac et hydrolysées par les enzymes de la flore intestinale du colon. Ainsi, un agent

anti-inflammatoire, couplé par une liaison chimique à l’alpha- ou la bêta-cyclodextrine pour

former une prodrogue, sera libéré à 60% dans le colon chez le rat [El-Kamel et al., 2008]

- masquer une saveur désagréable [Szejtli & Szente, 2005]. Cette propriété est par

exemple utilisée dans la spécialité Calprimum®, comprimé enrobé à croquer (Tableau 7).

Les cyclodextrines par voie orale ont également été utilisées comme contrôle négatif

dans des études d’évaluation d’activité anti-fongique, probablement en raison de leur faible

absorption au niveau du tractus digestif [Kamberi et al., 2007].

IV.8.3 Applications ophtalmiques

L'utilisation des cyclodextrines en ophtalmologie est assez récente, notamment dans des

préparations ophtalmiques contenant des corticostéroïdes. Les collyres de dexaméthasone

contenant des cyclodextrines sont bien tolérés et présentent une meilleure biodisponibilité et

efficacité clinique que les formulations sans cyclodextrine. De plus, ces formulations

permettent une administration en une prise par jour et permettent de réduire l'irritation locale

liée à l'application du collyre [Loftsson & Stefansson, 2002].

Une étude réalisée sur la comparaison de solutions ophtalmiques de latanoprost (un

anti-glaucomateux), a démontré que la formulation contenant des cyclodextrines améliore

considérablement la stabilité du collyre sans pour autant affecter son efficacité ni modifier le

taux d'effets secondaires indésirables [Gonzalez et al., 2007]. Par ailleurs, il a été montré que
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l'hydroxypropyl-bêta-cyclodextrine augmente la solubilité et la perméabilité oculaire de la

puerarine, un agent bêta-bloquant [Wu et al., 2007].

IV.8.4 Applications intranasales

L’utilisation de cyclodextrines lors de l’administration de molécules par voie nasale

améliore la biodisponibilité de la molécule hôte au niveau local ou systémique.

Au niveau local, la présence d’hydroxypropyl-bêta-cyclodextrine dans une formulation

de comprimés muco-adhésifs de buspirone (un anxiolytique) augmente de 3,5 fois la

perméation de la molécule à travers la muqueuse nasale, sans entraîner de cytotoxicité [Khan

et al., 2008]. L'augmentation de la disponibilité au niveau nasal peut être attribuée à des

modifications de la perméabilité de la muqueuse nasale ou de la solubilité du médicament.

L’administration par voie intranasale d’une molécule thérapeutique permet également

d’atteindre le cerveau. Dans ce cas la combinaison aux cyclodextrines permet d’augmenter de

trois fois la quantité de médicament présent dans le cerveau, mais également de cibler la

région du cerveau à atteindre en fonction de la cyclodextrine utilisée, comme cela a été

démontré pour un traitement anti-obésité, le galanin-like peptide [Nonaka et al., 2008].

IV.8.5 Applications inhalées

Les cyclodextrines ne sont pas toujours utilisées pour augmenter la diffusion à travers

les membranes biologiques. L'administration des antibiotiques dans le poumon par voie

inhalée est une possibilité pour améliorer la prise en charge des infections pulmonaires. Mais

la molécule administrée par nébulisation doit présenter une hydrosolubilité suffisante et ne

+��������������������������)&�-��
�F�����
���������
�
����%����������
�
����%������&)�(��)�����

(����%�+��+�����
�
����%�����������)�)�+��+��)���+�������&������������������)�������/�������

la rifampicine grâce à la formation de complexes hydrosolubles. L'objectif a été atteint,

puisque la quantité de rifampicine présente dans le poumon est augmentée par la

complexation. De plus il a été montré que la diffusion de la rifampicine in vitro sur un modèle

d'épithélium alvéolaire constitué d'une monocouche de cellules Calu-3 n'est pas augmentée et

le transport paracellulaire et l'intégrité des jonctions serrées ne sont pas altérés. D'autre part,

la complexation n'altère pas l'activité antibactérienne de la rifampicine [Tewes et al., 2008].

Cependant, des résultats contradictoires ont été trouvés in vitro sur des cellules Calu-3

au cours d'une étude de toxicité et de perméabilité réalisée sur plusieurs cyclodextrines
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différentes. En effet, les auteurs concluent que les cyclodextrines peuvent passer dans la

circulation générale par absorption au niveau pulmonaire, grâce à une diffusion paracellulaire

à travers les alvéoles et les cellules Calu-3 bronchiques. L'étude de toxicité, réalisée sur l'alpha-

la bêta-, la gamma-, l'hydroxypropyl-alpha-, l'hydroxypropyl-bêta-cyclodextrine et la bêta-

cyclodextrine méthylée de façon aléatoire, conclut à la non toxicité de la gamma-cyclodextrine

et des hydroxypropyl-alpha- et bêta-cyclodextrines [Matilainen et al., 2008].

Par ailleurs, d'un point de vue galénique, une proportion adaptée de diméthyl-bêta-

cyclodextrine permet de diminuer la formation d'agrégats au cours de la préparation de

poudres de particules sèches d'hormone de croissance humaine pour administration par

aérosol et permet ainsi d'augmenter la biodisponibilité du principe actif lors d'une insufflation

trachéale. Un des mécanismes d'action serait la diminution de la concentration d'hormone

libre à l'interface air/eau, grâce à une inclusion partielle de l'hormone de croissance dans la

cyclodextrine [Jalalipour et al., 2008].

IV.8.6 Applications dermiques

La présence des cyclodextrines dans les préparations topiques a pour but soit une

augmentation de l'action locale de la molécule en augmentant sa solubilité ou sa stabilité, soit

une augmentation de l'action systémique de la molécule par l'intermédiaire de l'action

combinée de ces deux facteurs et de l'augmentation de la perméabilité membranaire par la

cyclodextrine [Rajewski & Stella, 1996].

La distribution systémique d’une molécule après son application cutanée peut reposer

sur l’utilisation de systèmes de délivrances transdermiques, aussi appelés patchs

transdermiques. La place des cyclodextrines est ici celle d’un excipient dont le rôle est

d’augmenter la pénétration de la barrière cutanée. Ainsi la présence de bêta-cyclodextrine

partiellement méthylée augmente de trois fois la quantité de bupranolol (un bêtabloquant)

délivrée à partir d'un dispositif transdermique et augmente ainsi l’efficacité in vivo de la

molécule [Babu et al., 2008]. Cette propriété de la bêta-cyclodextrine partiellement méthylée

peut s’expliquer par sa capacité à extraire les acides gras cutanés. Une autre étude révélant

l’augmentation de l’absorption percutanée de la métopimazine (un anti-émétique) en présence

d’hydroxypropyl-bêta-cyclodextrine ou de bêta-cyclodextrine partiellement méthylée a montré

la formation de complexes d’inclusion entre les cyclodextrines et le principe actif [Frederic et
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al., 2008]. Mais un pourcentage trop élevé de cyclodextrine peut entraîner une rupture du

stratum corneum, comme cela a été démontré in vitro chez le rat [Zi et al., 2008].

A l’inverse, les cyclodextrines sont également utilisées pour augmenter la fixation des

principes actifs sur la peau. La complexation du minoxidil, un principe actif destiné à contrer

la perte de cheveux, avec de la triamino alpha-cyclodextrine permet d’augmenter la quantité

de molécule restant sur la peau après rinçage, grâce aux interactions électrostatiques existantes

entre l’amino-cyclodextrine protonée et les charges négatives de la peau. L’augmentation de la

quantité de principe actif présent à la surface de la peau se traduit par une augmentation de

l’effet thérapeutique attendu (Figure 13) [Kim & Kim, 2007].

Figure 13. Amélioration in vivo de la pousse des cheveux par le minoxidil dans une

solution de triamino alpha-cyclodextrine

Cette application peut être utile en pharmacie mais aussi en cosmétique, notamment

pour améliorer la tenue des parfums [Numanoglu et al., 2007], ou pour augmenter l’effet

protecteur anti-UVA des écrans solaires, en diminuant leur pénétration dans la peau par

complexation à l’hydroxypropyl-bêta-cyclodextrine [Yang et al., 2008].

IV.8.7 Action anti-infectieuse propre

Les cyclodextrines peuvent également jouer un rôle en tant que principe actif, que ce

soit en virologie ou en bactériologie.

Ainsi, la 2-hydroxypropyl-bêta-cyclodextrine prévient in vitro l’infection de cellules cibles

par le VIH ou le SIV (Simian immunodeficiency virus), à des doses subtoxiques. Cette action

protectrice a été retrouvée in vivo après inoculation intravaginale du SIV chez des macaques :

l’application de cyclodextrines prévenait la transmission du virus par les muqueuses.

Toutefois une deuxième application de cyclodextrine ne protégeait plus l'animal au cours de
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la deuxième inoculation sans qu’une explication n'ait été avancée. L'activité anti-VIH de la 2-

hydroxypropyl-bêta-cyclodextrine s'explique par une déplétion du cholestérol de l'enveloppe

du virus, inactivant celui-ci, et par l'extraction des phospholipides et du cholestérol des

membranes cellulaires, gênant l'entrée du virus dans la cellule [Ambrose et al., 2008].

En bactériologie, des dérivées de la bêta-cyclodextrine peuvent bloquer, in vivo chez le

rat, la toxine létale de Bacillus anthracis, agent de l’anthrax, en bloquant le récepteur de la

toxine. Au cours de ces travaux, il a été démontré que les groupements greffés sur la bêta-

cyclodextrine (Figure 14) peuvent influencer l’activité protectrice de la cyclodextrine aussi

bien in vivo que in vitro [Moayeri et al., 2008].

Figure 14. Dérivés de la bêta-cyclodextrine testés pour bloquer la toxine létale de

Bacillus anthracis

IV.8.8 Formes commercialisées

Au 1er juin 2008, seize spécialités contenant, parmi leurs excipients, une cyclodextrine

native (alpha, bêta ou gamma) ou modifiée (hydroxypropyl- ou sulfobutyl-, ou

sulfobutylether-bêta-cyclodextrine) disposaient d'une autorisation de mise sur le marché en

France (Tableau 7).
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Ces médicaments sont destinés à être administrés par voie parentérale, orale,

ophtalmique ou dermique.

IV.9 CYCLODEXTRINES ET RIBAVIRINE

Les interactions physico-chimiques entre la ribavirine et les cyclodextrines ont été

caractérisées par différentes techniques : chromatographie liquide haute performance

(CLHP), résonance magnétique nucléaire, spectroscopie infrarouge et thermogravimétrie. Le

rapport st�chiométrique des complexes est d'une molécule de ribavirine pour une molécule

de cyclodextrine (rapport 1:1) et les constantes de stabilité sont de 1493, 2606 et 1179 M-1

pour les complexes de la ribavirine avec respectivement l’alpha-, la bêta- et la gamma-

cyclodextrine. Le complexe ribavirine/bêta-cyclodextrine est donc celui qui présente la

meilleure stabilité. La ribavirine n’est pas incluse à l’intérieur de la cavité des cyclodextrines,

mais la complexation de la ribavirine aux différentes cyclodextrines natives conduit plutôt à

un complexe intermoléculaire d'association [Grancher et al., 2005].

La cytotoxicité des cyclodextrines et des complexes ribavirine/cyclodextrine a été

évaluée sur des cellules de rein de singe (Cellules Vero), par un test MTT. La concentration

cytotoxique 50 (CC50) de l'alpha- et la bêta-cyclodextrine (8 mM et 6,8 mM respectivement)

est proche de celle de la ribavirine (6,8 mM) alors que la gamma-cyclodextrine est moins

toxique (CC50 > 8mM). La cytotoxicité des complexes ribavirine/cyclodextrine varie de 0,8 à

0,45 mM (bêta = 0,45 > alpha = 0,61 > gamma = 0,8) [Grancher et al., 2004].

L’évaluation de l’activité antivirale de la ribavirine au sein des complexes

ribavirine/alpha-cyclodextrine, ribavirine/bêta-cyclodextrine et ribavirine/gamma-

cyclodextrine a été réalisée in vitro sur cellules Vero contre deux souches différentes du virus

de la rougeole, la souche Edmonston et la souche CAM/RB. La complexation de la ribavirine

à l’alpha- ou la bêta-cyclodextrine entraîne, respectivement, une diminution de cinq et deux

fois de la concentration inhibitrice 50. La complexation à la gamma-cyclodextrine n’apporte

pas de modification [Grancher et al., 2004].

Une étude précédente portant sur le ganciclovir, un autre agent antiviral analogue

nucléosidique, avait démontré l’avantage de la complexation à la bêta-cyclodextrine [Nicolazzi

et al., 2001; Nicolazzi et al., 2002].
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Les cyclodextrines sont utilisées de manière générale dans deux grands buts : améliorer

la solubilité des molécules hydrophobes et faciliter l’absorption de la molécule hôte à travers

les différentes membranes physiologiques telles que la peau, les muqueuses orales, nasales ou

intestinales et la barrière hémato-encéphalique. Le comportement des cyclodextrines vis-à-vis

de la barrière hémato-encéphalique a été étudié sur un modèle in vitro, démontrant une

augmentation de la perméabilité par extraction de la phosphatidylcholine, de la

sphingomyéline et du cholestérol à partir de la membrane [Monnaert et al., 2004a]. Le

comportement des cyclodextrines vis-à-vis de la barrière hémato-encéphalique nécessite donc

d'être approfondi in vivo.
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V. LA BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE

Le SNC des vertébrés est protégé par une structure tissulaire particulière nommée

Barrière Hémato-Encéphalique. La BHE maintient l'homéostasie du SNC en le protégeant

des toxines neurologiques et des micro-organismes. D'un autre côté, la BHE peut empêcher

les agents thérapeutiques d'arriver en concentration suffisante dans le cerveau, gênant ainsi le

traitement des infections du SNC [Kuo & Su, 2007]. Il est ainsi plus aisé de comprendre les

difficultés qu'il y a à développer un nouveau médicament du SNC, considérant que 98% des

nouvelles molécules sont incapables de passer la BHE.

V.1 BIOLOGIE DE LA BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE

V.1.1 Anatomie

Le cerveau est un des organes les plus importants du corps humain, si ce n'est le plus

important et son homéostasie est primordiale. Des interfaces spécifiques, appelées également

barrières, régulent les échanges entre le sang circulant périphérique et le LCR. Ces barrières

sont représentées par l'épithélium du plexus choroïde (sang - LCR ventriculaire), l'épithélium

arachnoïdien (sang - LCR sous-arachnoïdien) et la BHE (sang - fluide interstitiel du cerveau).

La concentration et la clairance de molécules endogènes et exogènes, nécessaires à l'activité

normale du cerveau ou dangereuses par leur toxicité, sont strictement régulées par les

caractéristiques anatomiques et physiologiques de ces barrières. La présence de la BHE est

sans doute le point le plus critique pour l'accès des molécules au niveau du cerveau [Blasi et

al., 2007].

V.1.2 Vascularisation et cellules endothéliales

La micro-vascularisation du cerveau, en l'absence de la BHE, représenterait une

extraordinaire voie d'accès au cerveau, avec la possibilité de distribuer virtuellement des

molécules thérapeutiques à toutes les zones du cerveau. En effet, même si le volume occupé

par les capillaires et les cellules endothéliales représente respectivement 1% et 0,1% du

volume du cerveau, la micro-vascularisation du cerveau développe une surface totale

d'environ 20 m2 et une longueur totale d'environ 640 km. Cette importante vascularisation lui
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confère un réseau très complexe de capillaires avec une distance moyenne de 40 μm entre les

capillaires, ce qui signifie que chaque cellule du cerveau est placée virtuellement à une distance

de 20 μm d'un capillaire, créant un espace facilement perméable par simple diffusion en une

demi seconde (pour les petites molécules) [Blasi et al., 2007].

Malheureusement, les caractéristiques physiologiques de la micro-vascularisation du

cerveau réduisent énormément le nombre de molécules pouvant arriver au cerveau après une

administration systémique. Les capillaires cérébraux différent des capillaires périphériques car

ils ne présentent pas de fenestrae et possèdent un faible taux de vésicules de pinocytose et des

jonctions serrées particulières, connues sous le nom de zonula occludens. Les jonctions serrées

sont des structures qui forment un joint étroit et continu autour de chaque cellule

endothéliale et épithéliale. Leur rôle est la régulation stricte du mouvement des molécules au

niveau du passage intercellulaire. Les jonctions serrées endothéliales de la BHE présentent

des différences dans leur morphologie, leur composition et des caractéristiques complexes par

rapport aux épithéliums et endothéliums périphériques. Ces structures, avec les cellules

endothéliales du cerveau, forment une barrière quasi-imperméable pour les médicaments

administrés par la circulation périphérique (Figure 15) [Blasi et al., 2007].

V.1.3 Astrocytes et péricytes

Une contribution supplémentaire aux fonctions particulières de la BHE est apportée

par les structures accessoires périendothéliales représentées par les astrocytes, les péricytes et

la membrane basale. Les astrocytes, généralement classés en fibreux et protoplasmiques,

��+�)�����������
�&+������&�G����������&�����
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une morphologie en étoile et présentent souvent de nombreux prolongements longs qui

finissent dans la membrane basale de la BHE. Ces cellules ont une multitude de fonctions

importantes pour l'homéostasie du cerveau (maintien du niveau de K+, inactivation des

neurotransmetteurs, régulation et production de facteurs de croissance et de cytokines), dont

la majorité sont reliées à la production d'apolipoprotéine E. Les péricytes sont des cellules

sphériques possédant un noyau saillant et un grand nombre de lysosomes primaires et

secondaires dans le cytoplasme. Ils semblent impliqués dans la formation, la différenciation et

l'intégrité de la BHE [Blasi et al., 2007].
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Figure 15. Structure de la barrière hémato-encéphalique [Blasi et al., 2007]

V.2 PASSAGE DE LA BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE

V.2.1 Systèmes de transport

Il existe différentes voies pour le transport des molécules à travers la BHE. La diffusion

passive dépend de la lipophilie et de la masse moléculaire de la molécule : le transport des

composés hydrophiles par la voie paracellulaire est limité alors que les molécules lipophiles de

moins de 400-600 Da peuvent entrer librement dans le cerveau par la voie trans-cellulaire. A

côté des systèmes de transport par diffusion passive lipophilique ou par diffusion facilitée (ne

nécessitant pas d’énergie), des systèmes de transport actif (nécessitant de l’énergie) peuvent
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être divisés en trois classes (Figure 16) : la transcytose via un récepteur (a), par adsorption (b),

ou via un transporteur (c) [de Boer & Gaillard, 2007a].

Figure 16. Différentes voies de transport à travers la BHE [Pardridge, 2007]

Les systèmes de transport guidés par adsorption sont initiés par la fixation d'une

substance polycationique aux charges négatives de la membrane plasmique. Ce processus

n'implique pas de liaison spécifique à un récepteur membranaire. Après la fixation du

composé cationique à la membrane cellulaire, le phénomène d'endocytose se produit, suivi de

la formation d'endosomes. Toutefois le transport vésiculaire est activement régulé dans la

BHE pour protéger le cerveau des composés polycationiques non spécifiques. Par

conséquent, forcer les molécules à entrer dans le cerveau par transcytose guidée par

adsorption va à l'encontre des fonctions neuro-protectrices de la BHE [de Boer & Gaillard,

2007a].

Le transport de molécules par des transporteurs est utilisé pour délivrer des nutriments,

comme du glucose, des acides aminés ou des bases puriques, au cerveau. Il nécessite la

présence de ces systèmes de transport des deux côtés de la cellule. Ce mode de transport est
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sélectif du substrat et le taux de transport est dépendant du degré d'occupation des

transporteurs. Ainsi, seules les molécules qui miment parfaitement les substrats endogènes

des transporteurs sont prises en charge et transportées dans le cerveau [de Boer & Gaillard,

2007a].

A l’inverse, les systèmes de transport dirigés par des récepteurs permettent à des

molécules plus grosses, comme les peptides, les protéines ou les gènes à entrer

spécifiquement dans les cellules du cerveau après englobement dans une vésicule endosomale

et exocytose à partir de ces vésicules ou à partir du cytosol. (ex : récepteurs à insuline, à

transferrine ou à lipoprotéines de faible densité). En général, ces processus se déroulent en

trois étapes : endocytose du composé à partir de la face luminale (côté sang), déplacement

dans le cytoplasme endothélial et exocytose de la molécule sur la face abluminale (côté

cerveau) de l'endothélium capillaire cérébral [de Boer & Gaillard, 2007a].

En plus des nombreux mécanismes d’influx, plusieurs mécanismes d’efflux ont été

décrits dans la BHE. Le plus connu est la protéine P-gp. Cette protéine transmembranaire est

localisée dans la membrane apicale des cellules de l’endothélium capillaire du cerveau. Elle

possède une forte affinité pour un grand nombre de composants cationiques ou lipophiles et

ainsi limite le transport de nombreuses molécules dans le cerveau, notamment les molécules

cytotoxiques, antibactériennes, hormonales ou inhibitrices de la protéase du VIH. D’autres

mécanismes d’efflux (MDR, Multi drug resistance) ont également été décrits [de Boer &

Gaillard, 2007a].

V.2.2 Transport de molécules exogènes

En raison des jonctions serrées bloquant l'espace intercellulaire entre les cellules

endothéliales, les agents thérapeutiques doivent passer à travers la cellule ou être transportés

par l'un des mécanismes décrits.

En théorie, une molécule devrait posséder des caractéristiques physicochimiques

particulières pour franchir la BHE, comme une importante lipophilie et une masse

moléculaire inférieure à 500 Da. Cette règle est invalidée par la présence des systèmes

transporteurs dans différentes régions de la BHE, conférant à celle-ci ses propres
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caractéristiques de perméabilité dynamique, difficilement prédictives en considérant

uniquement la lipophilie et la masse des molécules [Blasi et al., 2007].

Les systèmes de diffusion des nutriments, facilités par les transporteurs, peuvent être

capables d'acheminer les drogues ou les pro-drogues dans le cerveau à des concentrations

thérapeutiques. L'utilisation du transport par les récepteurs pour accéder au cerveau est une

autre stratégie intéressante. Les récepteurs pour les grosses molécules endogènes (insuline,

transferrine, leptine, apolipoprotéine,..) hautement exprimés du côté luminal de la BHE, sont

responsables de leur transport dans le cerveau par transcytose. La liaison des drogues ou des

transporteurs de drogues (liposomes par exemple) à des ligands spécifiques (peptides) ou des

anticorps monoclonaux peptidomimétiques rend possible le transport du complexe dans le

cerveau en mimant une molécule endogène. Malheureusement, la présence de transporteurs

actifs d'efflux dans la BHE limite également l'efficacité thérapeutique des drogues

virtuellement capables d'accéder au cerveau [Blasi et al., 2007].

Ainsi, il a été prouvé, in vitro comme in vivo, que les P-gp de la BHE peuvent prévenir

l'accumulation de nombreuses molécules médicamenteuses (vincristine, anthracyclines,

taxanes, cyclosporine A, digoxine, dexaméthasone, etc) dans le cerveau. L'inhibition des P-gp

a été proposée comme une stratégie possible pour augmenter l'entrée des molécules dans le

cerveau. Certains des tensioactifs utilisés dans les formulations pharmaceutiques ont été

montrés comme inhibant la P-gp et certains d'entre eux sont actuellement en cours d'étude

pour le traitement de tumeurs multi-résistantes [Blasi et al., 2007].

V.2.3 Augmentation de la délivrance

V.2.3.1 Augmentation de la délivrance passive

Les grosses molécules ou les systèmes de diffusion de molécules (systèmes de transport

de la taille du nanomètre, incluant les polymères, les émulsions, les micelles, les liposomes et

les nanoparticules) peuvent atteindre le cerveau par diffusion passive comme les petites

molécules, mais leur distribution au niveau du cerveau est très faible. La diffusion peut être

augmentée lorsque la perméabilité des vaisseaux sanguins dans le tissu cible est modifiée par

une pathologie. L’accumulation de la molécule peut ainsi être observée dans les zones

périphériques du cerveau. Malheureusement, cette augmentation de la perméabilité vasculaire
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est insuffisamment efficace pour le traitement des pathologies humaines [de Boer & Gaillard,

2007b].

La diffusion des molécules dans le cerveau peut être augmentée selon différentes

techniques. L'une d'entre elles est la rupture de la barrière par contraction osmotique après

administration d'une solution hypertonique de mannitol dans la carotide. Lors de

l'administration de la molécule thérapeutique, une concentration plus élevée peut être atteinte

dans le cerveau ou dans le tissu tumoral. Toutefois, en raison de l'ouverture temporaire de la

BHE, les neurones peuvent être abîmés de façon définitive suite à l'entrée de composés

indésirables présents dans le sang. Cette procédure ne peut être appliquée que lorsque l'enjeu

est vital. Une approche moins agressive est l'administration intra-carotidienne d'alkyl glycérol

qui augmente principalement le transport des molécules par voie paracellulaire. Un autre

procédé est l'application de bradykinines car il a été démontré qu'elles augmentaient la

perméabilité de la BHE en ouvrant les jonctions serrées par un mécanisme récepteur-

dépendant [de Boer & Gaillard, 2007b].

V.2.3.2 Augmentation de la délivrance par des récepteurs

L'utilisation d'un système de transcytose induit par un récepteur permet la diffusion

spécifique et sélective à un site de l'organisme. L'avantage d'un ciblage actif est l'augmentation

de la quantité de molécules dans le tissu cible, permettant une meilleure réponse

pharmacologique et une diminution des effets secondaires systémiques. Le système de

transcytose le mieux caractérisé pour le ciblage des molécules dans le cerveau est le récepteur

à transferrine, une glycoprotéine transmembranaire. Le ciblage des molécules par le récepteur

à transferrine peut être réalisé via le ligand endogène, la transferrine, ou en utilisant un

anticorps anti-transferrine. Un autre système de transport bien caractérisé implique le

récepteur à insuline, mais son utilisation pour cibler des molécules au niveau du cerveau a été

moins décrite. Les récepteurs des lipoprotéines et le récepteur de la toxine diphtérique sont

également en cours d'étude. Le transport induit par un récepteur permet la diffusion

spécifique de la plupart des molécules actives, ou des vecteurs de molécules, comme les

liposomes, les systèmes polymères ou les nanoparticules dans le cerveau [de Boer & Gaillard,

2007b].
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V.3 EXPLORATION DE LA BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE

V.3.1 Limites des modèles in vitro

Bien que l'endothélium soit le site de la barrière physique, biochimique et métabolique

entre le sang et le cerveau, son phénotype spécialisé est dépendant des interactions entre

l'endothélium et le tissu environnant. Différents aspects des fonctions de la BHE sont

influencés par le contact avec les astrocytes, les péricytes, les neurones, ainsi que la matrice

extra-cellulaire. Ainsi, bien que le phénomène de la BHE soit dirigé principalement par

l'endothélium capillaire, les fonctions spécialisées sont induites et modulées par les

interactions avec les autres constituants du bloc neurovasculaire. En termes pratiques, ceci

indique une sévère limitation des modèles basés sur la culture cellulaire, notamment en

posant les questions de comment les processus des pathologies complexes influencent ou

sont influencés par la BHE. Tandis que les modèles de culture cellulaire continuent à servir

en tant qu'outils indispensables à la recherche sur la BHE, les études transversales sur la

physiopathologie de la BHE nécessitent des modèles animaux et des méthodes adaptées

[Hawkins & Egleton, 2008].

V.3.2 Méthodes fondées sur les animaux

Généralement, la mesure de la perméabilité de la BHE implique l'introduction d'un

traceur dans la circulation périphérique et la mesure de sa pénétration dans le cerveau. Un

marqueur idéal de la perméabilité devrait être trop polaire pour passer à travers les cellules

endothéliales de la membrane, non transporté activement par la BHE dans aucune des

directions, facilement mesurable en raison de ses propriétés radioactives, fluorescentes,

spectroscopiques ou paramagnétiques, et stable durant le temps de l'expérience [Hawkins &

Egleton, 2008].
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Le Tableau 8 résume les marqueurs de perméabilité les plus utilisés pour les études in

vivo. La plupart des techniques décrites ci-après ont été développées pour l'étude du transport

des molécules, mais peuvent être appliquées à l'étude de la physiopathologie de la BHE.

V.3.2.1 Injection intraveineuse

Le moyen le plus direct pour estimer les fonctions de la BHE est d'introduire un traceur

dans la vascularisation périphérique par injection intraveineuse suivi d'une évaluation

qualitative et quantitative de la perméation du traceur dans le cerveau. C'est l'approche la

moins invasive et qui permet la circulation du traceur dans des conditions physiologiques. En

raison des multiples passages à travers la microvascularisation, c'est un des moyens les plus

sensibles pour mesurer les fonctions de la BHE, notamment lorsque des traceurs radioactifs

sont utilisés [Hawkins & Egleton, 2008].

V.3.2.2 Index d'assimilation du cerveau

La méthode d'index d'assimilation du cerveau consiste à introduire un traceur

directement dans le sang cérébral (i.e. par l'artère carotide) et de l'empêcher de re-circuler

(ablation rapide, < 15 secondes, du cerveau) pour le soustraire au métabolisme périphérique.

Elle a été développée chez le rat [Oldendorf, 1970] mais son usage reste limité notamment en

raison du court temps d'exposition qui limite la sensibilité de la mesure pour les composés

relativement imperméables. Un autre désavantage de cette méthode est la difficulté à

contrôler les concentrations réelles du traceur dans le plasma en raison d'un mélange

inhomogène du bolus avec le sang et l'absence de contrôle du débit sanguin [Hawkins &

Egleton, 2008].

V.3.2.3 Perfusion in situ dans le cerveau

La technique de perfusion in situ dans le cerveau, développée par Takasato et al.

[Takasato et al., 1984] reprend les avantages d'une approche en passage unique sans les limites

de la méthode d'index d'assimilation du cerveau : le cerveau est perfusé avec un tampon

physiologique oxygéné contenant un traceur radio-marqué. La perfusion par la carotide va

permettre un contrôle expérimental du débit et de la composition de la perfusion. Des

variations de ce protocole ont été développées pour adapter cette technique du rat au cobaye
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et à la souris. Les limites de cette technique sont la capacité à réaliser le procédé chirurgical en

peu de temps (6-10 minutes chez le rat adulte) [Hawkins & Egleton, 2008].

Les fonctions de la BHE ont également été mesurées par microdialyse ou

autoradiographie quantitative. Ces deux techniques sont mieux adaptées à l'étude des

caractéristiques de la BHE, en particulier dans certaines régions du cerveau. Dans le cas de la

microdialyse, les mesures sont limitées par la proximité immédiate de la sonde, tandis que

l'autoradiographie quantitative, permettant une analyse globale de la perméation des traceurs,

est une technique très lourde [Hawkins & Egleton, 2008].

V.4 PATHOLOGIES DE LA BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE

V.4.1 Modification des jonctions serrées

V.4.1.1 Hypoxie et Ischémie

L’ischémie cérébrale conduit à une rupture du débit sanguin, augmentant la

perméabilité de la BHE. Elle est associée à une déplétion rapide en nutriments essentiels et en

oxygène. Il a été démontré que l’hypoxémie et la ré-oxygénation augmentent la perméabilité

de la BHE et sont associées à une détérioration des jonctions serrées. La rupture des

jonctions serrées est probablement impliquée dans la progression des lésions ischémiques du

cerveau [Persidsky et al., 2006].

V.4.1.2 Inflammation

Les conditions inflammatoires sont caractérisées par une rupture de la BHE et une

ouverture des jonctions serrées. Ainsi au cours de l'encéphalite à VIH, suite à l'infection des

macrophages, la microglie produit des cytokines, des chémokines, des espèces réactives de

l’oxygène, du glutamate et des métalloprotéinases qui peuvent altérer l’expression et les

fonctions des jonctions serrées. Les protéines virales secrétées par les cellules infectées

affectent également directement l’expression des jonctions serrées et leur fonction. De plus,

les interactions entre les macrophages cérébraux activés et les astrocytes amplifient la réponse

inflammatoire, conduisant à une altération de la BHE par des effets sur les cellules
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endothéliales de la microvascularisation du cerveau ou une augmentation de la migration des

monocytes [Avison et al., 2004].

Le relâchement des jonctions serrées de la BHE peut également être observé dans

d'autres états inflammatoires tels que la sclérose en plaque ou la maladie d’Alzheimer

[Persidsky et al., 2006].

V.4.1.3 Tumeurs cérébrales

Les tumeurs cérébrales peuvent altérer la BHE, augmentant la perméabilité vasculaire.

L’expression des jonctions serrées diminue ou est complètement perdue au cours des

tumeurs cérébrales primaires ou métastatiques. Les cytokines et les facteurs de croissance,

sécrétés par la tumeur, sont impliqués dans les mécanismes de régulation des jonctions

serrées [Persidsky et al., 2006].

V.4.2 Altération des systèmes de transport

Un certain nombre de désordres neurologiques sont associés à une expression altérée

des transporteurs qui peuvent jouer un rôle dans leur pathogenèse. Il a été démontré que

�,�%+�������� ��� 7��+� ���� �������&���� 
���)�)�� ��� �)+I�� ��� +���)���� ���&���J��� ����� ���

maladie d’Alzheimer. La sur-expression des transporteurs dans la BHE a été décrite au cours

de l’épilepsie mais il n’a pas été clairement démontré si cela résulte de l’exposition aux

médicaments, substrats de P-gp, ou si cela fait partie des mécanismes pathogéniques de

l’épilepsie. L’activité de P-gp est également augmentée dans l’endothélium capillaire cérébral

après une ischémie cérébrale localisée, et diminuée au cours de la maladie de Parkinson

[Persidsky et al., 2006].

Au cours des stades infectieux, il a été démontré que l’expression et l’activité

fonctionnelle de P-gp et des protéines associées à la résistance aux médicaments (MDR-

associated proteins) sont augmentées dans les cellules endothéliales du cerveau de souris traitées

avec la protéine Tat du VIH-1, alors que l’expression de P-gp est diminuée dans les cellules

de l’endothélium microvasculaire du tissu cérébral d’un patient atteint d’encéphalite à VIH-1,

indiquant que la combinaison de la réponse inflammatoire et de l’infection virale peuvent

conduire à des dysfonctions de la BHE [Persidsky et al., 2006].
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V.4.3 Migration des leucocytes

Une migration sous contrôle des leucocytes est un élément physiologique clé de la

surveillance immunitaire, de l’autorégulation de l’inflammation aiguë et de la reconnaissance

des antigènes. Une migration transendothéliale non régulée des leucocytes et leur

accumulation tissulaire sont un signe du processus inflammatoire pathologique chronique

(encéphalite, sclérose en plaque). La dégradation de la BHE au cours de l’inflammation du

SNC semble découler de la rupture des jonctions serrées entre les cellules endothéliales de la

microvascularisation cérébrale suivie de la formation d’une voie paracellulaire qui facilite

l’entrée des leucocytes dans le parenchyme cérébral [Persidsky et al., 2006].

V.5 BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE ET RIBAVIRINE

Peu d'études ont été réalisées pour étudier le passage de la ribavirine à travers la BHE

(sept références PubMed pour Blood brain barrier/Ribavirin).

Dès 1981, il a été montré chez le singe et le rat que le cerveau prélevait peu la ribavirine

à partir du compartiment sanguin [Ferrara et al., 1981]. Le passage de la ribavirine dans le

LCR a été décrit dès 1986 [Crumpacker et al., 1986], mais peu de travaux ont été réalisés

ensuite. En revanche, l'administration par aérosol permet d'atteindre des concentrations de

ribavirine plus élevées, et la clairance de la molécule au niveau du tissu cérébral est assez lente

[Gilbert & Wyde, 1988].

En 2001, un article rapporte le cas de deux patients atteints de PESS chez lesquels un

traitement intraveineux de ribavirine à fortes doses (30 mg/kg, 3 fois/jour) a permis

d'atteindre des concentrations efficaces dans le LCR. Ce traitement était associé à des

injections intrathécales d'interféron [Hosoya et al., 2001].

D'autres travaux traitent de la tiazofurine, un analogue nucléosidique de structure

similaire à la ribavirine, qui semble transportée par un mécanisme actif à travers la BHE

[Redzic et al., 1996; Redzic et al., 1995].

V.6 BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE ET CYCLODEXTRINES

Les interactions entre les cyclodextrines alpha, bêta et gamma- natives ou modifiées ont

été étudiées sur un modèle in vitro de barrière hémato-encéphalique. Globalement, les

cyclodextrines alpha natives sont plus toxiques que les modifiées alors que les modifications
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affectent peu la toxicité de la bêta-cyclodextrine. Cette toxicité est liée à une ouverture des

jonctions serrées et à un efflux de lipides. A concentration non toxique, les cyclodextrines

traversent peu la BHE et les modifications chimiques affectent de façon contradictoire le

passage des cyclodextrines à travers la BHE [Monnaert et al., 2004b].

La BHE se comporte comme une barrière en raison de la présence de jonctions serrées

et comme un transporteur en raison de la présence de pompe d'efflux ATP-dépendante, la P-

gp. L'augmentation du passage de la doxorubicine à travers un modèle in vitro de BHE en

présence de bêta-cyclodextrines modifiées (rame-bêta-cyclodextrine et crysme-bêta-

cyclodextrine), sous forme non complexée peut s'expliquer par deux mécanismes : une

interaction entre les cyclodextrines et la BHE entraînant une fragilisation de la BHE sans

perte de l'intégrité ou une modulation de l'activité de la P-gp. Les auteurs ont démontré que

les bêta-cyclodextrines modifiées pouvaient augmenter spécifiquement le transport des

substrats de la P-gp. Finalement ces deux mécanismes sont reliés, puisque l'extraction de

cholestérol modifie la composition lipidique de la membrane, et donc la localisation de la P-

gp, il en résulte une perte d'activité de la P-gp [Tilloy et al., 2006].

A notre connaissance il n’existe pas de travaux décrivant in vivo l’impact des

cyclodextrines sur la BHE ni l’intérêt de leur utilisation dans des formulations

pharmaceutiques visant à traiter des pathologies du SNC.

Par leurs propriétés d’extraction du cholestérol, les cyclodextrines vont également jouer

un rôle indirect dans des études visant à étudier la structure de la BHE et l’influence du

cholestérol dans les fonctions de la BHE [Huang et al., 2007].

La barrière hémato-encéphalique protége le cerveau des agents infectieux présents dans

l’organisme, mais également des molécules thérapeutiques. Cette barrière physiologique

s’oppose ainsi au traitement de nombreuses pathologies infectieuses ou cancéreuses du

système nerveux central. La recherche pharmaceutique doit donc favoriser le développement

de nouvelles molécules capables d’être transportées à travers la barrière hémato-encéphalique,

mais également améliorer la diffusion jusqu'au cerveau des nombreuses molécules efficaces.
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VI. MATERIEL

VI.1 MATERIEL UTILISE POUR LES ETUDES D'ACTIVITE ANTIVIRALE

IN VIVO

VI.1.1 Réactifs et consommables

VI.1.1.1 Traitement et inoculation des souris

� Ribavirine (MP Biomedicals).

� Alpha-cyclodextrine et bêta-cyclodextrine (Wacker-Chemie GmbH).

� Eau pour préparation injectable, EPPI, (Aguettant).

� Kétamine.

� Atropine.

� Xylazine, Rompun® (Bayer).

� Trizol® (Invitrogen).

� Seringue à insuline U-100 Insulin, 0,33 x 12,7 m (Becton Dickinson).

� Aiguilles 25G, 0,5 x 16 mm (Becton Dickinson).

VI.1.1.2 Techniques de biologie moléculaire

� SYBR Green PCR master Mix (Applied Biosystem).

� TaqMan PCR universal master mix (Applied Biosystem).

� RNAse out (Invitrogen).

� MultiScribe� Reverse Transcriptase (Applied Biosystem).

Les séquences des amorces et des sondes utilisées pour les techniques de biologie

moléculaire sont présentées dans le Tableau 9.
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Tableau 9. Séquences des amorces et des sondes utilisées dans les techniques de

biologie moléculaire

Nom Séquence nucléotidique Position
Tm
(°C)

% de
GC

RT-PCR dans le gène N du virus de la rougeole en méthode SYBR Green

Jw1
(sens) 5’CAGGACAGTCGAAGGAGGTCAGCT3’ 1563 à 1583 58,3 54,1

Rv
(antisens) 5’GGGTGTCCGTGTCTGAGCCTTG3’ 1650 à 1629 61,9 63,6

RT-PCR du gène N du virus de la rougeole en méthode TaqMan

N1
(sens) 5'TCA GTA GAG CGG TTG GAC CC 3' 1324 à 1343 52 60

N1
(antisens) 5'GGC CCG GTT TCT CTG TAG 1474 à 1455 52 60

Sonde N1 5' (6-FAM) CAA ACA GAG TCG AGG AGA
AGC CAG GGA (Tamra)3' 1427 à 1453 65 55,5

RT-PCR du gène de la GAPDH murine

GAPDH
(sens) 5'CGT GGT TCA CAC CCA TCA CAA A3' / 54 /

GAPDH
(antisens) 5'AAT TCA ACG GCA CAG TCA AGG C3' / 54 /

VI.1.2 Souris

Souris CBA/ca consanguines sevrées, âgées de trois à quatre semaines (poids de 10 g à

15 g) de B&K Universal.

VI.1.3 Souches de virus

Un pool de travail de virus a été préparé à partir d’un homogénat de cerveaux de

souriceaux âgés de cinq mois inoculés avec la souche neurovirulente CAM/RB [Neighbour et

al., 1978] du virus de la rougeole. Ce même pool a été utilisé pour toutes les expériences de
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biologie et de pharmacocinétique. Le pool viral a été initialement titré à 7,40 log10 Eq.

UFP/ml par la méthode des dilutions limites [Wyshak & Detre, 1972], puis titré

régulièrement.

VI.1.4 Appareillages de biologie moléculaire

Les RT-PCR du gène N du virus de la rougeole et du gène de la GAPDH murine ont

été réalisées sur un l'appareil ABI Prism 7000 (Applied Biosystem) qui se compose d'un

thermocycleur disposant d'un système optique d'excitation et de détection de la fluorescence

et d'un logiciel d'exploitation des résultats.

VI.2 MATERIEL UTILISE POUR LES ETUDES PHARMACOCINETIQUES

VI.2.1 Réactifs et consommables

� Ribavirine (MP Biomedicals).

� Alpha-cyclodextrine (Wacker-Chemie GmbH).

� 3-méthylcytidine méthosulfate (Sigma)

� Acétonitrile (Carlo Erba Reagenti).

� Acide formique (Carlo Erba Reagenti).

� Acétate d’ammonium [CH3COONH4] (Merck).

� Phosphate d’ammonium monobasique [NH4H2PO4] (Sigma).

� Ammoniaque (Carlo Erba Reagenti).

� Cartouches Bond Elute PBA (Varian).

� Colonne C18 en phase inverse TSKgel ODS-120T, 250� 4,6 mm (Tosoh Bioscience).

Tous les réactifs étaient de qualité CLHP et les solutions ont été préparées dans de l’eau

de qualité CLHP.



98

VI.2.2 Appareillages

VI.2.2.1 Chromatographie Liquide Haute performance

Le système de CLHP était constitué d'un dégazeur à vide SCM1000 (Thermo-

finningan) et d'une pompe à gradient SpectraSystem P1000XR (Thermo-finningan) munie

d'une boucle d'injection de 20 μl. La colonne utilisée était thermostatée à 25°C à l'aide d'un

contrôleur de température 560-CIL (Cluzeau Info Labo). Les effluents sont analysés avec un

spectrophotomètre à double faisceau Spectrasystem UV1000, à longueur d'onde variable.

L'acquisition des données est réalisée à partir du logiciel Azur version 4.6 (Datalys).

VI.2.2.2 Extraction en phase solide

Les cartouches Bond Elute PBA sont fixées sur un Buchner par l'intermédiaire d'un

bouchon percé en caoutchouc (Figure 17). L'aspiration est réalisée à l'aide d'une pompe à

palettes Varian DS 102.

Pompe

Cartouche d'extraction
en phase solide

Aiguille

Buchner

Tube à essai en verre

Bouchon en caoutchouc

Manomètre

PompePompe

Cartouche d'extraction
en phase solide

Aiguille

Buchner

Tube à essai en verre

Bouchon en caoutchouc

Manomètre

Figure 17. Montage des appareillages et verreries lors de l'extraction en phase

solide
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VI.2.2.3 Lyophilisateur

� Lyophilisateur de laboratoire, Cryodos Telstar (Terrassa), associé à une pompe à palettes

Varian DS 102.

Les échantillons, congelés manuellement dans de l'azote liquide, sont branchés sur l'une

des huit valves du lyophilisateur lorsque la pression est à 0,300 mBar et que la température

interne est descendue à -80°C.

VII. METHODES

VII.1 ETUDE IN VIVO DE L'ACTIVITE ANTIVIRALE DES COMPLEXES

VII.1.1 Préparation des complexes

Les solutions de ribavirine et de cyclodextrine ont été préparées par dissolution dans de

l’eau pour préparation injectable et stérilisées par filtration à travers un filtre millipore de

0,22 μm. Les complexes ribavirine/alpha-cyclodextrine et ribavirine/bêta-cyclodextrine ont

été préparés au rapport molaire 1:3 et 1:1, respectivement, dans de l’eau pour préparation

injectable selon les conditions précédemment décrites par Higucchi et Connors [Higuchi &

Connors, 1965], c’est-à-dire sous agitation pendant 24h à température ambiante. Chaque

complexe est exprimé en fonction de la quantité de ribavirine complexée.

VII.1.2 Entretien des animaux

Les souris CBA/ca, males et femelles, sont élevées dans des cages en plastique sous

lumière naturelle dans une atmosphère à la température et à l’humidité contrôlées (19°C et

44 à 45% d’humidité). La nourriture et la boisson sont fournies à volonté. Les souris infectées

et saines sont hébergées dans des pièces différentes.

VII.1.3 Inoculation

Les souris CBA/ca ont été anesthésiées par injection intrapéritonéale de 50 μl d’une

solution contenant 6,25 mg/ml de kétamine, 6,25 mg/ml de xylazine et 0,25 mg/ml

d’atropine.
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L’inoculation intracrânienne est réalisée dans la fontanelle droite de la souris avec une

seringue à insuline et une aiguille de 0,33×12,7 mm. Un joint de seringue enfilé sur l’aiguille

sert de butoir et permet une injection standardisée à une profondeur de 5 mm. Chaque souris

est inoculée avec 1000 UFP de la souche CAM/RB du virus de la rougeole, soit 30 μl d’une

solution du pool de virus initial, dilué dans du PBS en fonction du résultat du titrage viral.

VII.1.4 Traitement

Les souris sont pesées et traitées quotidiennement par injection intrapéritonéale d’une

solution de ribavirine (40 mg/kg) libre ou complexée à l’alpha- ou la bêta-cyclodextrine ou

d’eau pour préparation injectable (10 μl/kg).

VII.1.5 Détermination de la dose létale 50 de la ribavirine, de

l’alpha- et la bêta-cyclodextrine et des complexes ribavirine/alpha-

cyclodextrine et ribavirine/bêta-cyclodextrine

La dose létale 50 (DL50) de la ribavirine libre ou complexée à l’alpha- ou la bêta-

cyclodextrine et des cyclodextrines alpha et bêta seules a été déterminée en utilisant des

groupes de 5 à 7 souris CBA/ca âgées de 3 à 4 semaines. Chaque animal reçoit une dose

unique de l’un des traitements. Les doses testées vont de 20 à 480 mg/kg pour la ribavirine

libre, 486 à 2916 mg/kg et 250 à 750 mg/kg pour l’alpha- et la bêta-cyclodextrine

respectivement et de 30 à 80 mg/kg et 10 à 150 mg/kg pour les complexes ribavirine/alpha-

cyclodextrine et ribavirine/bêta-cyclodextrine respectivement.

VII.1.6 Détermination de la charge virale

VII.1.6.1 Extraction de l’ARN

La souris est euthanasiée par dislocation cervicale. Le cerveau est prélevé puis pesé. Il

est homogénéisé dans 2 ml de TRizol® par passages répétés à travers une aiguille 25G.

L'homogénat obtenu est laissé en contact 5 minutes à température ambiante. Il est ensuite

additionné de 0,4 ml de chloroforme. Après 15 secondes d'agitation vigoureuse puis 3

minutes d’attente à température ambiante, le mélange est centrifugé à 12 000 g, 15 minutes à

4°C. Après la centrifugation, la phase aqueuse est transférée dans un nouveau tube dans
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lequel 0,5 ml d'isopropanol est ajouté. L'échantillon est incubé 10 minutes à température

ambiante puis centrifugé à 12000 g, 10 minutes à 4°C. Le culot d'ARN est lavé dans 1 ml

d'éthanol à 70% v/v à 4°C. Apres agitation, l'échantillon est centrifugé à 7500 g, 5 minutes à

4°C. Le culot d'ARN est séché à l’air libre 5 minutes puis dissout par incubation 10 minutes à

56°C dans un volume final de 200 μl d'eau distillée sans RNase. La pureté et la concentration

de l'ARN total sont estimées par spectrophotométrie UV. La concentration est ajustée à

50 ng/μl, sachant qu'une unité d'absorbance à 260 nm (1 cm de trajet optique) correspond à

40 μg/mL d'ARN. La qualité de l'ARN est vérifiée par un gel d'électrophorèse conventionnel.

VII.1.6.2 Quantification du génome du gène N du virus de la rougeole

La charge virale dans le cerveau des souris a tout d'abord été quantifiée par RT-PCR

quantitative en méthode SYBR Green, comme cela avait été réalisé au cours des études

préliminaires [Grancher, 2005]. Puis, afin d'améliorer la sensibilité, les échantillons ont été re-

quantifiés par RT-PCR quantitative en méthode TaqMan. Seuls les résultats obtenus par

Méthode TaqMan sont présentés.

Le gène de la nucléoprotéine du virus de la rougeole a été détecté par RT-PCR

quantitative TaqMan en deux étapes selon la méthode décrite par Uhlmann [Uhlmann et al.,

2002]. La production de l'ADN complémentaire du brin négatif a été réalisée à 48°C pendant

30 minutes à partir de 10 μl d'ARN, ajoutés à 50 U de reverse transcriptase, 40 U d'inhibiteur

de RNAse et 0,8 μM d'amorce antisens dans un volume réactionnel total de 25 μl contenant

50 mM de Tris HCl (pH 8,3), 75 mM de KCl, 3 mM de MgCl2, 10 mM de DTT et 0,6 mM

de dNTPs.

L'amplification de l'ADN complémentaire du gène N par PCR a été réalisée à l'aide du

Master MIX TAQ 2X à partir de 10 μl du produit de la reverse transcription, en présence de

0,2 μM d'amorces sens et antisens et de 0,1 μM de la sonde TaqMan. Les conditions

expérimentales étaient 95°C pendant 10 min pour l'activation, 40 cycles de 15 secondes à

95°C et 1 minute à 60°C sur l'automate ABI Prism 7000. La quantification a été réalisée à

l'aide de la gamme standard d'ADNc du gène N. Les données ont été analysées à partir du

logiciel ABI Prism® 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems).

Préparation de la gamme standard : le cDNA obtenu après amplification du gène N de

la souche CAM/RB du virus de la rougeole par RT-PCR a été cloné dans le vecteur PCR® 4-

TOPO® à l’aide du kit TOPO TA Cloning® Kit for sequencing (Invitrogen) en suivant les
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instructions du fournisseur, puis le plasmide a été linéarisé, purifié et transcrit en ARN. Le

cDNA obtenu ensuite par transcriptase inverse (selon le protocole précédemment décrit) a

été quantifié puis dilué en cascade afin de préparer la gamme de quantification.

VII.1.6.3 Quantification du gène de "ménage" comme standard

interne

Les ARNm de la glyceraldehyde-3-phosphate déhydrogenase (GAPDH) murine ont été

recherchées par RT-PCR dans tous les échantillons d’ARN extraits des cerveaux de souris. La

transcription inverse a été réalisée à 37°C pendant 60 minutes puis 98°C pendant 10 minutes

à partir de 10 μl d’ARN total et dans un volume réactionnel de 25 μl. Le mélange réactionnel

utilisé est le même que celui de la transcriptase inverse pour le gène N du virus de la rougeole

avec l’amorce antisens spécifique.

L’ADNc obtenu a été amplifié à l’aide du PCR SYBR Green Master Mix 2X (Applied

Biosystems), contenant 0,2 μM d’amorces sens et antisens. Dix microlitres d’ADNc sont

amplifiés par PCR dans un volume réactionnel total de 50 μl au cours de la PCR réalisée sur

l’automate ABI Prism 7000 (Applied Biosystems), selon les conditions précédemment

décrites.

VII.1.7 Protocole d’évaluation de l’activité antivirale

Les souris sont traitées à partir du jour J-1, avant l’inoculation du virus de la rougeole,

avec de l’eau (comme témoin négatif), de la ribavirine (40 mg/kg), le complexe

ribavirine/alpha-cyclodextrine (1 :3) ou le complexe ribavirine/bêta-cyclodextrine (1 :1) à

40 mg/kg de ribavirine chacun. Le traitement a été réalisé de façon quotidienne jusqu’à la fin

de l’expérience.

L’évolution de l’infection a été suivie en quantifiant la charge virale dans le cerveau des

souris du jour J2 au jour J6 suivant l’inoculation. Trois souris au minimum ont été utilisées

pour chaque traitement et chaque jour.

L’impact du traitement sur la morbidité et la mortalité a été évalué par enregistrement

des pesées quotidiennes des animaux et leur durée de survie. Quinze souris par groupe ont

été utilisées pour ces études.
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VII.2 ETUDE PHARMACOCINETIQUE DU COMPLEXE

VII.2.1 Préparation de l’échantillon pour l’extraction en phase solide

Le cerveau est prélevé chez l’animal euthanasié par dislocation cérébrale. Il est broyé

mécaniquement par passage au travers d’une aiguille 25G, dans 1 ml d’eau pour préparation

injectable. Vingt cinq microlitres d’une solution de 3-méthylcytidine méthosulfate à 100 ng/μl

sont ajoutés à l’échantillon en tant que standard interne au broyat de cerveau. L’homogénat

obtenu est ensuite centrifugé 3 minutes à 20 000 g, dans une centrifugeuse réfrigérée à +4°C.

La totalité du surnageant obtenu est prélevée et neutralisée par 3 ml d’une solution d’acétate

d’ammonium [250 mM], à pH = 8,5.

VII.2.2 Extraction en phase solide

La ribavirine est extraite à partir des broyats de cerveau à l’aide d’une technique

d’extraction en phase solide au cours de laquelle la molécule à purifier est fixée de façon

spécifique sur une cartouche puis éluée après élimination des contaminants.

La cartouche d’extraction en phase solide “Bond Elute PBA” est prétraitée avec 1 ml

d’acide formique à 100 mM puis avec 5 ml d’acétate d’ammonium [250 mM], (pH 8,5).

L’échantillon broyé, centrifugé et neutralisé est déposé sur la cartouche prétraitée et passe à

travers la cartouche sous l’effet d’une aspiration sous vide contrôlé, l’éluât s’écoulant au

goutte à goutte. Le passage de l’échantillon et la fixation de la ribavirine et du standard interne

sont suivis d’une étape d’aspiration sous vide (ouverture du manomètre au maximum,

P = 250 mBar) de 5 minutes (Figure 18).
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Figure 18. Extraction de la ribavirine à partir de broyat de cerveaux : fixation sur la

cartouche et élution des composés indésirables

La ribavirine et le standard interne sont élués par passage de 2 fois 1 ml d’acide

formique [100mM] sous dépression contrôlée (au goutte à goutte). L’éluât est récupéré dans

un tube en verre de 5 ml. Chaque passage de 1 ml d’acide formique est suivi d’une aspiration

sous vide forcé (manomètre ouvert au maximum, P = 250mBar) de 5 minutes chacune.

L’échantillon ainsi obtenu est lyophilisé après congélation dans de l’azote liquide, jusqu’à

évaporation complète du véhicule (Figure 19). Le lyophilisat est conservé sec à +4°C jusqu’à

reconstitution et injection immédiate pour dosage en CLHP.
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Figure 19. Extraction de la ribavirine à partir de broyats de cerveaux : élution de la

ribavirine fixée sur la cartouche et lyophilisation de l’éluât

VII.2.3 Chromatographie liquide haute performance

La phase mobile est constituée d’une solution aqueuse de phosphate d’ammonium

(0,087 M, pH 6,5). Le débit est réglé à 1 ml/min.

Vingt microlitres de l’échantillon à analyser, reconstitués dans une solution de phase

mobile, sont injectés sur la colonne après rinçage de la seringue et de la boucle d’injection

avec 60 μl de l’échantillon.
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VII.2.4 Réalisation d’une gamme de quantification ex vivo

La gamme de quantification ex vivo a été réalisée à partir de la solution mère de

ribavirine à 40 mM. Les échantillons de référence, contenant 2, 4, 8, 12, 18, 24, 30 nmol de

ribavirine par cerveau, ont été préparés par broyage d’un cerveau de souris non traitée dans

1 ml de solution diluée de ribavirine. La ribavirine a été extraite après ajout de standard

interne et traitement de l’échantillon par extraction en phase solide selon le protocole

précédemment décrit. Après dosage de la ribavirine par CLHP, la courbe de calibration a été

réalisée en associant le rapport de l’aire sous la courbe du pic de ribavirine rapporté à l’aire

sous la courbe du pic de standard interne, à la quantité de ribavirine ajoutée dans le cerveau.

VII.2.5 Détermination de la pharmacocinétique de la ribavirine dans

le cerveau

Les techniques de maintien des animaux, de traitement par la ribavirine libre ou

complexée et d’inoculation intracérébrale du virus de la rougeole sont celles utilisées pour la

détermination de l’activité antivirale du complexe et décrites précédemment (§ VII.1).

VII.2.5.1 Administration d’une dose unique chez la souris saine

La souris est traitée soit par une dose unique de ribavirine à 40, 100 ou 200 mg/kg de

ribavirine libre, soit par une dose unique du complexe ribavirine/alpha-cyclodextrine à 40 ou

100 mg/kg en ribavirine. La ribavirine est recherchée dans le cerveau à t=30 minutes, 1h, 2h,

3h, 6h, 12h, 24h ou 48h après l’injection.

VII.2.5.2 Administration d’une dose unique chez la souris infectée

Au jour J3 après l’inoculation intracérébrale du virus de la rougeole, la souris est traitée

par une dose unique de ribavirine libre ou complexée à 40 mg/kg. La ribavirine est

recherchée dans le cerveau à t=30 minutes, 1, 2, 3, 4, 5, 6, ou 24 h après l’injection.
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VII.2.5.3 Administration de doses cumulées chez la souris infectée

La souris est traitée quotidiennement par 40 mg/kg de ribavirine libre ou complexée, à

partir du jour J-1 et inoculée par voie intracérébrale par le virus de la rougeole au jour J0. La

ribavirine est recherchée dans le cerveau au jour J6, à t=3 et 5 h après la dernière injection.

Chaque point est réalisé au minimum sur trois souris.
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VIII. ACTIVITE ANTIVIRALE IN VIVO

VIII.1 DEMARCHE EXPERIMENTALE

La mise au point du modèle animal, initiée par le docteur N. Grancher [Grancher,

2005], reposait sur l’utilisation de souris CBA/ca sensibles au virus de la rougeole et d’une

souche neurovirulente du virus (CAM/RB). La répétabilité du modèle animal a été optimisée

en utilisant des souris consanguines, âgées de trois à quatre semaines. Cet âge assure la

sensibilité à l’inoculation virale qui diminue chez la souris adulte, et permet d’utiliser des

souriceaux sevrés, éliminant ainsi le risque de cannibalisme par les mères des souriceaux. Des

études de détermination de la DL50 du virus de la rougeole et des molécules utilisées, seules

ou complexées, ont précédé l’étude de l’activité antivirale in vivo. Le développement de

l’infection a été contrôlé par des méthodes immunohistochimiques.

L’inoculation intracérébrale a été validée en calibrant la longueur de l’aiguille utilisée à

l’aide d’un joint de seringue à insuline enfilé sur l’aiguille, limitant ainsi la profondeur de

pénétration de l’aiguille dans le cerveau de l’animal.

Le pré-traitement de l’animal, un jour avant l’inoculation intracérébrale, permet

d’optimiser l’efficacité antivirale du composé testé et de se replacer dans le contexte

d’encéphalite rougeoleuse qui est une complication secondaire de l’infection primaire par le

virus de la rougeole.

VIII.2 PROBLEMES RENCONTRES

En dépit de la production de souriceaux à l’animalerie du laboratoire, la disponibilité

d’animaux pour les expériences pose de nombreux problèmes techniques. La réalisation au

cours d’une même série d’expériences sur plusieurs points avec différents traitements

nécessite d’avoir un nombre suffisant de souriceaux, du même âge, en même temps.

L’utilisation de souris CBA/ca consanguines n’élimine pas tous les problèmes de

reproductibilité. En effet, le taux d’infection par le virus, sa cinétique d’évolution et

l’apparition des signes cliniques chez l’animal sont influencés par le poids de la souris au

moment de l’expérience, donc indirectement par le nombre de souriceaux présents dans la

portée et l’âge de la femelle gestante. Tous ces paramètres sont difficilement contrôlables.
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Cette variabilité a entraîné la nécessité d’un grand nombre de répétitions des expériences pour

arriver à un résultat statistiquement interprétable.

VIII.3 RESUME DE L'ARTICLE

VIII.3.1 Complexe ribavirine/alpha-cyclodextrine

La ribavirine est un analogue de la guanosine présentant in vitro une activité antivirale à

large spectre contre de nombreux virus à ADN ou à ARN. Elle est notamment efficace sur le

virus de la rougeole, mais peu utilisée au cours des complications cliniques neurologiques

secondaires à l’infection par ce virus en raison de sa faible biodisponibilité. En effet,

l'administration de ribavirine par voie intrapéritonéale, sous-cutanée ou intramusculaire est

inefficace pour traiter des souris inoculées par voie intracérébrale, suggérant une incapacité de

la ribavirine à traverser la BHE [Bussereau et al., 1988; Sidwell et al., 1973]. Puisque les

cyclodextrines sont capables d'améliorer la perméabilité d’une monocouche de cellules caco-2

[Hovgaard & Brondsted, 1995] et que ce modèle cellulaire de membrane permet de prédire la

perméabilité de molécules à travers la BHE [Lohmann et al., 2002], nous avons étudié ces

vecteurs pour améliorer la biodisponibilité de la ribavirine au niveau cérébral.

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques possédant une cavité

hydrophobe. La réalité des complexes ribavirine/cyclodextrine a été démontrée par des

études de physicochimie. Il a également été prouvé que l’activité antivirale, dirigée contre le

virus de la rougeole, de la ribavirine au sein du complexe ribavirine/cyclodextrine est

augmentée in vitro. Dans le but d'évaluer le bénéfice de cette complexation in vivo, nous avons

développé un modèle d'encéphalite avec une souche neuroadaptée du virus de la rougeole

(CAM/RB) chez la souris CBA/ca âgée de trois à quatre semaines (DL50 évaluée à

212,7 UFP). Les souris sont traitées soit avec de la ribavirine seule, soit avec le complexe

ribavirine/alpha-cyclodextrine au rapport molaire 1:3. Les doses létales 50 de chaque

molécule et du complexe ont été déterminées chez la souris saine. La DL50 calculée pour

l'alpha-cyclodextrine (850 mg/kg) est proche de celles décrites chez la souris (842–1070

mg/kg) ou chez le rat (788 mg/kg) [Frank et al., 1976; Uekama & Otagiri, 1987].

Pour la détermination de l'activité antivirale, le traitement a été administré par voie

intrapéritonéale quotidiennement (de J-1 à J6) à raison de 40 mg/kg de ribavirine. Les souris

sont inoculées par voie intracrânienne avec 1000 UFP de souche neurovirulente CAM/RB au

jour J0. La cinétique de l’infection et l’établissement de l’encéphalite rougeoleuse ont été
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suivies par détermination de la charge virale du virus de la rougeole dans le cerveau, du jour

J2 au jour J6 après l’inoculation, par une technique de reverse transcription - réaction de

polymérisation en chaîne (RT-PCR) quantitative en méthode TaqMan en deux étapes. Une

gamme étalon externe a permis la quantification du virus de la rougeole. Cette gamme a été

réalisée à partir d'un transcrit ARN issu d'un plasmide (vector PCR®-4 TOPO) recombiné

contenant un fragment du gène N du virus. Une transcription inverse sur le transcrit ARN est

effectuée afin d'obtenir du cDNA. La gamme étalon est réalisée à partir d'une dilution du

cDNA. Les résultats montrent une augmentation de la charge virale du jour J2 au jour J6

après inoculation et une diminution de la charge virale du virus de la rougeole dans le cerveau

au cours du traitement par le complexe ribavirine/alpha-cyclodextrine (1:3) d'environ 0,6

log10 Eq. copies/ml à J6.

L’activité antivirale a été évaluée en suivant la morbidité par l’intermédiaire de

l’évolution du poids des souris contrôles (traitées par de l’eau distillée) ou traitées par la

ribavirine seule ou le complexe ribavirine/alpha-cyclodextrine. La mortalité a également été

déterminée dans les trois groupes d’animaux. Au jour J21, l’inoculation intracérébrale du virus

de la rougeole entraîne 100% de mortalité dans le groupe contrôle, 80% et 40% de mortalité

dans les groupes ribavirine et complexe respectivement. Par ailleurs, parmi les souris

survivantes, seules les souris traitées par le complexe ribavirine/alpha-cyclodextrine

continuent à prendre du poids après l’inoculation intracérébrale par le virus de la rougeole.

Ainsi, la ribavirine à 40 mg/kg n'est efficace sur notre modèle animal d'encéphalite

rougeoleuse que si elle est administrée sous la forme d'un complexe avec l'alpha-

cyclodextrine. La ribavirine seule n'apporte pas de bénéficie significatif par rapport à l'eau

distillée, comme cela avait été démontré chez le hamster traité par 50 mg/kg de ribavirine

libre [Honda et al., 1994].

Le rôle de l’alpha-cyclodextrine dans l’amélioration de l’activité antivirale de la

ribavirine au sein du complexe devra être confirmé ultérieurement par des études

pharmacocinétiques de la ribavirine dans le cerveau des souris CBA/ca infectées, tel que cela

a été réalisé chez la souris ou le hamster [Gilbert et al., 1991; Ishii et al., 1996].
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VIII.3.2 Complexe ribavirine/bêta-cyclodextrine

Puisque les résultats obtenus in vivo avec l'alpha-cyclodextrine ont confirmé ceux

précédemment obtenus in vitro, l'amélioration de l'activité antivirale (CI50 diminuée de 50%)

de la ribavirine au sein du complexe ribavirine/bêta-cyclodextrine (1:1) obtenue in vitro sur les

souches Edmonston et CAM/RB du virus de la rougeole [Grancher et al., 2005] devait

également être confirmée in vivo. Cette étude s'inscrit dans une démarche globale de

potentialisation de l'activité de différents antiviraux par la bêta-cyclodextrine ou ses dérivés

[Chavanpatil & Vavia, 2004; Nicolazzi et al., 2002; Tilloy et al., 2006].

Le complexe ribavirine/bêta-cyclodextrine a été testé sur le modèle animal

d'encéphalite rougeoleuse mis au point précédemment. Les animaux étaient traités par des

doses quotidiennes de ribavirine libre ou complexée à 40 mg/kg de ribavirine. La charge

virale a été évaluée dans le cerveau, par RT-PCR quantitative en temps réel, afin de suivre le

développement de l'infection. Une augmentation continue de la charge virale dans le cerveau,

du jour J3 au jour J6, dans les trois groupes de souris de l'étude (contrôle, ribavirine et

ribavirine/bêta-cyclodextrine) permet de confirmer la multiplication virale après l'inoculation

intracérébrale. Le développement de l'encéphalite se traduit par l'apparition de signes

cliniques (tremblements, prostration) et un ralentissement de la prise de poids des animaux

infectés.

Les résultats de la charge virale montrent une diminution non significative au jours J6

de la charge virale dans le cerveau des souris traitées par le complexe ribavirine/bêta-

cyclodextrine de 1,1 Log10 Eq copies/ml et de 0,7 Log10 Eq copies/ml comparée au

traitement par l’eau distillée (contrôle négatif) et par la ribavirine seule, respectivement. De

plus, le bénéfice de la complexation à la bêta-cyclodextrine ne s'exprime pas non plus en

matière de morbidité.

Là encore, l'injection de ribavirine libre n'apporte aucun bénéfice significatif comparé

au traitement par l'eau distillée, comme démontré précédemment sur notre modèle animal

[Jeulin et al., 2008] et comme cela avait été démontré chez le hamster avec une dose plus

importante de ribavirine (50 mg/kg/jour) [Honda et al., 1994].

Ainsi, le bénéfice du traitement par le complexe ribavirine/bêta-cyclodextrine n’a pas

pu être confirmé in vivo sur notre modèle animal d’encéphalite rougeoleuse. Comme l'alpha et

la gamma-cyclodextrine, la bêta-cyclodextrine a pourtant la capacité d'interagir avec les

membranes biologiques, notamment en extrayant le cholestérol des membranes, comme cela
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a été démontré in vitro à partir d'un modèle de BHE [Monnaert et al., 2004b]. Mais la bêta-

cyclodextrine native ne modifie pas la perméabilité de l'épithélium intestinal chez le rat

[Zheng et al., 2006] et des résultats positifs d'augmentation du passage de la BHE n’ont été

obtenus in vitro que avec des bêta-cyclodextrines modifiées (Rame-bêta-cyclodextrine et

Crysme-bêta-cyclodextrine) [Tilloy et al., 2006]. Cette amélioration de la perméabilité

s'expliqueraient par une modification de l'activité de P-gp (pompe d'efflux ATP-dépendante

présente au niveau de la BHE). Il serait donc intéressant de tester ces molécules in vivo dans

nos conditions expérimentales.
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by 40 cycles of amplification (IS sec at 9SoC, 1 min at 60°C).
Data were analyzed with ABr Prism"" 7000 Sequence Detec­
tion System (Applicd Biosystems, Courtabocuf, Francc).

3, Results

3./. Lethal dose 50

The LDsa of free or complexed RAV and ~-CD could not
be determined because oftheir limitcd solubility. Thus no miee
died during the 21 days following intraperitoneal injection of
RBV (480 mglkg), J}-CO (7S0 mg/kg) or RBV/~-CD

(150/1\97 mglkg) (Tahle 1). Highcr doses eould not be investi­
gated bccause of the too important volume of injection it would
necessitate.

3.2. Morbidity

3.3. Evaluation of the Ireatments

Treated animaIs rcceived the same dose of free or com·
plexed RBV (40 mg/kg) or the same volume of distillated
water (10 mL!kg). The viral load in the brain was quantified
l'rom day 3 (03) to day 6 (06) aftcr inoculation. On D3, the
mean viral load was 7.8 loglo Eq copies x mL- 1 (ail group of
Ireatment mixcd) showing development of the infection in
mice hrain. Next, Ihe viral load increascd l'rom 03 10 D6
post-inoculation in ail micc groups. The mean virus load in
distillated-waler Ircalcd micc (ncgative control) increased umil
9.5 10gIO Eq copies x mL- I

. On 06, data display a decrcase of
viral 10ael-fOr complex treated-mÎce compared to mocked-mice
or ribavirin-treated mice of 1.1 and 0.7log lo Eq copics x mL-l,
respectivcly (Tahle 2). Those resulls were not statistically sig­
nilicant (Mann Whitney test) because of an important slandard
dcviation in the viral load of complex-Ircated miœ prohahly
rclated 10 the duality belWeen efficacious trcalmenl and toxi­
city.

Fig. t. Evalution of CBAle3 micc wcight during intraperitoncal treatment by

distillatcd walcr. ribavirin or lhe complc, ribavirinlp-cyclodextrin (RBV/~-C[))

(l:1) from D-Ilo D6 aller MeRsles virus CAM/RA inlraeranial inoculation.

Table 1
Lethal Dose 50 (LD50) of free rib.virin (RBV), native p·eyclodcxtrin (p·CD)
and the complcx RIlVip·CD al molar mlio 1:1 afler imraperitol1eal injeclion to
CBA/ca micc

-------- -------~-
Molecule LD50 (mg/kg)
=-R'=C

B
\:C:'.=..='----------->=-=4':-:8,.:,0""-"'''-''''''-- .._ .._-_..__....-

Il-CD > 750
RBVip-CD (1: 1) > 150"/697"

During the ill vivo experiment, comparison of dcvclopmcnt
of mice weights in step with treatmcnt pcrmits to cvaluate thc
toxicity of combined doses. Data were collected each day on
remainder mice. In ail mice groups we can observe a 20% loss
of weight one day after MV inoculation displaying the devel­
opmcnt of discase (Fig. 1). On the third day post inoculation,
animaIs presented different symptoms like tremors, prostration
and suffering signs.

Moreover in the complex-treated group, data shows an
acuter loss of weight two days after the beginning of treatment,
compared 10 both conlrol groups (Fig. J).

Day (,

9.46±.O-:18
(N~ 6)

9.01 ± 0.36
(,\'-6)

8.35 ~ 1.06

('\!~~L ..

Mean nf Virus titre

(logl" Eq copies' mr') ± standard dev;al;nn (S.D.)

Dislillated wator 7.66 ± 0.18 8.12 ~ 0.18 8.69 ± 1.20
(.'.1=3) (.'.1=3) (N-6)

Ribavirin 7.62 ± 0.22 7.90" 0.25 8.51 ~ 0.34
(N~3) (N~3) (n=6)

RBV/p-CD (1: 1) 7.96 ± 0.24 8.16 ± 0.86 R.5R" 0 78

. .c!\;:_~J_)__~"-.~.~L (N~(\)

Day 3 Day 4 Day 5

lrcatmcnt

Our experiment registers itself in a glohal prospective
research for therapeutic activity cnhancement by ~-CD and
their derivatives 19,12,141. We have previously dcscrihed that
the complexation of RBV by native CD displays in vitro an
improvement of the antiviral activity of RBV on Measles
Virus: ~-CD deereascs the SO% inhibitory concentration
(lCSO) ofRBV, against Edmonston and CAM/RB MV strains,
on Vero cells 2 limes [II]. The goal of the study presented
here was to set up an animal mode! 10 permit in vivo testing
of such complexation with native ~-CD on measles encephali­
tis. Using inhred CllA/ca mice p~rmilted to limit the diffèrenee
of sensihility of mice to the neurovirulcnl strain CAM/RB [15].
Moreover ail the experimenls wcre realizcd using the same
working pool of virus consistcd of grinding infecled brains.
Standanlized intracranial inoculation blocked al 5 mm by a
stopper guarantees a reproducible infection for ail animais
(checked by i.c. methylene blue injeclions).

Thus the viral load in the brain inercases (rOIn D3 III D6 in
ail group of mice displaying the devclupment uf the disease,
corroboratcd by eliniea! signs of neurological symptoms and
weight 105s after inoculation. But complex-treated mice seem

4. Discussion

Tahle 2
Comparison of measles virus load in the brain of eliA/ca mice by quanlitalivc
RT-PCR. Miee were daily treated il1lr.peritoncRlly by diSlil1ated walor
(10 ml/kg), ribavirin (40 mg/kg) or the complex rihavirin/fl-cyclodextrin
(RRV!~-CT) (1:1). (n: nllmber ofmice in c"ch group)

- - -•.. - Distillale<! wale'
___ Riba....rin

- ... -ReV/~-CD (1:1)

4 5 62

Days

-, 0

il Conœnlration of RBV.
h Concentration of ~_('().

::'~ .---------- ~~;=:.:=.~~

i'ji ~>~=~
9 ~""--é'j

8.5
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IX. ETUDE PHARMACOCINETIQUE DU COMPLEXE

RIBAVIRINE/ALPHA-CYCLODEXTRINE

IX.1 DEMARCHE EXPERIMENTALE

En raison de la complexité de la matrice constituant le tissu cérébral, l’étape limitante de

l’étude était l’extraction de la ribavirine à partir du cerveau des souris traitées.

Différents protocoles ont été précédemment décrits utilisant des colonnes de

chromatographie contenant du phénylboronate, l’injection étant précédée ou non d’une étape

de déproténéisation par centrifugation au travers de filtres spécifiques CF25 cones (Amicon

Corp.) [Gilbert et al., 1985; Homma et al., 1999]. Pour éviter l’utilisation de ces systèmes

coûteux, différents protocoles ont été testés pour débarrasser l’échantillon des composés

indésirables et risquant d’interférer avec la détection spectrophotométrique de la ribavirine.

Dans un premier temps, les échantillons de cerveau ont été broyés mécaniquement

dans 1 ml d’eau distillée et centrifugés pour éliminer la plupart des débris cellulaires.

Seulement, la précipitation des lipides par le dichlorométhane (1 ml/échantillon) suivie d’une

étape de décantation ne permettait pas d’isoler le pic de ribavirine en CLHP. D’autres essais

ont étudié le pré-traitement de l’échantillon par la chaleur (90°C) ou par l’éthanol à -20°C ou

l’acide perchlorique [2,3M] sans permettre l’élimination des protéines interférentes.

Finalement, la technique choisie a reposé sur une étape d’extraction en phase solide,

précédée de la centrifugation du broyat de l’échantillon et suivie d’une étape de lyophilisation.

L'extraction en phase solide est utilisée couramment pour purifier ou concentrer un extrait

brut préalablement au dosage d'un ou de plusieurs de ses composants. A cette fin, est utilisée

une petite cartouche ouverte en matière plastique, ressemblant à un corps de seringue,

contenant un adsorbant solide approprié, ici 100 mg d'acide phényl boronique, sur lequel

passe un volume connu de l'extrait brut.

Il existe deux modes d'utilisation des cartouches d'extraction en phase solide : le mode

le plus courant consiste dans un premier temps à retenir sur l'adsorbant les composés

d'intérêt pour l'analyse projetée et à éliminer de la matrice initiale, par rinçage, le plus grand

nombre possible de constituants jugés indésirables pour la suite du dosage. Et, dans un

second temps de récupérer par élution les analytes avec un faible volume de solvant. La
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solution obtenue est ainsi fortement enrichie en analytes. L'autre mode, moins fréquent,

consiste à faire passer l'échantillon sur l’adsorbant pour retenir les composés non désirés

tandis que les analytes passent librement. Dans ce cas les composés à analyser sont purifiés

mais non concentrés. Le premier mode d'utilisation a été retenu pour ce travail car il était

nécessaire de concentrer l'extrait en ribavirine.

Dans cette étude nous avons utilisé une cartouche d'acide phényl boronique qui va se

lier spécifiquement aux groupements hydroxyles vicinaux coplanaires de la ribavirine. Lors du

conditionnement de la cartouche en milieu basique, l'acide phényl boronique se transforme

en phénylboronate (Figure 20a), permettant la formation d'une liaison covalente avec les diols

vicinaux de la ribavirine. La libération du diol est réalisée en milieu acide (Figure 20b).

(a)

(b)

Figure 20. Interaction entre l’acide phényle boronique et un groupement diol

[Mazzeo & Krull, 1989]

Après l’étape d’extraction en phase solide, il était nécessaire d'éliminer l'acide formique

utilisé pour l'étape d'élution. Une méthode de séchage par la chaleur sous dépression

(SpeedVac) a été expérimentée, mais conduisait à une dégradation de la ribavirine. C'est donc

la lyophilisation qui a été utilisée car elle a permis de sécher l’éluât tout en préservant la

ribavirine.

La quantification a ensuite été réalisée par une technique de CLHP couplée à une

détection par spectrophotométrie UV.
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IX.2 RESUME DE L'ARTICLE

Afin de déterminer l'impact de la complexation ribavirine/alpha-cyclodextrine sur la

pharmacocinétique de la ribavirine dans le cerveau, un protocole d'extraction a été mis au

point, combinant des techniques d'extraction en phase solide de la ribavirine et de

lyophilisation de l'extrait obtenu. La quantification par CLHP de molécules dans les tissus est

délicate notamment dans des échantillons de tissu cérébral qui sont riches en composés

insolubles comme les lipides ou solubles comme les protéines. Plusieurs traitements

successifs sont nécessaires pour broyer, homogénéiser et clarifier l'échantillon.

La quantification de la ribavirine a été réalisée par CLHP en phase inverse avec

détection par spectrophotométrie UV, après élaboration ex vivo d'une gamme de calibration.

Les résultats ont été standardisés grâce à l'ajout d'un standard interne avant l'étape

d'extraction. La quantité de ribavirine présente dans le cerveau a été évaluée de 30 minutes à

48 heures après injection par voie intrapéritonéale de doses uniques (40, 100 ou 200 mg/kg)

ou répétées (40 mg/kg/jour pendant 6 jours) de ribavirine libre ou complexée, chez la souris

saine ou après inoculation intracrânienne d'une souche neurovirulente du virus de la rougeole.

Seule l'alpha-cyclodextrine a été utilisée pour la complexation à la ribavirine car elle permettait

une amélioration de l'activité antivirale in vivo.

Chez la souris saine, la concentration maximale de ribavirine, s'élève à 5, 9, et

25 nmol/cerveau, 3 à 6 heures après l'injection d'une dose unique de 40, 100 ou 200 mg/kg

respectivement de ribavirine libre. Après administration de 40 ou 100 mg/kg de ribavirine

complexée, la concentration maximale atteint 11 et 14 nmol/cerveau respectivement, 2 à 3 h

après l'injection. La quantité de ribavirine retrouvée dans le cerveau est donc

significativement plus élevée lorsque la molécule est injectée sous forme de complexe

(p< 0,0001 et p=0,002 à 40 et 100 mg/kg respectivement) et la concentration maximale est

obtenue plus rapidement lors de l'utilisation de ribavirine complexée à 100 mg/kg. Les

quantités de ribavirine trouvées sont de l'ordre de la nanomole, ce qui est en bonne

corrélation avec les données de la littérature [Gilbert et al., 1991]. En revanche, le temps

maximal (Tmax) observé après injection de ribavirine libre diffère de celui obtenu après des

injections intramusculaires chez le rat [Ferrara et al., 1981] ou intrapéritonéales chez la souris

[Gilbert et al., 1991].

Par ailleurs, chez la souris infectée, les cinétiques réalisées au troisième jour après

l’inoculation virale montrent que l'infection augmente significativement la quantité de
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ribavirine présente dans le cerveau (p< 0,0001) après administration de ribavirine libre. Les

modifications de la structure de la BHE observées au cours des états pathologiques

inflammatoires, telles que l'ouverture des jonctions serrées permettent d'expliquer ces

résultats [Avison et al., 2004; Persidsky et al., 2006]. Lorsque la souris infectée est traitée

quotidiennement à 40 mg/kg/jour, la quantité de ribavirine retrouvée dans le cerveau au jour

J6 est plus élevée au cours du traitement par le complexe, à dose équivalente de ribavirine

(p=0,02).

En conclusion, l'administration du complexe ribavirine/alpha-cyclodextrine augmente

significativement la quantité de ribavirine présente dans le cerveau, chez la souris saine ou

infectée, ce qui permet d'expliquer l'amélioration de l'activité antivirale observée au cours du

traitement par le complexe ribavirine/alpha-cyclodextrine sur notre modèle animal

d'encéphalite rougeoleuse.

Il est actuellement reconnu que les cyclodextrines ne pénètrent pas la BHE [Loftsson et

al., 2007] donc agissent en amont de celle-ci. Il apparaîtrait également que la formation d'un

complexe n'est pas nécessaire pour favoriser la diffusion des molécules à travers les

membranes biologiques et que l'administration concomitante du vecteur et de l'agent

thérapeutique serait suffisante pour améliorer la diffusion au niveau du cerveau [Tilloy et al.,

2006]. Dans ces conditions, la formation et l'administration d'un complexe présentant une

constante de stabilité élevée pourraient être défavorables à l'activité thérapeutique de la

molécule hôte, comme nous l'avons observé avec le complexe ribavirine/bêta-cyclodextrine

[Jeulin et al., 2006]. Ces hypothèses nécessitent d'être confirmées par des expériences

ultérieures, in vivo.
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Pharmaco 1

Effective ribavirin concentration in mice brain using cyclodextrin as a drug
carrier: Evaluation in a measles encephalitis model

Jeulin H* a,b, Venard Va, Carapito Db, Finance Cb, Kedzierewicz Fb

Summary

Ribavirin is a water-soluble synthetic nucleoside with broad spectrum antiviral properties, but

it is ineffective against major viral encephalitis because of a failure to cross the blood brain

barrier. The antiviral activity of the complex ribavirin/alpha-cyclodextrin was previously

demonstrated to be stronger than free ribavirin, on an in vivo model of measles virus

encephalitis in mice. The probable role of cyclodextrin on ribavirin quantity enhancement into

the brain needs to be defined. Ribavirin specific extraction from brain tissue was developed,

based on a solid phase extraction. It was quantified by high performance liquid

chromatography at different time points after intraperitoneal injection of single or multiple

doses of free ribavirin or of the complex ribavirin/alpha-cyclodextrin. Whatever the tested

dose (40 or 100 mg/kg), quantity of ribavirin in the brain is significantly higher (p<0.001)

when the drug is injected as a complex with alpha-cyclodextrin, in healthy or measles virus-

infected mice. So pharmacokinetics of ribavirin in brain tissue explains the advantage of the

complex ribavirin/alpha-cyclodextrin over ribavirin in protecting mice from intracerebral

infection with measles virus and confirms the interest of cyclodextrin complexes for human

central nervous system diseases treatment.

Keywords: Ribavirin, Alpha-cyclodextrin, Blood Brain Barrier, Measles virus, Encephalitis
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1. Introduction
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synthetic nucleoside with broad spectrum antiviral properties (Huffman et al., 1973). It has

been shown to be ineffective against many encephalitis viruses in mice after intraperitoneal

(i.p.), subcutaneous or intramuscular injection (Bussereau et al., 1988; Sidwell et al., 1973). In

contrast, ribavirin (RBV) improved the survival of subacute sclerosing panencephalitis

(SSPE) virus infected hamsters but only when administered intracranially and did not improve

their survival when administered intraperitoneally (Honda et al., 1994), suggesting a failure of

RBV to access to the brain.

The central nervous system is protected by the blood brain barrier (BBB), a particular tissue

structure. The BBB controls the passage from the blood to the cerebral nervous system of

neurological toxins as well as therapeutic molecules. Thus, a major challenge of treatments of

brain disorders is to overcome this barrier.

Cyclodextrins (CDs) can form either inclusion complexes where a lipophilic guest molecule,

for example a drug molecule, is located within the lipophilic central cavity or non-inclusion

complexes where the hydroxyl groups on the outer surface of CD molecules can form

hydrogen bonds with other molecules (Loftsson and Duchene, 2007), including RBV

(Grancher et al., 2005). CDs were proposed as a solution to improve RBV bioavailability in

the brain after i.p. administration. In pharmaceutical applications, CDs are generally used as

solubilizers (Loftsson and Brewster, 1996). Since RBV is highly soluble in water, the interest

of the use of cyclodextrin in a complex form with RBV is rather their capacity to improve

bioavailability (Uekama and Otagiri, 1987). Moreover, studies on CDs behavior on biological

membranes demonstrated enhancement of drug absorption across dermal, nasal, intestinal or

blood-brain barrier by extracting cholesterol, phospholipids or proteins from membranes
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(Monnaert et al., 2004b). These properties of CD suggest that RBV/CD complexes have an

interest in targeting RBV into the brain.

RBV-sensitive viruses responsible for encephalitis include measles, haemorragic fever, West

Nile, tick born encephalitis and Japonese encephalitis. We chose measles virus (MV) since

antiviral activity of RBV against MV had already been assessed in hispid cotton rats, infected

by either aerosol or i.p. route (Wyde et al., 2000) and in hamsters after intracranial injection

(Honda et al., 1994).

We previously developed a MV encephalitis model in mice, based on CAM/RB neurovirulent

MV strain and measles-susceptible CBA/ca mice injected intracranially (Jeulin et al., 2006).

Thus, previous studies on this MV encephalitis model in mice have demonstrated that i.p.
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compared to free RBV injection at the same dose: the MV-viral load was reduced in mice

brain and the morbidity (weight loss) and mortality rate decreased in the complex-treated
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(Jeulin et al., 2008). The aim of this work was to explain increased antiviral activity in the

presence of CD: is there with an increased quantity of RBV into the brain? To confirm

influence of CD on drug concentration into the brain, a protocol of RBV extraction from the

brain was developed; it was based on organ sample grinding, solid-phase extraction and

extract freeze-drying. Quantification was realized by high performance liquid

chromatography (HPLC) with spectrophotometer detection, using calibration curve prepared

ex vivo, at different time points after single or multiple i.p. injections of the free RBV or the

 �",��!��'()���*�2�
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2. Materials and method

2.1 Chemicals and reagents

All chemicals were of HPLC or reagent grade. Acetonitrile and formic acid were obtained

from Carlo Erba reagenti (Val de Reuil, France), and Ammonium acetate and ammonia

solution from Merck (Lyon, France). Ammonium phosphate and 3-methylcytidine

methosulfate (as an internal standard) were purchased from Sigma-Aldrich (Lyon, France)

and RBV from MP Biomedical (Illkirch, France). All chemicals where diluted with HPLC-

grade water.

Phenyl boronic acid (PBA) cartridges (Bond Elute PBA [100 mg]) used for solid-phase

extraction were obtained from Varian (Les Ulis, France).
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and sterilized by filtration through a 0.22 µm membrane.
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2.2 High Performance Liquid Chromatography

2.2.1 Apparatus and conditions

The HPLC system used in this study consisted of a vacuum degasser SCM1000 (Thermo-

Finnigan, San Jose, USA) and a barrow-bore quarterly Spectra System P1000XR (Thermo-

Finnigan, San Jose, USA) gradient pump with a loop of 20 µl. A C18 reversed phase column

TSKgel ODS-120T (250 length � 4.6 mm i.d.) from Tosoh Bioscience (Lyon, france) was

used and thermostated at 25°C with a column temperature controller 560-CIL (Cluzeau Info

Labo, Puteaux-la-Défense, France). The effluents were monitored with a double-beam

spectrophotometric detector (Spectrasystem UV1000, Thermo-Finnigan, San Jose, USA) at

207 nm.

The mobile phase consisted on an aqueous ammonium phosphate buffer solution (0.087 M,

pH 6.5). The flow rate of eluant was set at 1 ml/min.

2.2.2 Sample preparation for HPLC

Brain tissues were suspended in 1 ml of distilled water and grinded. A volume of 0.025 ml of

a 100 mg/l solution of 3-methylcytidine methosulfate in distilled water was added to each

sample as an internal standard. The homogenate was processed by centrifugation at 20.000 �

g, for 30 minutes at +4°C to remove debris. Sample supernatant was neutralized with 3 ml of

aqueous ammonium acetate buffer (250 mM, pH = 8.5).

The Bond Elute PBA cartridge was pre-treated with 1 ml of 100 mM formic acid followed by

5 ml of 250 mM ammonium acetate buffer (pH = 8.5). The neutralized sample was loaded

onto the treated-Bond Elute PBA cartridge and allowed to percolate.

RBV and the internal standard were collected by eluting the cartridge two times with 1 ml of

100 mM formic acid and then freeze-dried. Twenty-microliter of each sample, reconstituted in

1 ml of mobile phase, were injected onto the HPLC column.
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2.3 In vivo quantification of ribavirin in the brain

2.3.1 Animals

CBA/ca mice of either sex (weight range 10 g to 15 g at experimental onset) from Harlan

France SARL (Gannat, France) were maintained in plastic cages under natural light cycle at

19°C and 44 to 45% humidity. Food and water were provided ad libitum. All local legal and

ethical requirements were observed. MV infected and control animals were housed in separate

rooms.

2.3.2 Intracerebral MV challenge

On day 0, CBA/ca mice (3 to 4 weeks-old) were anesthetized by intraperitoneal

administration of 50 µl of a solution containing 6.25 mg/ml ketamine, 6.25 mg/ml xylazine

and 0.2 mg/ml atropine (corresponding almost to 26 mg/kg of ketamine and xylazine and

0.8 mg/kg of atropine). The mice were next intracerebrally injected with 1×103 PFU of the

rodent brain-adapted CAM/RB strain of MV (kindly provided by Prof Liebert, Leipzig,

Germany), as previously described by Jeulin et al. (2008). The same working stock of virus

(titer of 7.40 log10 Eq. PFU/ml) was used for all in vivo experiments (Wyshak and Detre,

1972).

2.3.3 Intraperitoneal treatment

At least, three mice were used for each time point.

Single dose

Healthy CBA/ca mice were weighed and treated by i.p. injection of a single dose of free RBV
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RBV). Concentration of RBV in the brain was quantified from 30 minutes to 48 hours after

i.p. injection.
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In MV infected mice, i.p. injection of a single dose of 40 mg/kg of free RBV or of the
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load reached 2.107 equivalent copies/brain (quantification by polymerase chain reaction of the

N gene of MV), according to Jeulin et al. (2008).

Multiple doses
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(1:3) complex (corresponding to 40 mg/kg of RBV) from the day before challenge until the

day 4. RBV was extracted from the brain 3 and 5 hours after the last i.p. injection, depending

on the Tmax observed in single dose studies.

2.3.4 Ribavirin quantification

A stock solution of RBV was prepared at a concentration of 40 mM in HPLC-grade water and

stored at 4°C for 1 week. For ex vivo calibration curve preparation, reference samples

containing 2, 4, 8, 12, 18, 24 and 30 nmol of RBV were prepared by diluting stock solution

with drug-free grinded brain tissue. The calibration curve was determined by plotting the peak

area ratio of RBV to the internal standard against the RBV quantity added in the brain sample.

2.4 Statistical analyses

Two-tailed statistical analyses were performed using Statview software for windows (version

5; Abacus Concepts). Univariate analyses of variables were performed by unpaired t-test.

P<0.05 was considered to be significant in all analyses.
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3. Results

3.1 Quantification of ribavirin in brain tissue

The proposed method to extract RBV from brain was an adaptation of the blood sample

preparation procedure, previously described by Homma et al. (Homma et al., 1999) (Homma

et al., 1999). The RBV extraction was preceded by brain grinding and a centrifugation step.

The solid phase extraction was followed by a freeze-drying step before dissolution in mobile

phase. RBV extraction was based on use of phenyl boronic acid bond elut cartridge which

specifically retains oligosaccharides alditols via interactions of sterically unbindered vicinal

hydroxyl group, present in RBV structure (Stoll and Hounsell, 1988). Indeed, the matrix

bound phenyl boronic acid was activated in basic medium to give phenylboronate and

permitted covalent bonding of planar vicinal diol to phenylboronate. Diols were released from

the complex by diluted acid.

A typical chromatogram of RBV treated-mice brain sample is shown in Figure 1. Sample pre-

treatment and solid-phase extraction permitted RBV and internal standard peaks isolation on

the chromatogram. The retention time of RBV and internal standard were 5.9 and 10.7 min,

respectively. At those times, no interfering peaks were observed on the chromatogram for

untreated mice brain (data not shown).

A linear calibration curve was obtained ex vivo from 2 to 30 nmol/brain. The equation for the

line, calculated by regression analysis, was y = 0.0111x - 0.0262 (r2 = 0.9927) where y is the

mean peak area ratio of RBV/internal standard and x the quantity of RBV per brain. The RBV

concentration of each sample was estimated from this standard curve.
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intraperitoneal administration

3.2.1 Single dose in healthy mice

In the first trial, RBV pharmacokinetic parameters in brain were determined in healthy mice,

using the method described above. Intraperitoneal injection of healthy mice with a single dose

of free RBV at 40, 100 or 200 mg/kg resulted in a maximal concentration (Cmax) of 5.23±0.56,

9.39±0.64 or 25.31±0.86 nmol/brain respectively, at a maximal time (Tmax) of 3 to 6 hours

after injection. RBV is present in the brain up to 24 hours (Figure 2).
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RBV in the brain was maximal 2 to 3 hours respectively after inoculation and then decreased

up to 24 hours. The Cmax reaches 11.49±1.28 and 14.39±0.35 nmol/brain, respectively.

Regardless of the dose used, the quantity of RBV in the brain was 1.5 to 2 times above, thus

significantly higher (p<0.0001 and p=0.002 respectively) when the drug was administered as

��  �",��!�����'()��*�� �9�.�	����2�7���	��'()��*���	���"�
�� �
--�".)/.��� �4��"�!�"���

quantity was obtained earlier (2 hours) than after free RBV-treatment (6 hours).

3.2.2 Single dose in measles virus-infected mice

When RBV was administered as a single dose of free ribavirin at 40 mg/kg, on day 4 after

intracranial injection of MV, RBV quantity in the brain reached the highest concentration

3 hours after drug injection (Figure 3a). The mean brain concentration for RBV from 30

minutes to 24 hours after drug injection was significantly higher in mice developing measles

encephalitis than in healthy mice (p<0.0001).
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RBV quantity in the brain (Cmax = 11.5±0.31 nmol/brain). RBV maximal quantity occurred

5 hours after drug administration instead of 3 hours in healthy mice (Figure 3b).
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So, measles infection impacts on RBV quantity in brain only if it is injected in the free form.

3.2.3 Multiple doses in measles virus-infected mice
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CD complex (40 mg/kg/day of RBV) for 6 days. The treatment began one day before MV

intracranial injection. Since RBV quantity is maximal 3 hours and 5 hours after administration

of free RBV or the complex, respectively, the both periods were selected for determination of

drug concentration in the brain after multiple doses in infected mice. Three hours after the last

i.p. injection, mean RBV concentration was determined to be 12.74±0.29 nmol/brain in free

RBV-treated mice and 14.73±1.85 nmol/brain in complex-treated mice (Figure 4). At

t=5 hours, mean RBV quantity in the brain was 9.47±1.68 and 9.61±1.18 nmol/brain for RBV

and complex-treated mice, respectively. The differences were not significant.

4. Discussion

In the present study, we have adapted an HPLC method for RBV quantification to ex

vivo mice brain samples. This method was first validated on RBV stock solution dilutions.

HPLC determination of drugs in solid tissues is problematic and requires multiple

steps extraction procedure. Especially brain tissue is rich of both insoluble materials such as

lipids and soluble tissue compounds such as proteins. Samples thus need to be homogenized

and clarified from tissue debris and compounds before RBV separation.

RBV was thus quantified in the whole brain. This raises the question of sample

contamination by circulating blood which might interfere on RBV quantification into the

brain tissue. The rate of RBV contained in biological fluids into the brain and the influence
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upon RBV quantification was estimated to have minor impact, due to the small amount of

liquid volume within the brain (0.0252 ml) (Gilbert and Wyde, 1988). In fact, when
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fluids contamination may remain the same in both cases.

In healthy mice, after a single dose of free drug, the maximal concentration of RBV in

the brain was observed 3 hours after i.p. injection of free ribavirin, whereas it was observed

later (at 8 hours) after intra-muscular injection in rats (Ferrara et al., 1981), or earlier (at

30 minutes) after RBV i.p. injection (25 mg/kg) in mice(Gilbert et al., 1991). Differences

observed were probably due to the site of injection and to the used dose. Determined

concentrations of RBV in the brain were in nanomolar range, which is in good correlation

with previous findings (Gilbert et al., 1991). Moreover, the RBV quantity in the brain (5, 9 or

25 nmol/brain) was correlated to the injected dose (40, 100 or 200 mg/kg), proving that, up to

the maximal tested dose, RBV system of transport is not saturated.
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the brain is up to 2 times higher than RBV quantity in the brain after free drug injection at the

same dose and in the same conditions. Previously described improved in vivo antiviral

activity (Jeulin et al., 2008) is related to increased RBV quantity in neuronal tissue and

suggests that the CD act as ribavirin permeation enhancer through the BBB. Various effects of

CDs on drug delivery through biological membranes have been already proven on intestinal,

nasal, buccal and lung mucosa, skin, cell cultures (caco-2 cells) or other artificial membranes

(Loftsson et al., 2007). Moreover permeation enhancement through the BBB has been

demonstrated in vitro by Monnaert et al. (2004a). Our results confirm in vivo permeation

enhancement through the BBB previously demonstrated in vitro.

The consequences of an infection on the BBB needed to be evaluated. In MV-

challenge mice (day 4 post-inoculation, viral load of 8.10 log10 Eq. copies/ml) the mean RBV
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quantity in the brain (8.4 nmol/brain) after a single dose of free drug (40 mg/kg) is

significantly higher (p<0.0001) than in healthy mice (Cmax = 5.2 nmol/brain). It is known

that in central nervous system diseases states, changes of tight junctions occur in the brain and

that neuroinflammatory conditions (including encephalitis) are characterized by BBB

disruption and tight junction opening via cytokines and chemokines secreted by macrophages

and microglia (Avison et al., 2004; Persidsky et al., 2006). The changes in BBB structure and

function under pathologic conditions can explain the improved RBV quantity in the brain,

after free drug injection, due to the diffusion of the unbound drug through released tight

junction. Moreover, it could not be ignored that lesions in the brains of intracerebral injected

mice might affect RBV pharmacokinetics but it would not distort comparison between

treatments within infected mice.

Nevertheless, in the complex-treated group of mice (40 mg/kg of RBV) the maximal

RBV quantity in the brain of measles virus challenged mice (day 4 post-challenge) was

delayed but remained equal (around 11 nmol/brain) to the one in healthy mice. But RBV

quantity was still higher from 6 to 24 hours post-injection. So, measles encephalitis influenced

in a different way RBV passage through the BBB after free RBV or complex treatment.

Because of their chemical structure (large number of hydrogen bond donors and acceptors,

high molecular weight and low octanol/water partition coefficient), CDs do not penetrate

biological membranes (Loftsson et al., 2007). Even if RBV quantity in the brain increases

after free drug injection during measles infectious state, the benefit of the complex still occurs

in measles virus encephalitis mice. Thus, despite BBB disruption during diseases states,

cyclodextrins may act in another way to increase RBV bioavailability into the brain.

Thus, on our in vivo model, RBV quantity in the brain increased when it was
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transport through the blood-brain barrier. In one hand, despite CDs properties to extract
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membrane compounds and to disrupt BBB cohesion, Monnaert et al. have demonstrated that
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model of BBB, probably due to the low complex penetration through the model of BBB
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on the same in vitro model of BBB improves doxorubicin delivery into the brain (Tilloy et al.,

2006).
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as phospholipids, cholesterol and proteins (Monnaert et al., 2004b). Secondly, our model of
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of Tilloy et al. (2006), since RBV/CDs complexes have been proven to be rather external

molecular associations than true host guest inclusions (Grancher et al., 2005), with apparent

better availability of the guest molecule. Likewise, when the treatment solutions are

administered parenterally, drugs are rapidly and quantitatively released from CD solutions
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include nucleoside analogue protection within the organism and blood-brain barrier

permeation enhancement. Given that, in aqueous solution, the equilibrium between guest and

host molecule and the degree of the dissociation are dependant on the magnitude of the

stability constant of the complex, the lack of antiviral activity improvement of the complex
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respectively) (Grancher et al., 2005).

After multiple doses, the RBV quantity in the brain 3 hours after the last injection is

higher than 3 hours after a single dose, in agreement with the long half-life of the drug. But, in
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those conditions, previously demonstrated benefit of the complex on antiviral activity is not

enlightened by improved RBV quantity in the brain. Indeed, 3 hours after the last treatment

injection, RBV quantified in the brain is not significantly higher in complex-treated mice

group. This could not be explained by a delayed response, since it has been proved 5 hours

after the last injection. Accumulation of RBV in mice brain, even in the free RBV-treated

group, could explain that the difference between pharmacokinetic profiles diminished after

several days of treatment.RBV quantity in the brain has also been demonstrated to be higher

at day 5 compared to day 1 after daily small particle aerosol administration (Gilbert et al.,

1991). Moreover, effects of cyclodextrin multiple injections or long-term toxicity on the BBB

have not yet been studied. The hypothesis of an efflux of RBV due to cyclodextrin-mediated

changes of the BBB should have to be explored in further in vitro studies.

Our results confirm that RBV reaches effective concentration into mouse brain only

when it is administered in a complex formulation form and explain the advantage of the
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(Jeulin et al., 2008). These results confirm that cyclodextrins are of a great interest for the

treatment of human infectious diseases of central nervous system, in particular, many

worrisome viral encephalitis which are due to highly pathogenic RNA virus sensitive to RBV,

including West Nile, tick borne encephalitis, Japanese encephalitis or Rift valley fever virus

(Canonico et al., 1984; Crance et al., 2003; Day et al., 2005). In the same way, cyclodextrin

could improve SSPE treatment, since the success of treatment has been demonstrated to rest

on RBV concentration in cerebrospinal fluid (Hosoya et al., 2004).

To our knowledge, no other in vivo study has described benefit of alpha-cyclodextrin for drug

delivery to the brain. Even if the mechanism of action of cyclodextrin needs to be elucidated,
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carrier for central nervous system disorders.
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Figure 1.
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Figure 1. Chromatogram of a brain extract from intraperitoneal ribavirin-treated mice

(40 mg/kg), 12 hours after injection. Internal standard (3-methylcytidine methosulfate) was

added before solid-phase extraction.
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Figure 2a.
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Figure 2b.
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Figure 2. Pharmacokinetics of ribavirin in brain tissue of healthy mice after (2a) a single

intraperitoneal injection of (�) ribavirin (40 mg/kg) or (�) ribavirin/alpha-cyclodextrin

complex (40 mg/kg of ribavirin), or (2b) after a single intraperiotoneal injection of (�)

ribavirin (100 mg/kg) or (�) ribavirin/alpha-cyclodextrin complex (100 mg/kg of ribavirin).

Values represent the means found for three mice ± standard deviation.
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Figure 3a.
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Figure 3b.
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Figure 3. Pharmacokinetics of ribavirin in brain tissue after (3a) a single intraperitoneal

injection of ribavirin (40 mg/kg) in healthy (�) or CAM/RB strain of measles virus

intracranially infected mice (�), or (3b) after a single intraperitoneal injection ribavirin/alpha-

cyclodextrin complex (40 mg/kg of ribavirin) in healthy (�) or CAM/RB strain of measles

virus intracranially infected mice (�). Values represent the means found for three mice ±

standard deviation.
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Figure 4.
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Figure 4. Ribavirin quantities in brain tissue of infected mice, treated daily (from day -1 to

day 4) by intraperitoneal injection of free ribavirin (40 mg/kg) or the complex ribavirin/alpha-

cyclodextrin (40 mg/kg of ribavirin). Mice were intracranially injected with the measles virus

CAM/RB strain on day 0. Ribavirin was extracted 3 or 5 hours after the last injection, on

day 4. Values represent the means found for three mice ± standard deviation.
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Au cours de ce travail nous avons pu démontrer sur un modèle animal d’encéphalite

rougeoleuse que l’activité antivirale de la ribavirine est améliorée lorsque la molécule est

administrée sous forme de complexe avec l’alpha-cyclodextrine. La complexation de la

ribavirine à l'alpha-cyclodextrine a permis une diminution de la morbidité et de la mortalité

des souris traitées, associée à une diminution précoce de la charge virale dans le cerveau. De

plus, chez les souris saines comme chez les souris infectées, la quantité de ribavirine présente

dans le cerveau est significativement augmentée lorsque le traitement est injecté sous la forme

d’un complexe ribavirine/alpha-cyclodextrine, par comparaison à une injection de ribavirine

libre à la même dose. L’augmentation de la quantité de ribavirine présente dans le cerveau

explique l’amélioration de l’activité antivirale décrite à l’aide du modèle animal d’encéphalite

rougeoleuse. Le bénéfice du traitement par le complexe ribavirine/bêta-cyclodextrine,

démontré in vitro, n’a pas été confirmé in vivo, probablement en raison d'une constante de

stabilité du complexe trop élevée.

La mise en place de ce modèle animal a ainsi permis de démontrer l’intérêt virologique

et pharmacologique de la complexation de la ribavirine à l’alpha-cyclodextrine. Ces résultats

confirment les capacités potentielles des cyclodextrines à être des vecteurs pour les

médicaments des pathologies du SNC.

Des données récentes de la littérature sur le rôle des cyclodextrines ont amené

l'hypothèse d'une action directe des cyclodextrines sur une barrière hémato-encéphalique

artificielle, facilitant le passage de la molécule hôte, que celle-ci soit administrée de façon

concomitante ou sous forme complexée [Tilloy et al., 2006]. Dans notre modèle, la

confirmation de cette hypothèse nécessiterait une étude pharmacocinétique complète pour

mesurer les quantités de ribavirine et de cyclodextrine, libres ou complexées, dans le

compartiment sanguin de la souris, ainsi qu'une étude virologique sur l'activité antivirale de la

ribavirine administrée de façon concomitante à l'alpha-cyclodextrine.

Il serait également intéressant de réaliser une étude in vitro de ces molécules sur un

modèle de BHE tel que celui développé par l'équipe de Cechelli [Cecchelli et al., 1999], et de

confronter les résultats avec ceux obtenus in vivo afin de réaliser une corrélation entre les deux

modèles. Car même si le modèle in vivo est plus proche de la réalité, les résultats sont grevés

d'une variabilité inhérente à l’utilisation d’êtres vivants que l'utilisation de souris consanguines

ne suffit pas à éliminer.
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Le développement de nouvelles molécules antivirales ou, comme ici, l’amélioration des

propriétés pharmacologiques d’une molécule existante sont des travaux complexes

nécessitant l'utilisation de méthodes physicochimiques, virologiques et pharmacologiques.

Ainsi tout nouveau développement autour des expériences déjà réalisées avec les

cyclodextrines natives et la ribavirine sur le virus de la rougeole nécessite un travail

approfondi d'adaptation des techniques. Ainsi, pour tester de nouvelles cyclodextrines

modifiées, il faut réaliser la caractérisation physicochimique des nouveaux complexes avec la

ribavirine ; l’adaptation du modèle animal à un autre virus plus pathogène peut nécessiter un

changement d’espèce animale ou de race de souris et éventuellement la mise en place de

conditions expérimentales en laboratoire de sécurité de niveau 3 ; l'utilisation d'une autre

molécule antivirale nécessite l'adaptation de la méthode d’extraction, à partir du tissu cérébral.

Toutes ces déclinaisons de l’étude réalisée au cours de notre travail sont particulièrement

intéressantes et chacune devra être étudiée successivement.

Finalement, en dépit du grand nombre de cibles virales potentielles, la ribavirine reste

peu utilisée à ce jour en raison de sa mauvaise biodisponibilité. Puisque la plupart des virus

émergents et hautement pathogènes sont et continueront probablement à être des virus à

ARN, potentiellement sensibles à la ribavirine, cet analogue nucléosidique, décrit dès 1972,

reste une molécule d'actualité Etant donné le temps nécessaire au développement de

nouvelles molécules, l’amélioration des propriétés pharmacologiques des molécules existantes

est primordiale, notamment pour ce qui concerne l’accès des molécules au cerveau. Dans ce

domaine, les cyclodextrines sont une solution d’avenir, comme nous avons su le démontrer.
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La ribavirine est un agent antiviral à large spectre efficace in vitro contre de nombreux virus à ARN dont
certains sont responsables d'encéphalites. In vivo la mauvaise diffusion de cet analogue nucléosidique au
niveau de la barrière hémato-encéphalique, limite son efficacité dans le traitement des encéphalites virales.
Des études antérieures ont montré la capacité des cyclodextrines natives à former des complexes
d’inclusion avec la ribavirine et l’amélioration de l’activité antivirale de la ribavirine in vitro lorsque celle-ci
est complexée à l’alpha- ou la bêta-cyclodextrine. Le bénéfice de cette complexation in vivo, a été évalué sur
un modèle murin d'encéphalite utilisant une souche neuroadaptée du virus de la rougeole (CAM/RB)
inoculée par voie intracrânienne chez la souris CBA/ca âgée de 3 à 4 semaines. Le développement de
l’infection a été contrôlé par détermination de la charge virale dans le cerveau des souris, à l’aide d’une RT-
PCR quantitative en méthode TaqMan amplifiant le gène N du virus de la rougeole et d’une gamme étalon
externe. Lorsque les souris sont traitées par voie intrapéritonéale par 40 mg/kg de ribavirine complexée à
l’alpha-cyclodextrine, la morbidité et la mortalité liées à l’encéphalite rougeoleuse sont diminuées par
rapport à l’administration de ribavirine libre et la charge virale diminue de façon significative dans le
cerveau au jour J6. La complexation à la bêta-cyclodextrine n’apporte pas de bénéfice comparé à la
ribavirine libre. Ces données suggèrent que l’alpha-cyclodextrine améliore in vivo le passage de la ribavirine
au travers de la barrière hémato-encéphalique. La cinétique de la ribavirine dans le cerveau des souris
traitées par le complexe ribavirine/alpha-cyclodextrine a été étudiée de 30 minutes à 48 heures après
l’administration de doses uniques ou répétées de ribavirine libre ou complexée à différents dosages. La
ribavirine a été purifiée par une technique d’extraction en phase solide et quantifiée par chromatographie
liquide haute performance après élaboration d'une gamme de calibration ex vivo. La quantité de ribavirine
retrouvée dans le cerveau est plus élevée lorsque la molécule est injectée sous forme de complexe chez la
souris saine ou infectée. Ces données illustrent l'amélioration de survie observée au préalable et ce modèle
d'étude a permis de mettre en évidence l'impact virologique et pharmacologique de la complexation d'une
molécule antivirale à l'alpha-cyclodextrine.

Mots-clés: Ribavirine, Cyclodextrine, Rougeole, Encéphalite, Activité antivirale, Barrière hémato-
encéphalique.

VIROLOGIC AND PHARMACOLOGIC INTEREST OF RIBAVIRIN/CYCLODEXTRIN COMPLEXES:

EVALUATION ON EXPERIMENTAL MEASLES VIRUS ENCEPHALITIS IN MICE.

The objective of this work was to study the antiviral activity of ribavirin on measles encephalitis infection
when using cyclodextrins as carriers. Ribavirin is a water-soluble synthetic nucleoside with broad spectrum
antiviral properties, but it is ineffective against major viral encephalitis because of a failure to cross the
blood brain barrier. The use of cyclic oligosaccharides can promote the activity of many drugs and the
benefit of the association of ribavirin with alpha- or beta-cyclodextrine has already been demonstrated in
vitro. The antiviral activity of the ribavirin/cyclodextrin complexes has been evaluated in vivo using an
experimental model based on intracranial injection of the rodent adapted CAM/RB strain of measles virus
in CBA/ca mice. Measles encephalitis development was monitored daily by viral load determination in
mice brain. Intraperitoneal administration of the complex ribavirin/alpha-cyclodextrin (40 mg/kg of
ribavirin) decreased the morbidity and the mortality of measles virus infected mice compared to free
ribavirin treatment and the viral load in the brain is reduced at day 6 post-inoculation. At the opposite
beta-cyclodextrin did not enhanced ribavirin in vivo antiviral activity. The role of alpha-cyclodextrin thus
required to be defined and notably the hypothesis of ribavirin permeation enhancement through the blood
brain barrier. Ribavirin specific extraction from brain tissue was developed, based on a solid phase
extraction. It was quantified by high performance liquid chromatography at different time points after
intraperitoneal injection of single or multiple doses of free ribavirin or of the complex ribavirin/alpha-
cyclodextrin. Whatever the tested doses, quantity of ribavirin in the brain is significantly higher when the
drug is injected as a complex with alpha-cyclodextrin, in healthy or measles virus-infected mice. So
pharmacokinetic of ribavirin in brain tissue explains the advantage of the complex ribavirin/alpha-
cyclodextrin over ribavirin in protecting mice from intracerebral infection with measles virus and confirms
the interest of cyclodextrin complexes for human central nervous system diseases treatment.
Key Words: Ribavirin, Cyclodextrin, Measles virus, Encephalitis, Antiviral activity, Blood brain barrier.
Discipline : Stratégie ARN
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