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Introduction générale

Les pathologies qui affectent les articulations et plus particuliérement les articulations portantes sont un

des problémes majeurs du monde occidental.

Elles engendrent douleurs, diminution de la mobilité articulaire et réduisent considérablement le confort
de vie des personnes atteintes. Les Etats-Unis d’Amérique comptaient plus de 40 millions de personnes
concernées par ces affections en 2007 (15 % de la population) et ’on estime que leur nombre va
augmenter a 60 millions a I’horizon 2020'. L’Europe n’est pas épargnée par ces problémes : par exemple
4,6 millions de personnes en France sont touchées par de 1’arthrose symptomatique. Le cotit financier y
est estimé, entre la prise en charge hospitaliére et la mise en place de prothéses (120 000 prothéses de

hanche et de genou par an), a 2,6 milliards d’euros par an.

Les causes de ces pathologies articulaires sont en partie connues mais pas totalement caractérisées, les
principales étant le poids de I’individu, son age, son sexe, des prédispositions génétiques ou encore des

traumatismes subis au niveau des articulations.

Il n’existe a ce jour pas de médicament permettant de guérir totalement les patients. De nombreuses
méthodes de traitement ont été développées pour tenter de soigner au mieux les articulations, de

I’administration d’anti-inflammatoires jusqu’a la chirurgie.

Parmi les techniques invasives « douces », la vectorisation de molécules d’intérét en intra-articulaire au
moyen de nanoparticules est un secteur en plein essor. Cette technique doit permettre de favoriser la
biodisponibilité de ces molécules d’intérét (principes actifs) au niveau articulaire et de limiter leur
biodistribution dans 1’ensemble du corps. L’objectif est d’une part de pouvoir augmenter I’effet des
principes actifs vectorisés (ce qui peut favoriser des molécules jusqu’alors négligées) et d’autre part de

limiter les éventuels effets secondaires induits par 1’utilisation de certains principes actifs.
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Les travaux décrits dans ce manuscrit concernent 1’élaboration de particules polymére pouvant, aprés
injection intra-articulaire, interagir de manicére ciblée avec les cellules de I’articulation et plus

précisément les cellules du cartilage : les chondrocytes.

Ces vecteurs doivent donc suivre des critéres précis en terme de biocompatibilité, dégradabilité ou
encore taille afin d’étre utilisables chez 1’étre humain. Il faut de plus qu’elles puissent encapsuler des

molécules d’intérét en quantité suffisante pour déclencher une réponse biologique favorable.

Pour répondre a ces critéres, nous avons choisi comme matériau cceur des particules le PLGA (acide
poly(lactique-co-glycolique)) qui est un polymeére hydrophobe biocompatible. La molécule utilisée pour
le recouvrement du cceur de la particule est un dérivé amphiphile de 1’acide hyaluronique (HA). Le HA
est un polysaccharide naturellement présent dans le corps humain et posséde la caractéristique de former

des complexes avec un récepteur membranaire des chondrocytes : le CD44.

Cette interaction spécifique est I’élément important de ces travaux de recherche. Grace a la présence de
HA modifié en surface des particules, nous espérons favoriser la reconnaissance des particules par les
chondrocytes aprés injection intra-articulaire. Idéalement, cette interaction va entrainer une
internalisation des particules, libérant ainsi les principes actifs encapsulés dans les cellules lors de la

dégradation de la matrice polymeére.

Ce manuscrit est divisé en cing chapitres décrivant les travaux effectués.

Le premier chapitre sera consacré a la vectorisation. Aprés une bréve explication de ce concept, nous
détaillerons les différents types de vecteurs pouvant étre utilisés au niveau biomédical, en insistant sur

les applications au niveau articulaire.

Dans le deuxiéme chapitre, nous présenterons 1’acide hyaluronique, ses propriétés chimiques, physico-
chimiques ainsi que biologiques puis nous mentionnerons les différents travaux reportés dans la
littérature pour modifier ce polysaccharide afin de lui conférer des propriétés physico-chimiques
différentes. Enfin, nous exposerons les résultats obtenus au cours de nos travaux, a savoir 1’estérification

du HA par des chaines hexyle et la caractérisation physico-chimique des dérivés amphiphiles obtenus.

L’utilisation des dérivés de HA synthétisés comme tensio-actifs pour stabiliser des émulsions fera 1’objet
du troisiéme chapitre. Nous y décrirons les conditions de formulation des particules que nous avons
définies ainsi que les résultats obtenus lors des essais d’encapsulation de molécules fluorescentes et de

molécules d’intérét.
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Le quatriéme chapitre sera consacré a 1’évaluation biologique des particules obtenues. Leur
biocompatibilité vis a vis des cellules de 1’articulation (chondrocytes et synoviocytes) a été évaluée in
vitro. La localisation de nanoparticules renfermant des molécules fluorescentes in vivo a ensuite été

effectuée, aprés injection intra-articulaire de ces particules dans des articulations de rats sains.
Le cinquiéme et dernier chapitre rassemble conditions expérimentales et théories.

Enfin, nous terminerons par les conclusions sur ces travaux ainsi que les différentes perspectives

envisagées pour les poursuivre et les améliorer.
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Chapitre I : La Vectorisation

I. Introduction

Les objectifs de la médecine et de I’industrie pharmaceutique sont de pouvoir proposer les traitements

les plus efficaces pour chaque maladie et ce a un cofit supportable pour la collectivité.

Si I’on peut traiter une maladie par I’administration de médicaments ou de principes actifs (PA), c’est
parce que I’on sait qu’une quantité suffisante des molécules vont atteindre leur cible dans I’organisme et
provoquer un effet bénéfique supérieur aux éventuels effets secondaires. C’est ce qu’on appelle la
biodisponibilité. On la définit comme le rapport entre la quantité de PA qui agit dans 1’organisme par

rapport a la quantité administrée.

L’inconvénient est que le plus souvent les molécules n’arrivent pas sur leur lieu de destination, soit parce
qu’elles sont dégradées avant, soit parce qu’elles sont phagocytées, qu’elles ne parviennent pas a

franchir les barric¢res biologiques (endothéliums, épithéliums) ou s’accumulent en d’autres endroits.

Ces inconvénients font que beaucoup de molécules aux effets thérapeutiques potentiellement intéressants
ont di étre abandonnées en raison d’une biodisponibilité faible qui peut se traduire par des cotts ou des

effets secondaires trop importants pour le service rendu.

Les solutions pour améliorer I’efficacité thérapeutique de ces molécules peuvent étre apportées pour
partie par les nanotechnologies. En effet, trés vite certains scientifiques ont compris que pour éviter
qu'un principe actif ne soit dégradé avant d’arriver a sa destination finale, il fallait le protéger de
maniére a prolonger sa durée de vie dans les différents fluides biologiques. Les principes de base de la

vectorisation étaient posés.

On peut définir ce concept comme étant le moyen de protéger une molécule de maniére a ce qu’une fois
administrée on puisse lui garantir un temps de résidence suffisant dans le corps humain pour atteindre
une cible prédéfinie et, si possible, favoriser sa localisation ainsi qu’éviter que sa présence dans d’autres
organes, tissus ou cellules ne provoque d’effets secondaires trop importants. Le vecteur employé peut
étre soluble ou insoluble dans les fluides biologiques, mais doit étre inactif du point de vue

thérapeutique.
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Dés lors, I’utilisation d’un vecteur peut apporter des améliorations considérables telles que :

- La diminution de la quantité de principe actif nécessaire pour dépasser le seuil d’efficacité
thérapeutique

- Une réduction des effets secondaires éventuels des molécules en limitant leur dispersion dans le
corps humain

- Lalimitation du nombre de prises de médicaments ou d’injections

Ces avantages permettent d’améliorer parfois considérablement la qualité de vie des patients et de

réduire significativement les colits d’un traitement.

Les vecteurs utilisables, s’ils doivent répondre a quelques critéres essentiels pour leurs applications (tels
que la biocompatibilité, I’absence de toxicité, une taille adéquate), sont seulement limités pour un
objectif donné par l’inventivité de 1’opérateur et les bénéfices qu’ils peuvent apporter lors d’un

traitement médical.

Dans la grande majorité des cas, ils consistent en des colloides dont la structure interne est soit pleine
c'est-a-dire formée d’une matrice (sphére), soit « creuse » ou plutét contenant un ceeur liquide (capsule).
Pour une utilisation par injection, la taille des vecteurs doit étre inférieure a quelques dizaines de um
(intraveineuse) et pour certains cas seulement quelques centaines de nm. On parle donc de

microparticules (microcapsules et microsphéres) et de nanoparticules (nanocapsules et nanospheres).

Nous détaillerons dans la suite de ce chapitre les différentes générations de vecteurs, les principes du
ciblage ainsi que les avantages de la vectorisation. Puis nous mentionnerons les principaux types de
particules qui ont été mises au point et sont employées pour la vectorisation de molécules d’intérét (PAs
ou agents de contraste). Enfin nous présenterons quelques exemples de particules utilisées comme

vecteurs dans le cas de pathologies articulaires.

II.  Les différentes générations de vecteurs

L’amélioration des procédés de vectorisation et la compréhension des phénoménes biologiques ont
permis de développer différents vecteurs qui peuvent étre utilisés en fonction des besoins. Il n’existe pas

de vecteur universel, chaque problématique posséde sa/ses propres solutions.

Ils peuvent étre classés en 3 groupes appelés générations correspondants a 1’évolution historique des

recherches'. Cette classification concerne surtout les systémes colloidaux de taille submicronique.
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A. Les vecteurs de 1°° génération : Les vecteurs hépato-spléniques

Ils correspondent a des particules de type liposomes et nanoparticules qui sont le plus souvent
constituées de polymére tel que le poly(acide lactique) (PLA) ou le poly(acide lactique-co-glycolique)
(PLGA) « nu » c'est-a-dire qu’ils ne possédent pas de groupements fonctionnels spécifiques en surface.
De fait, ces vecteurs sont généralement hydrophobes et présentent sur leur surface des groupements
anioniques (carboxylates pour le PLA ou le PLGA)*™*. Une fois injectés par voie intraveineuse, ils vont
s’accumuler préférentiellement dans le systéme réticulo-endothélial (RES), c'est-a-dire principalement le
foie, la rate et les reins. Ceci est le résultat de leur opsonisation rapide, quelques minutes aprés leur
injection. Ces vecteurs sont effectivement rapidement reconnus comme des corps étrangers et les
opsonines (protéines cationiques présentes dans le sang) vont s’adsorber sur leur surface pour favoriser
leur reconnaissance puis leur phagocytose par les macrophages’. Les macrophages sont présents en

nombre dans le foie et la rate ce qui explique la concentration des particules dans ces organes (tropisme

hépatosplénique).

Cette caractéristique est utile pour le ciblage de ces organes notamment dans le cas de cancer du foie. On
a pu ainsi vectoriser de la doxorubicine grice a des liposomes (Doxil®) qui vont s’accumuler dans le
foie. La localisation préférenticlle des particules permet de limiter les effets secondaires liés a la

.. . N . . . 1
doxorubicine qui peut étre toxique en particulier pour le coeur .

La taille des vecteurs est aussi un paramétre important : ils ne doivent pas &tre trop petits au risque d’étre
¢liminés par les reins dont les pores mesurent quelques nanométres de diamétre, ni trop gros car ils

risqueraient de boucher les plus petits capillaires sanguins.

B. Les vecteurs de 2°™ génération : Les vecteurs furtifs
Ces vecteurs ont été développés pour limiter, sinon bloquer, les phénoménes d’opsonisation et de
phagocytose. Il s’agit d’une évolution des vecteurs de premiére génération qui consiste & modifier leur
surface soit en recouvrant le polymére constitutif du colloide, soit en le modifiant pour rendre
I’adsorption des opsonines défavorable et ainsi permettre une prolongation du temps de résidence des
particules dans le systéme sanguin.
On parle alors de « furtivité » des vecteurs. Les molécules qui recouvrent la surface des particules vont

induire un encombrement stérique qui va empécher la reconnaissance du vecteur comme corps étranger.
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Ceci est basé sur les travaux de Pierre Gilles de Gennes (prix Nobel de physique 1991) et son concept de
répulsion stérique’.

La furtivité est particulié¢rement utile pour prolonger la durée de résidence des vecteurs dans la
circulation sanguine (et donc les principes actifs qu’ils contiennent). On passe d’un temps de circulation

1°° génération a quelques heures’ ce qui permet de cibler des

de quelques minutes pour les vecteurs de
organes autres que ceux du systéme hépatosplénique et notamment les tumeurs grace a 1’effet « EPR »
(Enhanced Permeability and Retention).

En effet, dans le cas de tumeurs, on observe une hausse de la vascularisation en périphérie de celles-ci et
donc potentiellement une plus grande accumulation des particules. Ce « ciblage » est particuliérement
favorisé en raison de « I’effet EPR » : au niveau des tissus pathologiques 1’endothélium vasculaire est

plus perméable qu’au niveau des tissus sains® de par I’existence de défauts dans la structure endothéliale

et la migration des particules des vaisseaux sanguins vers les tumeurs va étre favorisée (Figure I-1).

ﬁ- ‘n_ Tuor Tissue #

© Endothelial cell

< =
£ Nanoparticle

Figure I-1 : Représentation de 1’état de 1’endothélium cellulaire au voisinage des tissus sains (A) ou des tumeurs

(B) d’aprés Sinha ef al.’.
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Les principales molécules utilisées pour rendre furtives les particules sont les poly(éthyléne glycol)
(PEG) qui sont des polymeéres hydrophiles. A concentration suffisamment élevée, ils vont adopter une
conformation en forme de brosse, dite « end on » (Figure 1-2), a la surface de la particule et donc
considérablement limiter 1’interaction entre les opsonines et le vecteur. Cette conformation résulte du fait
que les PEGs sont greffés ou adsorbés sur la matrice par une de leurs extrémités. Lorsqu’un tensio-actif

possede plusieurs point d’attache sur la matrice, on observe une conformation « side-on » (Figure 1-2).

« end-on » « side-on »

Figure I-2 : Schéma représentant 1’adsorption de molécules tensio-actives (en rouge) a la surface de particules (en
bleu)'’. La conformation « end-on » est obtenue lorsque le tensio-actif ne posséde qu’un seul point d’ancrage tandis

que pour la conformation « side-on », la molécule posséde plusieurs sites de fixation.

C. Les vecteurs de 3°™ génération : Les vecteurs a reconnaissance moléculaire

Ils permettent un ciblage choisi des particules envers un type de cellule spécifique. Leur fonctionnement
suit le méme principe que le systéme « clef-serrure ».

Ceci implique que les caractéristiques de surface des cellules visées soient suffisamment connues et
différentes des autres pour que le ciblage soit efficace et que seules les cellules visées le soient
(accumulation préférentielle des particules et donc diminution des effets secondaires dus a la non
spécificité).

Ces vecteurs sont obtenus en greffant sur des vecteurs de 2°™ génération des molécules (anticorps,
ligands, ...) pouvant reconnaitre un marqueur particulier présent a la surface de la cellule ciblée'®. Une
fois dans le corps humain, les particules vont étre reconnues par les récepteurs de la membrane cellulaire
via la formation d’un complexe ligand-récepteur. Toutefois il existe un équilibre difficile a trouver entre
la furtivité nécessaire aux vecteurs pour qu’ils possédent une durée de vie suffisante pour atteindre leur
cible et la reconnaissance voulue'. La quantité de ligand présent a la surface des particules doit étre
suffisante pour favoriser le ciblage, mais si elle est trop importante la furtivité peut étre défavorisée
surtout si le ligand est hydrophobe et/ou chargé négativement et donc les particules vont étre considérées

comme des vecteurs de 17° génération et étre opsonisées.
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De I’acide folique'', des anticorps monoclonaux'? ou des peptides" ont, entre autres, été greffés en
surface de particules pour favoriser la reconnaissance avec un type cellulaire particulier.

Le ciblage actif d’un type cellulaire précis est obtenu grace aux vecteurs de 3™ génération. Il faut donc
avoir suffisamment de connaissance des récepteurs présents a la surface des cellules pour favoriser

I’accumulation des particules a proximité.

III.  Le ciblage

L’injection d’un vecteur chargé en principe actif dans 1’organisme ne suffit pas toujours a améliorer
I’effet de celui-ci. Il faut s’assurer que les molécules soient libérées au plus prés possible de la zone a
traiter sinon on risque de provoquer des effets secondaires, et d’observer 1’opsonisation du vecteur. La

libération a des endroits non stratégiques des principes actifs conduit a une intervention ratée.

Il existe plusieurs méthodes pour favoriser la présence des vecteurs a un endroit précis. Ce concept est

défini sous le terme de ciblage. Il a été proposé dés la fin du XIX“™ siécle par le Dr Paul Ehrlich (prix
Nobel de médecine 1908) qui a imaginé une « magic bullet », vecteur capable d’interagir spécifiquement

. 14
avec un tissu ou une cellule donné™".

Le ciblage constitue la délivrance du principe actif a proximité d’un tissu ou d’un type cellulaire. Il peut
se faire soit par accumulation du vecteur qui va libérer les molécules qu’il contient au fur et a mesure de
sa dégradation ou par endocytose, soit par déstabilisation de ce vecteur lorsqu’il circule a proximité de la

cible.
On distingue deux types de ciblage : passif et actif.

Le ciblage passif peut s’avérer nécessaire si les principes actifs a délivrer ne visent pas les organes du
systéme phagocytaire mononucléé (SPM); il repose principalement sur I’utilisation de moyens

physiques pour délivrer préférentiellement les principes actifs.

Le ciblage actif s’appuie sur I’interaction entre des récepteurs membranaires et des molécules présentes a

la surface des vecteurs pour favoriser I’accumulation des PAs au voisinage des cellules.

A. Voie d’administration
Un des paramétres les plus faciles a ajuster est la technique d’administration du vecteur dans

I’organisme. En fonction du lieu de délivrance souhaité des principes actifs, certaines voies seront plus
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intéressantes que d’autres. On peut citer I’injection intraveineuse pour cibler le foie ou la rate, une
injection intra-articulaire produira beaucoup plus d’effets qu’une intraveineuse si I’on cherche a atteindre
les chondrocytes du cartilage ou encore une absorption orale sera préférée si les muqueuses intestinales

sont ciblées.

B. Modifications de I’environnement
Il est connu que I’environnement chimique au voisinage des tumeurs est différent de celui des tissus
sains. Par exemple Tannock ef al. ont montré que le pH peut étre I€égérement plus acide en raison d’un
taux plus élevé de glycolyse aérobique et anaérobique' ou la température peut y étre plus élevée. La
formulation de vecteurs dont la structure est sensible au pH ou a la température est donc un bon moyen

o . e oL 16
de libérer des principes actifs a proximité de ces tumeurs .

C. Influence de paramétres extérieurs
Il est relativement aisé de « conduire» les vecteurs vers un lieu désiré au moyen d’un guidage
magnétique. Si les vecteurs renferment des molécules magnétiques, 1’application d’un champ local
suffisamment élevé permet la rétention et I’accumulation des vecteurs au niveau de la zone souhaitée.
L’inconvénient de ces vecteurs est leur possible toxicité aprés utilisation ainsi que leur difficulté

d’élimination.

De la méme fagon, une fois la zone atteinte, on peut favoriser la délivrance des principes actifs enfermés

en déstructurant les vecteurs par ultrasons ou par hyperthermie locale'”.

Dans les cas de cancer, les cellules tumorales expriment a leur surface des récepteurs au folate par
conséquent leur ciblage est facilité si les particules possédent de 1’acide folique au niveau de leur

couverturelg.

La combinaison entre ciblage actif et ciblage passif peut étre une solution si les récepteurs visés ne sont
pas spécifiques a un type cellulaire. C’est le cas de nos travaux ou les particules sont recouvertes de
hyaluronate (HA) amphiphile qui peut étre reconnu par les récepteurs CD44 présents en surface des
chondrocytes (ciblage actif) et dont I’administration se fait par injection intra-articulaire (ciblage passif)

pour favoriser la présence de ces particules a proximité des cellules.
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IV. Les avantages de la vectorisation

A. La protection de la molécule encapsulée
Beaucoup de molécules biologiquement actives sont instables physico-chimiquement ou
biochimiquement lorsqu’elles se trouvent dans le corps humain. Leur encapsulation dans des vecteurs
permet de les protéger contre I’inactivation chimique, enzymatique ou immunologique. De cette maniére
on peut améliorer les propriétés pharmacocinétiques de ces molécules, ce qui est utile si les principes

actifs choisis sont a faible durée de vie in vivo.

B. Une réduction des effets secondaires et/ou toxiques des principes actifs
Pour certaines maladies, notamment le cancer, les molécules employées comme traitement peuvent
s’avérer toxiques alors qu’il est nécessaire d’en injecter des quantités importantes et/ou de répéter les
injections pour obtenir un effet thérapeutique. L’encapsulation de ces principes actifs dans des vecteurs

permet une libération prolongée des PAs et donc une diminution du nombre d’injections.

C. L’amélioration des profils pharmacocinétiques
Il s’agit de moduler les fluctuations de la concentration en principes actifs dans le corps humain afin
qu’elle ne soit ni trop faible ni trop forte. En effet, pour qu’il puisse exercer son role, un PA doit étre
présent en quantité suffisante (au-dela du seuil d’efficacité minimum) sans toutefois dépasser son niveau
toxique. Les injections de PAs dans I’organisme conduisent a une présence en quantité importante de
celui-ci quelques instants aprés son administration puis a une diminution rapide de sa concentration, ce
qui conduit a répéter les injections. L’emploi de particules permet de délivrer les PAs de maniére
prolongée, par diffusion ou par dégradation de la matrice, et donc de niveler sa concentration au fil du

temps. Cette modification du profil pharmacocinétique est représentée par la figure I-3.
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Figure I-3 : Diagramme représentant 1’évolution de la concentration en principes actifs dans la circulation sanguine

apres injection selon qu’ils soient encapsulés dans des particules (en vert) ou non (en rouge).

D. La sélectivité de la libération
Si les caractéristiques du vecteur employé sont suffisamment connues, on peut limiter la biodistribution
des PAs au sein de I’organisme et favoriser I’accumulation des vecteurs a proximité de la zone a traiter
en recouvrant leur surface par des molécules ciblantes. Cette sélectivité permet de diminuer

considérablement les effets secondaires engendrés par la présence de PAs au niveau des organes sains.

V. Les différents types de vecteurs particulaires

Les travaux effectués depuis plus de 50 ans afin d’améliorer la vectorisation de PAs ont permis de
développer différents types de particules pouvant remplir des fonctions diverses. Elles peuvent contenir
des molécules « tragantes » qui, aprés accumulation dans un organe ou un type cellulaire spécifique, vont
faciliter I’établissement d’un diagnostic (visualisation de tumeur en IRM) ou bien vectoriser des
molécules d’intérét thérapeutique permettant de traiter une pathologie. Ces particules sont composées de
molécules organiques ou inorganiques. Elles doivent étre biocompatibles et non toxiques, idéalement

biodégradables ou, a défaut, étre éliminées par les voies naturelles.

Nous décrirons par la suite les principales particules organiques et inorganiques pouvant étre employées

au niveau médical, qu’elles soient a vocation thérapeutique ou de diagnostic.

29



A. Les particules organiques
Ce sont les vecteurs les plus étudiés pour la délivrance de molécules d’intérét. Ils sont le plus souvent
constitués de polymeéres d’origine naturelle ou synthétique et sont biocompatibles. Ils permettent

d’encapsuler différentes molécules qu’elles soient hydrophiles ou hydrophobes.

Compte-tenu de la trés grande variété de polyméres utilisables, nous ne mentionnerons ici que les

principaux.

1) Les liposomes

Les premiers travaux sur les liposomes ont été effectués par Bangham et al. en 1965 et sont considérés
comme la base de la vectorisation. Les liposomes sont constitués principalement par des phospholipides
qui s’associent en milieu aqueux pour former des vésicules composées d’une ou plusieurs bicouches

lipidiques renfermant une phase aqueuse (Figure 1-4).

Les phospholipides sont des molécules amphiphiles. Lorsqu’ils se trouvent en milieu aqueux ils vont
donc s’organiser de mani¢re a minimiser les interactions entre leur partiec hydrophobe et 1’eau ce qui
conduit a la création de la bicouche dont I’épaisseur est environ égale a deux fois la longueur du plus

grand lipide impliqué.

La taille des liposomes varie en fonction des molécules employées ainsi que des conditions de

formulation, de quelques dizaines de nanomeétres a plusieurs micromeétres de diamétre.

Figure I-4 : Représentation d’un liposome d’aprés

http://www.lyposphericnutrients.fr/ReasearchAndDevelopment.aspx.
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a) Synthése des liposomes

La principale méthode de préparation des liposomes consiste en ’hydratation de films lipidiques. Il
s’agit en général de dissoudre les phospholipides dans un solvant organique qui va ensuite étre évaporé
de maniére a créer un film, puis d’hydrater ce dernier. Ceci conduit a la formation de liposomes
multilamellaires (MLV : Multi Lamellar Vesicle) de tailles diverses qui subissent ensuite un traitement

physique afin d’obtenir des vésicules constituées d’une seule bicouche lipidique et de taille homogéne .

On peut obtenir respectivement des liposomes de petite taille (SUV : Small Unilamellar Vesicle) ou de
grande taille (LUV : Large Unilamellar Vesicle) selon que ’on utilise des ultrasons ou des cycles de

congélation/décongélation pour déstabiliser les MLV.

b) Utilisation

Au niveau biomédical, les liposomes sont utilisés comme vecteurs de principes actifs®. On peut y
encapsuler des molécules hydrophiles (dans le cceur de la vésicule), hydrophobes (au niveau de la
bicouche) voire méme des composés amphiphiles qui vont étre situés a I’interface bicouche/phase
aqueuse interne. Apres injection dans le corps humain, les liposomes vont pouvoir libérer les principes
actifs qu’ils renferment a proximité des cellules ou a I’intérieur de celles-ci aprés endocytose ou fusion

avec la membrane cellulaire.

Plusieurs médicaments utilisent des liposomes afin de délivrer leurs principes actifs. C’est le cas
notamment du DaunoXome® (NeXstar Pharmaceuticals, Inc.) qui encapsule de la daunorubicine. On
peut également citer I’AmBisome” (Gilead Sciences / Fujisawa Healthcare) qui contient de
I’amphotéricine B dans la bicouche lipidique du liposome.

L’industrie cosmétique utilise aussi les liposomes. Ils permettent de délivrer en application locale des
molécules généralement solubles dans des phases huileuses ou alcooliques limitant ainsi les problémes

d’irritation.

¢) Inconvénients
Bien qu’ils soient faciles a préparer, les liposomes présentent quelques inconvénients. Une fois dans
I’organisme, ils sont facilement phagocytés par les macrophages et accumulés dans le foie ou la rate.

Pour limiter ces phénoménes on peut rendre « furtifs » les liposomes en greffant a leur surface des PEGs
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ou d’autres molécules”. De la méme maniére, il est possible de modifier la surface afin de cibler

préférentiellement certaines cellules.

Les inconvénients majeurs des liposomes demeurent la faible quantité de principes actifs encapsulables,

ainsi que leur instabilité physique™.

2) Les particules polymeéres

Ces particules désignent des systémes de type cceur-couronne (core/shell) comportant une matrice solide
de polymeére recouverte d’une couronne hydrophile adsorbée ou greffée pour assurer leur stabilisation in
vivo. Le PA peut étre encapsulé dans le cceur, adsorbé ou conjugué a la surface des particules. Elles
présentent une meilleure stabilité in vivo et lors de leur stockage que les liposomes. Leur taille varie de
quelques dizaines de nanomeétres a quelques micrométres de diamétre.

Les nanoparticules a base de polyméres synthétiques ont été pour la premicre fois décrites par Couvreur

et al. en 1979 avec la préparation de nanosphéres de poly(cyanoacrylates d’alkyles) (PACA).

a) Les méthodes de préparation des particules polyméres
De nombreuses techniques de formulation des particules polyméres ont été développées. On peut les

classer en deux groupes :

- Les particules obtenues par polymérisation de monomeéres en milieu dispersé.

- Les particules préparées a partir de polyméres préformés.

La méthode de préparation des particules est déterminée par ’opérateur en fonction des objectifs

d’utilisation, des principes actifs a encapsuler, du polymeére cceur utilisé, ...

Nous détaillerons dans cette section les principales méthodes de formulation des particules polyméres
ainsi que certaines de leurs applications pour I’encapsulation de principes actifs hydrophobes et

hydrophiles le cas échéant.
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(a) La synthese de particules par polymérisation

* Polycondensation interfaciale

Elle consiste a faire réagir deux monomeéres, I’un hydrosoluble et I’autre liposoluble, a I’interface entre
une phase aqueuse et une phase organique. Pour encapsuler un principe actif lipophile, celui-ci est
solubilisé avec le monomeére hydrophobe dans un solvant organique et 1’on réalise I’émulsion de cette
phase huileuse dans une phase aqueuse contenant du tensio-actif puis on ajoute le second monomeére (qui
est hydrophile) pour amorcer la réaction de polymérisation. Cette technique permet de préparer des

23
nanocapsules™.
*  Polymérisation en dispersion

Cette technique joue sur le fait qu’un monomére soluble dans une phase aqueuse va polymériser et
former des oligoméres qui vont devenir insolubles dans cette phase. L’ajout de surfactant dans le milieu
permet de stabiliser et de contrdler la taille des particules formées. L’amorgage de la polymérisation se

fait par irradiation ou par ajout d’amorceurs chimiques ce qui risque de dégrader le principe actif.
*  Polymérisation en émulsion

La technique de polymérisation en miniémulsion a été décrite pour la premicre fois par Couvreur et al.
en 1979 pour préparer des nanoparticules de PACA 4 visées biomédicales™. Dans ce cas, le monomére
est insoluble (ou partiellement soluble) en phase aqueuse. On va former une émulsion des monoméres
dans la phase aqueuse grice a des tensio-actifs (polysaccharides®™, PEG™,...). L’amorgage de la
polymérisation se fait en général par les ions hydroxydes du milieu. Pour 1’élaboration de particules de
PACA, le pH est le paramétre clé de cette technique, il détermine la taille finale des particules, en

revanche ce n’est pas le cas pour des particules a coeur de PLA ou PLGA.

Ces techniques de polymérisation présentent de nombreux inconvénients en vue d’une utilisation
biomédicale des particules obtenues. Il est en effet difficile de les purifier et donc chaque lot risque de
contenir des traces de solvant organique, de surfactants, de monomeéres n’ayant pas réagi ou
d’oligoméres. Ces impuretés risquent de dégrader le principe actif encapsulé ou de provoquer des effets

indésirables au contact des cellules.

C’est pour cela que la majorité des particules utilisées dans le domaine de la santé sont préparées avec

des polymeres déja formés.
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(b) Formulation de particules a partir de polymeres préformés

Ces techniques présentent plusieurs avantages par rapport aux procédés de polymérisation :

- Les polyméres utilisés sont bien caractérisés, possédent des propriétés physico-chimiques
définies et I’on peut travailler avec des échantillons de faible polymolécularité.

- On s’affranchit de 1’étape d’élimination des réactifs (monoméres, amorceurs, catalyseurs).

- Il n’y a généralement pas de réaction chimique possible avec le principe actif pendant la

formulation des particules.
Voici un apergu des principales techniques de formulation :

(i) L’ émulsion/évaporation de solvant organique

Cette technique a été décrite pour la premiére fois en 1981 afin de préparer des particules de PLA*. Un
polymére hydrophobe est solubilisé avec le principe actif dans un solvant organique non miscible a I’eau
(dichlorométhane, ...). Le mélange est émulsifié par addition de cette solution a une phase aqueuse
contenant un tensio-actif (PVA, SDS, ...) puis agitation du systéme. La taille des gouttelettes, et donc
des particules finales, est inversement proportionnelle a la quantité d’énergie fournie au moment de

I’agitation et dépend de la quantité de tensio-actif utilisée.

Le solvant organique est ensuite éliminé par évaporation en chauffant le systéme ou par pression réduite
sous agitation ce qui entraine la précipitation du polymeére et conduit a la formation des particules

stabilisées par une couche surfacique de tensio-actifs adsorbés.

Une alternative consiste a rajouter un grand volume d’eau pour faire diffuser le solvant organique. On

parle alors d’émulsion/extraction de solvant.

(ii) Nanoprécipitation

Pour cette technique décrite par Fessi et al. en 1986, le solvant organique utilisé est miscible & ’eau en
toute proportion. L’acétone et 1’éthanol sont les solvants les plus employés. La solution organique
contenant le principe actif et le polymére est injectée au goutte a goutte dans une solution aqueuse
contenant ou non un tensio-actif. Le solvant organique va diffuser instantanément vers la phase
dispersante en provoquant la précipitation des particules. On peut par cette technique former des
capsules si une huile dans laquelle le polymére est insoluble est ajoutée a la phase organique. Aprés

évaporation du solvant, le polymére va se placer a I’interface entre 1’huile et la phase aqueuse.
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Cette technique permet d’encapsuler avec de bons rendements les principes actifs lipophiles. Les
principes actifs hydrophiles vont quant a eux diffuser dans la phase aqueuse et les rendements sont trés

faibles. De plus, il est difficile d’obtenir des populations de particules monodisperses.

(iii) Coacervation

La coacervation permet de préparer des microparticules en jouant sur la solubilité d’un polymére en
phase aqueuse ou organique. La solubilité du polymére est diminuée par ajout de quantité importante
d’un agent de coacervation (un autre polymeére), un électrolyte, un non solvant ou en modifiant la
température. Le polymeére se désolvate et coalesce ce qui conduit a la formation de gouttelettes. Cette
variation va provoquer la formation de deux phases : le coacervat qui est riche en polymeére et une phase

pauvre en polymere.

Cette technique nécessite la réalisation d’un diagramme ternaire (solvant, polymére et agent de

coacervation) afin d’optimiser les conditions d’encapsulation.

(iv) Les fluides supercritiques (FSC)

La formulation de particules grace aux fluides supercritiques semble étre une alternative intéressante
pour I’industrie pharmaceutique. En effet, les autres méthodes utilisent presque systématiquement des
solvants organiques pour solubiliser la matrice de polymére qui constitue le coeur des particules. Ces
solvants ne sont pas toujours entiérement éliminés a la fin du procédé de formulation et les traces
contenues dans les particules peuvent entrainer des effets indésirables plus ou moins marqués lors de leur

utilisation (toxicité vis-a-vis des cellules, dégradation du PA, ...)"

Un fluide est a 1’état supercritique lorsque sa température et sa pression sont supérieures a sa température
et sa pression critiques (Tc et Pc). Dans ce cas, ses propriétés sont intermédiaires entre un gaz et un
liquide. Le fluide supercritique le plus utilisé est le scCO, (Tc : 31,1°C, Pc : 73,8 bars), particuliérement
dans I’agro-industrie (décaféination du café). Il est peu cher a produire, non toxique et posséde

d’excellentes propriétés de solvant™.

Il existe deux méthodes de formulation de particules grace aux fluides supercritiques selon qu’ils soient

utilisés comme solvants ou non solvants.

(a) SAS (Supercritical Anti Solvent)
Le polymeére et le principe actif sont dissous dans un solvant et cette solution est atomisée dans un fluide
en phase supercritique qui joue alors le role de non solvant. Le solvant va étre extrait des gouttelettes

rapidement et les particules formées vont précipiter’.
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(b) RESS (Rapid Expansion of Supercritical Solution)
Ici le fluide supercritique est utilis¢é comme solvant du polymére et du principe actif. La solution
supercritique est nébulisée dans un milieu ou la pression est inférieure a la Pc. L’expansion rapide du

fluide entraine la précipitation du polymére et la formation de particules.

Cette technique nécessite de travailler avec un couple polymeére/PA solubles dans le FSC.

(v) Salting out

A la maniére de la nanoprécipitation, le procédé de salting out nécessite 1’utilisation d’un solvant
organique miscible a I’eau tel que I’acétone. Cette phase organique contenant le principe actif et le
polymére est émulsionnée par agitation dans une solution aqueuse saturée en électrolyte (MgCl) et
contenant un stabilisant. Le sel empéche la diffusion du solvant organique et donc ce systéme biphasique
va former une émulsion stable ce qui permet de contrdler la taille des gouttelettes. La précipitation des
particules se fait par ajout d’un grand volume d’eau qui dilue la concentration en sel et permet la
diffusion du solvant organique. Des étapes de lavage sont nécessaires si les sels utilisés ne sont pas

compatibles avec 'utilisation voulue des particules.

b) Les principaux constituants des particules polymeéres

(a) Matériaux coeur

Les propriétés physico-chimiques du polymére qui constitue le ceeur des particules vont influencer la
quantité de PAs encapsulable ainsi que sa cinétique de libération. Les molécules liposolubles seront
facilement encapsulées dans des matrices de polymére hydrophobe formant des nanoparticules. En
revanche les molécules hydrosolubles vont plutot se positionner a 1’interface cceur/couronne ou peuvent
étre encapsulées dans la matrice par exemple via une préparation par double émulsion/évaporation de

solvant mais dans ce cas la taille des particules va considérablement augmenter.

Les polyméres employés sont principalement hydrophobes ou nécessitent une hydrophobisation
préalable comme pour les poly(acides aminés). IIs doivent étre biocompatibles, non toxiques et pouvoir

étre dégradés ou excrétés par I’organisme.
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(i) Les poly(cyanoacrylates d’alkyle) : PACAs
Les PACAs (Figure I-5) sont des polyméres principalement connus pour leurs propriétés adhésives
exceptionnelles (SuperGlue®). Ils sont notamment utilisés comme bioadhésifs pour coller des piéces

métalliques aux os (rotule artificielle) ou en chirurgie pour refermer une plaie sans sutures.

Les PACAs sont des polyméres hydrophobes biocompatibles et non toxiques, obtenus par

polymérisation de cyanoacrylates d’alkyles.
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Figure I-5 : Unité de répétition du PACA.

Ce sont les premiers polymeéres a avoir été décrits pour 1’utilisation comme matrice de particules a visée
thérapeutique. Dés 1979, Couvreur ef al. ont proposé un moyen de préparer des nanosphéres de PACA

24,31

par polymérisation en émulsion” . Depuis, de nombreux articles ont concerné les PACAs et notamment
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leur emploi pour la vectorisation de molécules anticancéreuses™.

Les procédés de dégradation des PACAs dans 1’organisme ne sont pas totalement connus. Il semble
néanmoins que dans le sang des estérases clivent ces molécules et que les produits possédent une masse
molaire suffisamment faible afin de les rendre hydrosolubles et de faciliter leur élimination par les reins.
Les monomeéres sont toxiques, toutefois il semble que la dégradation du polymeére ne produise pas de

. . 33
taux significatifs de monomeéres™.

(ii) Les polyesters
Les polyesters employés ici sont biocompatibles, biodégradables (par dégradation de la liaison ester) et

peuvent étre d’origine synthétique ou naturelle.

(a) Les poly(a-hydroxy esters)
Ce sont sans conteste les polyméres les plus étudiés pour la préparation de particules et leur utilisation

biomédicale. La poly(e-caprolactone) (PCL), le poly(lactique acide) (PLA), le poly(acide glycolique)
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(PGA) et leur copolymére poly(acide lactique-co-glycolique) (PLGA) sont des composés synthétiques et
hydrophobes biocompatibles et biodégradables dans I’organisme (Figure 1-6). Ils sont approuvés par la

FDA pour différentes applications™*.
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Figure I-6 : Représentation des unités de répétition des principaux poly(a-hydroxy esters).

De nombreux PAs hydrophobes ont été encapsulés dans des nanoparticules de PCL, PLA, PGA ou

36,37 . -
~'. En revanche, en raison de leur nature anionique,

PLGA tels que des protéines® ou des anticancéreux
on observe de faibles rendements d’encapsulation pour les ADNs et ARNSs.

Le PLGA est le polymére qui se dégrade le plus vite en raison de sa faible cristallinité contrairement a la
PCL. Une fois dans I’organisme, les particules vont se dégrader par clivage des liaisons ester et, au final,
on obtient les monoméres tels que I’acide lactique qui sont naturellement présents dans le corps

.38 . . . . . . . . .
humain™. La dégradation est autocatalysée et favorisée par I’existence de microdomaines acides au sein

de la matrice®. Cette acidité locale peut poser probléme pour les PAs encapsulés.

(b) Les poly(hydroxy alkanotes)
Ce sont des polymeéres naturels, synthétisés par des bactéries a partir de sucres ou de lipides. Le plus
connu est le PHB ou poly(hydroxybutyrate) qui est hautement cristallin (entre 60 et 90 %) et donc se
dégrade trés lentement™. De fait, on préférera Iutiliser sous forme de copolyméres tel que le PHBV :

poly(hydroxybutyrate-co-valérate)*' (Figure I-7).
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Figure I-7 : Unités de répétition constitutives du a) poly(hydroxybutyrate) : PH3B, du b) poly(hydroxyvalérate) :
PHV et du ¢) poly(hydroxybutyrate-co-valérate) : PHBV.

(c) Les poly(f-amino esters)
Les PbAEs (Figure I-8) sont des polyméres hydrophobes qui possédent des propriétés physico-chimiques
intéressantes car ils sont sensibles au pH. Ainsi, & pH acide ils présentent des motifs cationiques pouvant
s’associer avec I’ADN permettant de mieux I’encapsuler et le protéger que les matrices de PLGA*'. Des
particules cceur/couronne de PbAE/PEG pH sensibles ont été développées et se déstructurent a un
pH<6,5 qui correspond aux conditions d’acidité que I’on retrouve a proximité des tumeurs. Ils
constituent donc un matériau de choix pour la formulation de particules pouvant vectoriser des

anticancéreux™®.
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Figure I-8 : Représentation de 1’unité de répétition d’un PbAE.

(iii) Les poly(acides aminés) : PAAs
Les principaux PAAs sont la poly(lysine), la poly(histidine) ou le poly(glutamate) (Figure 1-9). Ce sont

des polymeéres naturels et hydrophiles qui sont biocompatibles et dégradables par voie enzymatique.
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Figure I-9 : Unité de répétition de la poly(lysine) (a), de la poly(histidine) (b) et du poly(glutamate) (c).

Ils sont moins utilisés que les autres polymeéres pour la formulation de particules car ils doivent

préalablement étre modifiés ou peuvent se complexer avec des molécules anioniques tel que I’ADN™.
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(b) Les principaux polymeres de surface
Le matériau cceur des nanoparticules polymeéres est le plus souvent hydrophobe ; il faut donc les
recouvrir d’une couche hydrophile pour éviter leur agrégation dans les solvants aqueux. Le

recouvrement de la surface peut se faire par adsorption ou greffage a I’aide de molécules amphiphiles.

Voici un apergu des principales molécules utilisées comme constituants de la couronne des particules

polymeéres :

(i) Le poly(éthylene glycol) (PEG)

Les poly(éthyléne glycols) sont les polyméres les plus étudiés pour le recouvrement de particules. Ce
sont des polyéthers non ioniques et cristallins qui sont solubles dans I’eau indépendamment de leur
masse molaire. Ils sont de plus biocompatibles et faiblement immunogénes, c¢’est pourquoi ils sont
approuvés par la FDA notamment pour des applications pharmaceutiques, cosmétiques et méme
alimentaires*. En revanche ils ne sont pas biodégradables. Pour ces applications on préférera employer
des PEGs de masse molaire inférieure a 20 000 g/mol car au-dela ils deviennent difficiles a éliminer par

I’organisme.

Les PEGs sont obtenus principalement par polymérisation par ouverture de cycle de I’oxyde d’éthyléne

(figure 1-10).
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Figure I-10 : Schéma de la synthése des PEGs par ouverture de cycle de I’oxyde d’éthyléne.

Les chaines de PEG sont inertes chimiquement mais on peut coupler ce polymére a d’autres molécules
via le groupement hydroxyle terminal ce qui permet d’obtenir des molécules amphiphiles qui peuvent

s’adsorber a la surface de matrices hydrophobes.

Parmi ces dérivés amphiphiles on peut citer la famille des poloxamers et poloxamines qui sont des
copolymeéres de PEG et de poly(propyléne glycol) (PPG) dont on peut faire varier le rapport
hydrophile/hydrophobe selon les quantités de chaque polymeére. Par la suite, des copolyméres diblocs de
type PEG-b-PLA (ou PCL et PLGA) ont été synthétisés pour améliorer I’adsorption a la surface de

matrices polyméres hydrophobes®.

Plusieurs systémes nanoparticulaires a base de PEG sont présents sur le marché des médicaments pour
traiter I’hépatite C : le Pegasys” (Hoffman La Roche) et le Peg Intron” (Schering Plough) qui permettent

46,47

de vectoriser ’interféron o2a et o2b respectivement”"'. Dans ce cas le principe actif est lié

chimiquement aux chaines de PEG.

(ii) Les poly(vinyles)

(a) Le poly(alcool vinylique) : PVA
Le polymeére est obtenu par hydrolyse d’une partie des fonctions acétate du poly(acétate de vinyle) qui
lui-méme résulte de la polymérisation de 1’acétate de vinyle. Le PVA (Figure I-11) consiste donc en un

copolymere statistique d’acétates et d’alcools vinylique et le degré d’hydrolyse indique la proportion de
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fonctions alcool dans le polymére. Son hydrophilie dépend du degré d’hydrolyse et de sa masse molaire.
Les unités acétate étant hydrophobes et les unités alcool étant hydrophiles, le PVA présente un
comportement amphiphile, c’est pourquoi il intervient fréquemment dans la stabilisation de vecteurs
colloidaux. Lors de la formulation de particules type cceur/couronne, le PVA peut étre 1’unique

. . 48 . o .. 49
émulsifiant™ ou servir de stabilisant additionnel™.

(b) La poly(N-vinyl-pyrrolidone): PVP

Les PVPs (Figure I-11) sont des polyméres hydrophiles neutres et biocompatibles, solubles dans 1’eau et
les solvants polaires™. Ils sont utilisés pour la cryoprotection des cellules’ ou la lyoprotection des
protéines.

Les PVPs sont aussi employés pour recouvrir les matrices hydrophobes de nanoparticules : par exemple
Gaucher ef al. ont développé des copolymeéres amphiphiles PVP-b-PLA pour stabiliser des matrices de
PLA. Les NPs alors obtenues sont cependant éliminées assez rapidement dans I’organisme par
opsonisation. Ceci semble di au fait que les PVPs sont rigides et donc recouvrent moins bien la surface

. . 53
des particules en comparaison avec le PEG™.
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Figure I-11 : Unité de répétition du PVA (a) et de la PVP (b).

(iii) Les polysaccharides

Les polysaccharides sont des polymeéres naturels dont 1’unité de répétition est composée de sous unités
saccharidiques. Ils sont hydrophiles, biocompatibles et dégradables par les cellules. Leur utilisation
comme couronne des particules pour la vectorisation de PAs est largement étudiée depuis quelques
années. IIs sont une alternative intéressante aux polymeéres synthétiques car mieux tolérés par le corps

humain. Néanmoins leur inconvénient majeur est la difficulté de contréler de maniére suffisamment fine
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leur masse molaire. On est donc amené a travailler avec des lots polydisperses et hétérogénes selon leur

mode de préparation ce qui limite la reproductibilité d’une synthése a 1’autre.

Parmi les polysaccharides les plus étudiés, nous décrirons le chitosane, 1’alginate et le dextrane. Le
hyaluronane et ses dérivés seront 1’objet du chapitre II de cette thése. La structure chimique de ces

molécules est représentée dans la figure I-12.
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Figure I-12 : Structure chimique des principaux polysaccharides employés pour la vectorisation.

(a) Le chitosane
Le chitosane est un dérivé de la chitine présente essentiellement dans la carapace des crustacés, c’est
donc une molécule abondante (la plus abondante aprés la cellulose) ce qui la rend peu colteuse. La
chitine est déacétylée pour obtenir le chitosane, polysaccharide linéaire composé d’un enchainement

d’unités glucosamine et de N-acétyl glucosamine.

Le degré d’acétylation (DA) du chitosane va déterminer ses propriétés. Il est soluble a pH acide (entre 2
et 6) lorsque son DA est inférieur a 25 % ; aux alentours de 50 % il est soluble quel que soit le pH ; au-
dela de 60 %, & cause de I’établissement de liaisons hydrogéne, il est insoluble pour des pH>6>". La
solubilité est aussi dépendante de la masse molaire du chitosane, elle augmente lorsque la masse molaire

du polymére diminue.
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Le chitosane est un polymére cationique ce qui lui permet d’interagir avec la membrane des muqueuses

55,56

par interaction ionique™". Il est considéré comme biocompatible et non toxique.

Il permet de recouvrir des particules type cceur/écorce pour prolonger leur temps de résidence dans
’organisme. Pour cela il peut étre utilisé tel quel’’ ou avoir été préalablement hydrophobisé¢®. Du
chitosane « natif » a par exemple été utilisé pour stabiliser des NPs de PLGA par nanoprécipitation ;

. . .. . 56
celles ci renfermant du paclitaxel en vue d’une administration orale™.

Il peut aussi étre utilisé seul comme vecteur non viral pour la délivrance de plasmides® car le chitosane
peut faire des complexes avec I’ADN et I’ARN via des interactions électrostatiques. La préparation de
NPs de chitosane par gélation ionotropique est une méthode décrite par Calvo ef al. en 1997%, qui
consiste en 1’interaction électrostatique entre les groupements amine du chitosane et un polyanion tel que

le tripolyphosphate®'.

Le chitosane est donc un polysaccharide trés utile pour la délivrance de principes actifs dans

I’organisme.

(b) L’alginate
L’alginate est extrait d’algues; c’est un polysaccharide anionique linéaire constitué de dérivés du

mannose : I’acide a-L-guluronique et I’acide f-D-mannuronique.

Les alginates peuvent former des liaisons ioniques via leurs groupements carboxylate, notamment en
présence de cations bivalents tel que Ca®" ou aprés modification chimique. Ils adoptent des changements
de conformation ce qui peu conduire a la formation de gels. On peut ainsi 1’utiliser dans 1’organisme
comme matériau de comblement et/ou y piéger des cellules”, enzymes ou diverses molécules

hydrophiles® qui seront libérés par diffusion ou lors de 1’érosion du gel.

Ils interviennent aussi dans la formulation de particules coeur/couronne comme stabilisant de la matrice

hydrophobe®.

(c) Le dextrane
C’est un polysaccharide neutre et hydrophile obtenu par fermentation de sucrose catalysée par une
enzyme : la dextranase-sucrase. Il est composé d’un enchainement o-1,6 d’unité glucopyranose et

possédant des chaines latérales pouvant étre en a -1,2, a -1,3 ou a -1,4. La bactérie Leuconostoc
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Mesenteroides (souche Lm NRRL-B 512F) est le microorganisme le plus employé pour la production
commerciale du dextrane, notamment pour des applications dans les secteurs pharmaceutique et

. . 65
biochimique™.

Le dextrane est biocompatible et biodégradable. Une fois dans 1’organisme il va étre réduit en glucose
par la dextranase (a-1-glucosidase), enzyme présente dans les organes du SPM (systéme des phagocytes
mononucléés). L’enzyme dégrade le dextrane indépendamment de sa masse molaire. Le glucose ainsi

formé est ensuite converti en CO, et H,O.

Le dextrane natif peut étre modifié grace a la présence de nombreux groupements hydroxyle sur la

molécule, trois par unité de répétition, afin de lui conférer des propriétés physico-chimiques différentes.

L’emploi du dextrane au niveau biomédical nécessite que celui-ci posséde une masse molaire supérieure
a 7 000 g/mol afin d’éviter son élimination par le systéme rénal®®®’. Ces caractéristiques
(biocompatibilité et biodégradabilité) en font un polymére de choix pour une utilisation biomédicale ; il

6768 car il est hémocompatible et posséde des

est par exemple utilisé comme substitut du plasma sanguin
propriétés anti-thrombiques. En France, ces substituts sont commercialisés sous les noms de

Rhéomacrodex® et Macrodex®.

La vectorisation de principes actifs grace au dextrane est largement documentée. Lié de fagon covalente
aux molécules d’intérét, il peut par exemple servir de prodrogue et ainsi prolonger la durée de vie des
principes actifs dans les fluides corporels®”. Le LCPM s’est spécialisé dans la modification du dextrane
pour lui conférer des propriétés tensio-actives . Ainsi des oligoméres de PLA”"""* ou encore des chaines
alkyle™ ont pu étre greffées sur ses fonctions hydroxyle ; ces dérivés amphiphiles ont ensuite été utilisés

comme stabilisants externes lors de la formulation de particules polyméres a cceur de PLA™".

Les nanoparticules polymeéres sont des vecteurs efficaces, particuliérement pour la délivrance de
molécules hydrophobes. La grande variété de polymeéres utilisables ainsi que les différentes techniques
de préparation permettent leur utilisation pour de nombreuses applications (Tableau I-1).

Toutefois leur stabilité est limitée : lors des périodes de stockage on observe une tendance a 1’agrégation.
L’encapsulation de molécules hydrophiles reste délicate et conduit a de faibles rendements ou a des

tailles de particules importantes et leur production a grande échelle est difficile.
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ceeur couronne molécule encapsulée objectif réfs
PLA PVA TNF o gastrointestinal "
PEG (PEG-b- maladies inflammatoires 75
PLA/PLGA betaméthasone ] .
PLA/PLGA) immunologiques
PEG (PEG-b- protéine/peptides/facteurs de ) 2
PLGA ) pulmonaire
PLGA) croissance
PLGA PEG rhodamine B isothiocyanate biodistribution aprés IV 7
PLGA/SPIO PVA Dexaméthasone intra-articulaire ®
PLGA PVA naproxen AINS pour traiter 'arthrite 8
PLGA chitosane DNA/RNA cancer du poumon »
PCL chitosane virus recombinant (HINT1) grippe 80
PACA PEG a-f3-peptide maladie d'Alzheimer il
PACA dextrane - - 82
Tableau I-1 : Exemples d’utilisation des nanoparticules polymériques pour la vectorisation de principes actifs.

¢) Encapsulation de molécules hydrosolubles

Plusieurs techniques permettent d’obtenir des particules polyméres contenant des molécules

hydrosolubles. Il s’agit principalement de 1’émulsion/évaporation de solvant, la coacervation ou encore

la polycondensation interfaciale.

La technique la plus documentée est sans conteste la double émulsion/évaporation de solvant. Dans ce

cas une émulsion primaire eau/huile est préparée et les molécules a encapsuler sont solubilisées dans la

phase aqueuse interne. Il est généralement nécessaire d’utiliser un tensio-actif pour stabiliser cette

émulsion primaire dite émulsion interne. L’émulsion secondaire (finale) est ensuite obtenue par

suspension de I’émulsion interne dans une phase aqueuse externe contenant un tensio-actif. Le solvant

organique est enfin évaporé pour conduire a la formation de particules polymeéres. Ainsi de
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nombreuses molécules ont pu étre encapsulées telles que des peptides™, des protéines” ou encore des

vaccins®,

La formulation par double émulsion/évaporation de solvant engendre des particules le plus souvent de
taille microscopique et dont la distribution en taille est relativement large (typiquement 50 %)*’. La

grande taille des vecteurs conduit cependant a de forts taux d’encapsulation.

Les étapes clés de cette méthode de préparation sont la formulation de 1I’émulsion secondaire et
I’évaporation de solvant. Elles doivent s’effectuer le plus rapidement possible afin de limiter la diffusion
des molécules de la phase aqueuse interne vers la phase aqueuse externe'’. De plus la diffusion des
molécules favorise 1’adsorption de ces derniéres a la surface des particules et donc entraine leur
relarguage rapide et important lors de la resuspension des particules. Ce « burst effect » est généralement
atribué a la libération préférentielle des PA en raison de la formation de canaux poreux a travers la

matrice polymére durant la lyophilisation des particules™.

Des microparticules de PLA/PLGA encapsulant de la gentamicine (antibiotique) ont été préparées par
spray drying ou par émulsion/évaporation. Quel que soit le procédé, la taille des nanoparticules et la
distribution sont identiques par contre le taux d’encapsulation est plus élevé en spray drying qu’en
émulsion/évaporation®. On peut aussi citer 1’encapsulation de facteurs de croissance ((PDGF)-BB) dans
des microparticules de PLGA recouvertes de PVA. La taille de ces particules est d’environ 40 um pour

un taux d’encapsulation de 15 4 20 %",

3) Les Nanoparticules solides lipidiques

Les nanoparticules solides lipidiques (SLN, solid lipid nanoparticle) ont été mises au point a partir des
années 1990 afin de s’affranchir des problémes inhérents a la préparation des liposomes et des
nanoparticules polymeéres. Elles sont composées d’un cceur lipidique recouvert par des tensio-actifs. Les
SLNs présentent plusieurs avantages :

- leurs méthodes de préparation ne nécessitent pas d’utiliser des solvants organiques

- leur production a grande échelle est relativement aisée a mettre en ceuvre

- leur conservation au fil du temps est beaucoup plus facile™

Ces particules possédent la caractéristique d’utiliser un matériau cceur sous forme solide a température

ambiante et en général a 37 °C.

48



Le choix du matériau cceur dépend bien entendu des caractéristiques souhaitées pour les SLNs (taille,
type de principe actif encapsulé, température d’utilisation, ...), elles font partie des composés dits
« GRAS » (Generally Recognize As Safe). Il s’agit le plus souvent de triglycérides (tristearin),
diglycérides (glycerol behenate’'), monoglycérides (glycerol monosterate’) ou de stéroides
(cholestérols™) utilisés dans la mesure ou le composé ceeur de la particule sera biodégradable

bioassimilable et non toxique.

a) Méthodes de préparation des SLN
Les 2 méthodes principales de production des SLN sont I’homogénéisation haute pression et les

90,94
ultrasons™ .

* Homogénéisation haute pression

La premiére étape consiste a dissoudre le principe actif a encapsuler dans le cceur lipidique ; cette
opération a lieu a une température supérieure de 5 a 10 °C a la température de fusion du lipide choisi.

T . . L 91 N .
L’homogénéisation peut ensuite se faire a chaud” ou a froid.

A chaud, le mélange est ensuite dispersé sous agitation dans une solution aqueuse de surfactant chauffée
a la méme température ce qui conduit & la formation d’une pré-émulsion qui va ensuite étre
homogénéisée dans un homogénéiseur haute pression. Le refroidissement de cette nanoémulsion entraine

la recristallisation du cceur lipidique et au final la formation de nanoparticules lipidiques solides.

Cette technique permet d’encapsuler des principes actifs relativement sensibles a la température car les

temps de chauffage sont relativement courts et n’entrainent pas une dégradation trop importante.

La technique d’homogénéisation a froid est employée si les principes actifs sont trés sensibles a la
température ou s’ils sont hydrophiles. Dans ce cas, le mélange principe actif-coeur lipidique fondu est
refroidi rapidement (pour assurer la répartition statistique du principe actif lors de la recristallisation)
puis pulvérisé en microparticules de quelques dizaines de pm de diamétre par broyage. Elles sont ensuite
dispersées a froid dans une solution aqueuse de surfactant. Puis la pré-émulsion obtenue est

homogénéisée a froid afin d’obtenir les nanoparticules.

Contrairement a la technique d’homogénéisation a chaud, I’homogénéisation a froid conduit a la

formation de particules plus grosses et dont la polydispersité est plus élevée™.

Ces techniques sont déja largement utilisées pour la production a grande échelle dans I’industrie

pharmaceutique.
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e Ultrasons

De la méme maniére que pour I’homogénéisation a chaud, le principe actif est chauffé avec le cceur
« e g0 . . ’ . \ 96 \ . . r
lipidique puis dispersé dans une solution aqueuse de surfactant a chaud™. Aprés agitation, la pré-
émulsion formée est ensuite soniquée, la cavitation acoustique va rompre les microgouttelettes et

o . . 88
conduire a la formation de nanoparticules” .

Cette technique posséde 1’avantage d’étre facilement mise en ceuvre au niveau d’un laboratoire mais
conduit a la formation de particules plus grosses et plus polydisperses que dans le cas de
I’homogénéisation. L’utilisation d’une sonde métallique peut aussi contaminer les lots de particules

préparés en raison de la libération de petites particules métalliques.

b) Encapsulation de principes actifs

Les SLNs sont majoritairement utilisées pour 1’encapsulation de composés hydrophobes. Les principaux
facteurs régissant 1’efficacité d’encapsulation sont la solubilité et la miscibilité du principe actif dans le
ceeur lipidique fondu ainsi que les caractéristiques chimiques, physiques et le polymorphisme du
matériau coeur une fois recristallisé”’. Lors de la phase de refroidissement des SLNS, le cceur va peu a
peu cristalliser et ainsi piéger les principes actifs. La structure cristalline du matériau cceur est donc un
paramétre essentiel d’une part au niveau du taux d’encapsulation mais aussi du point de vue de la
cinétique de libération du principe actif. Cette recristallisation n’est pas forcément uniforme, c’est

pourquoi on parle de polymorphisme cristallin.
Les glycérides par exemple peuvent cristalliser sous 3 formes principales : a, g, 5.

Un refroidissement rapide des SLNs composées de glycérides va entrainer une cristallisation sous la
forme a qui est instable et va au cours du temps aboutir & une cristallisation sous forme f. Cette
évolution tend a former un cristal avec le moins de défauts possibles et conduit a I’expulsion progressive
des principes actifs encapsulés. Si cette caractéristique est connue et maitrisée, elle peut étre un atout trés
puissant en vue de libérer des molécules a un moment précis. Si au contraire on souhaite limiter la

formation de « cristaux parfaits », il devient alors intéressant d’utiliser un mélange de matériaux cceurs.

La phase de refroidissement du cceur lipidique est le point clé de 1’encapsulation. Lorsqu’une zone a
cristallisé, les principes actifs ne peuvent plus y pénétrer ou en sortir; on peut donc, si les
caractéristiques du matériau sont suffisamment connues, choisir en quelque sorte ou vont étre encapsulés

les principes actifs.
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Le tableau -2 décrit des exemples de principes actifs encapsulés au sein des SLNs ainsi que leurs

applications :
type de
molécule matériau ceeur cible v t?fpe. réfs
X d'injection
encapsulée
msrione Compritol® 888 ATO (glyceryl ) i 97
behenate)
Imwitor® 900K (glyceryl ) i 97
monostearate 40-55%)
Lipocire® (glycerides
hydrogénés d'amande de - - o7
palmier)
lopinavir . C
(traitement Compritol® 888 ATO (glyceryl lymphocytes T .orale./lnjec.tlon 98
behenate) intra intestinale
HIV)
. . Nal300 . 99
pDNA acide stéarique i i) Vitro
betamethasone Pr601r01®.AtFO > (glycerol peau local %
distéarate)
MCEF-7 (cellules
doxorubicine monostéarine tumorales vitro 100
mammaires)

Tableau I-2 : Exemples de molécules encapsulées au sein de SLN.

Les SLNs possédent cependant quelques inconvénients et notamment une tendance a la gélification. Lors
du passage d’une structure cristalline a une autre, il semblerait que 1’apparition de zones cristallisées et
pauvres en tensio-actif en surface favorisent la gélation des particules. Cette transformation est le plus
souvent irréversible.

La structure cristalline du cceur lipidique limite aussi la quantité de principe actif encapsulable. Enfin
leur trop grande stabilité peut s’avérer un probléme pour la délivrance de molécules d’intérét au niveau

du corps humain.

4) Les Cyclodextrines

Les composés de la famille des cyclodextrines (CD) sont des oligosaccharides cycliques issus de la
dégradation de 1’amidon par Bacillus macerans et ont été découverts par Villiers en 1891. Cette
dégradation bactérienne conduit a la formation de D-glucopyranoses liés en a (1,4). Dans cette

configuration, chaque unité glucosidique est en conformation chaise.
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Les cyclodextrines (Figure I-13) ont une forme conique dont le sommet est tronqué. La partie extérieure
est hydrophile (des groupements hydroxyle sont présents du fait de la conformation chaise) alors que
I’intérieur de la cavité comporte un domaine apolaire et plutét hydrophobe. Ce sont des molécules

biocompatibles qui se dégradent dans 1’organisme en unités glucosidiques.

Les 3 cyclodextrines le plus souvent employées (CDs naturelles) sont appelées a-, - et y- cyclodextrines
et possédent respectivement 6, 7 et 8 unités glucosidiques. En laboratoire il est possible de synthétiser

des cyclodextrines contenant beaucoup plus d’unités glucosidiques mais leur purification est difficile et

limite leur production a grande échelle.

La figure I-13 montre la structure moléculaire des a-, - et y- cyclodextrines :

f
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Figure I-13 : Structure moléculaire des a-, - et y- cyclodextrines d’aprés Stanistaw Skowron.

Les CDs peuvent former des complexes d’inclusion grace a des interactions non covalentes avec une

molécule hydrophobe dont la taille est suffisamment petite pour se loger dans la cavité de la CD (figure

I-14).
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Cyclodaxtringqs Drugcompiax

Figure I-14 : Principe du complexe d’inclusion entre une cyclodextrine et une molécule hydrophobe (d’aprées

http://www.pharmainfo.net/pharma-student-magazine/cyclodextrins-pharmaceuticals-overview-0).

Dans le cas d’une utilisation des CDs comme vecteurs de principes actifs, on procéde en général a une
modification de leur surface extérieure de maniére a prolonger la durée de vie du complexe CD-principe
actif dans I’organisme et de permettre un ciblage cellulaire. Ainsi les groupements hydroxyle présents en
surface peuvent étre modifiés. Les CDs sont de petites molécules (diamétre extérieur <2 nanométres) par
conséquent on les utilise le plus souvent sous une forme liée a une structure porteuse pour former un
édifice de quelques dizaines a quelques milliers de nanométres. De cette maniére on peut encapsuler

plusieurs molécules de principe actif par édifice.

Leur biocompatibilité permet de les employer au niveau médical. Certaines CDs comme la o-
cyclodextrine, I’hydroxypropyl-f-cyclodextrine ou la sulfobutylether-f-cyclodextrine interviennent dans

.. , . .. 102
la composition de vecteurs de protéines injectables .

Quelques exemples d’applications des cyclodextrines sont représentés dans le tableau I-3 :

mi‘(t]::;;au cible type de liaison | type de molécule encapsulée | réfs
p . . anti-inflammatoire (naproxen, | 1o
cyclodextrine i P oS nabumétone)
L . antifongique (naftifine, 101
- épichlorhydrine terbinafine)
B polyglycérols
. HpG2 | hyperbranchés paclitaxel 103
cyclodextrine (HPG)
HeLa chitosan doxorubicine 104

Tableau I-3 : Exemples de molécules encapsulées grace a des cyclodextrines et leurs applications.
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5) Les dendriméres

Les dendriméres (du grec dendro : arbre) sont des macromolécules branchées organisées autour d’un
ceeur plurifonctionnel. Ils forment une structure a trois dimensions composée d’unités monomeéres
possédant au moins trois sites réactionnels dont un est li¢ a la génération précédente et dont les autres
servent de point d’ancrage a la génération future. Les dendriméres ont un diamétre en général inférieur a
20 nanométres, d’une part parce que les monomeéres constitutifs des particules sont petits et d’autre part,
De Gennes a montré en 1983 qu’en raison de I’encombrement stérique il est difficile d’aller au-dela

d’une dizaine de générations greffées.

a) Méthodes de synthéses

106

Il y existe deux approches possibles pour la synthése des dendriméres'®, I'une dite divergente'® et

Iautre dite convergente'”” (Figure I-15).

La synthése divergente est la premiére a avoir été utilisée. Le dendrimére est construit a partir du ceeur
puis les monomeéres sont greffés au fur et a mesure (si les monomeéres possédent 3 sites réactionnels, on

double le nombre de monoméres greffés a chaque étape).

La synthése convergente s’effectue de I’extrémité vers le cceur. Les monomeéres vont dans un premier
temps former des dendrons (assemblage de monoméres ne possédant qu’un seul site réactionnel) qui sont

liés a chaque étape pour finalement se fixer sur le coeur.

Du point de vue pratique, la synthése divergente est plus compliquée puisqu’elle nécessite des étapes de
purification a chaque génération et engendre des défauts au niveau de ’assemblage. Les dendriméres
obtenus par synthése convergente sont plus faciles a purifier et cette méthode permet d’obtenir des
particules monodisperses mais limite la taille finale en raison de I’encombrement stérique. Le choix de la

méthode de synthése est le plus souvent régi par le type de molécules utilisé.
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a) Synthése convergente b) Synthese divergente

Figure I-15 : Schéma des deux modes de synthése des dendriméres d’apres

http://fr.wikipedia.org/wiki/Dendrimére.

b) Utilisation des dendriméres

Les dendriméres sont utilisés de différentes maniéres au niveau biomédical'®, les particules peuvent en
effet encapsuler'” ou adsorber des molécules en vue d’une injection au niveau du corps humain. Ceci
nécessite parfois de modifier les dendriméres en surface pour cibler spécifiquement un type cellulaire''”.
On peut également les modifier au niveau de la couche interne afin de créer suffisamment d’espace pour
pouvoir encapsuler des principes actifs ou pour utiliser la molécule a vectoriser comme cceur du

111,112

dendrimére. On peut aussi greffer des dendrons en surface de nanoparticules afin d’augmenter la

quantité de principe actif encapsulée et la taille de la particule.

Les dendriméres de la famille des PAMAMSs (poly(amidoamine)) ont été les premiers décrits dans la

106

littérature par Tomalia en 1985 ™. Ils sont aussi bien utilisés en tant que vecteurs de principes actifs que

pour du diagnostic ou de la transfection de génes.

B. Les particules inorganiques
Ces particules dont le coeur est généralement composé de métaux servent principalement comme agents

de contraste en imagerie médicale.

1) Les Quantum Dots : QDots

Les Quantum Dots (boites quantique) sont des cristaux semi conducteurs en général de forme sphérique
et d’un diamétre inférieur a 10 nanométres. Ils sont constitués d’un alliage entre un élément de la

113

colonne II et un élément de la colonne VI du tableau périodique (CdTe, ZnSe) ~ ou un élément des

colonnes III et V (InAs, InP)'*'">.
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Ces particules, du fait de leur taille, possédent des propriétés physiques particuliéres. L’excitation d’un
QDot par un photon d’énergie supéricure au gap (bande interdite séparant la bande de valence et la
bande de conduction) conduit & la formation d’un exciton : une paire trou-électron ; un électron se
retrouve au niveau de la bande de conduction tandis que la bande de valence se retrouve en déficit (trou).
Lorsque I’¢électron retourne a son état fondamental, il émet de la fluorescence a une longueur d’onde
proportionnelle au diamétre du QDot. Le contréle de la taille des particules permet ainsi de sélectionner
une longueur d’onde d’émission souhaitée : en faisant diminuer la taille des QDots, on augmente la

valeur du gap''’.

En augmentant la taille des cristaux, on va balayer le spectre du bleu au rouge (Figure I-16).

Figure I-16 : Représentation schématique de la couleur d’émission des quantum dots en fonction de leur diamétre
(d’aprés http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/brands/Molecular-Probes/Key-Molecular-Probes-

Products/Qdot/Technology-Overview.html?icid=fr-qdot-1).

a) Synthése des QDots

Il existe deux grandes voies de synthése des Quantum Dots :

- la premiére a été décrite par Murray en 1993 et nécessite des solvants organiques coordinants,

- laseconde, dite hydrothermale, se fait en milieu aqueux et a été développée par Weller en 1996.

Un des précurseurs est solubilisé dans le solvant a chaud et on ajoute ensuite le second précurseur de
maniére a ce que la concentration totale en précurseurs soit supérieure au seuil de nucléation. Ceci

conduit a la formation de germes (la formation de germes a lieu tant que la concentration totale en
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précurseurs est supérieure au seuil de nucléation) qui vont croitre par addition des précurseurs encore
présents dans le milieu. Enfin, lorsqu’il n’y a plus suffisamment de précurseurs dans le réacteur, des

phénomeénes de maturation d’Ostwald vont entrainer I’augmentation de la taille des particules.

La vitesse d’ajout du second précurseur est cruciale quant a la formation de particules monodisperses ;

celle-ci doit se faire le plus rapidement possible.

* Synthése organométallique

La premiére synthése de QDots décrite a été celle de nanocristaux de CdSe. Un précurseur du cadmium
(CdMe,) est dissout dans un mélange de solvants organiques coordinants (trioctylphosphine et oxyde de
trioctylphosphine : TOP/TOPO) chauffé a 300°C puis le précurseur du sélénium (TOPSe) est ajouté
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rapidement . Il est possible de « choisir » la longueur d’onde d’émission des QDots si I’on stoppe le

mirissement d’Ostwald en précipitant les QDots dans un mélange d’alcools''®.

Cette voie de synthése a depuis été optimisée afin de mieux contréler la phase de croissance des
particules et ainsi obtenir une distribution en taille plus petite, notamment par 1’ajout d’un autre solvant
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coordinant comme I’hexadécylamine (HDA) ou la dodécylamine (DDA) . Toutefois, la toxicité et le

colit de ces solvants ont amené les chercheurs a se tourner vers des solvants non coordinants (alcanes,

. 120
alcénes, ...) 7.

De la méme fagon, le choix des précurseurs a évolué au cours du temps et le diméthylcadmium est

aujourd’hui remplacé par de I’oxyde de cadmium'*".

Les QDots sont le plus souvent passivés aprés leur synthése'> ce qui permet d’augmenter sensiblement
leur rendement quantique de fluorescence et limite la dégradation du cceur. Cette passivation se fait par
ajout d’une couche de ZnS ou de CdS qui se forme aprés ajout en goutte a goutte de précurseurs de zinc

(ou de cadmium) et de soufre et a une température plus basse que celle de la synthése des QDots.

Ce type de synthése présente plusieurs inconvénients :

- elle nécessite une injection rapide des précurseur

- les solvants organiques utilisés sont toxiques et chers

57



- les QDots obtenus sont hydrophobes car on retrouve a leur surface des ligands organiques (restes
de solvant) et une étape d’hydrophilisation est donc nécessaire en vue d’une utilisation

biomédicale.

* Synthése en milieux aqueux

Le principe est le méme que celui de la synthése par voie organique ; il consiste en 1’ajout rapide du
deuxiéme précurseur dans un milieu aqueux contenant le premier précurseur puis le mélange est chauffé
a reflux ou dans un autoclave ce qui permet la formation des monomeéres. Les particules vont ensuite étre
soumises aux phénomenes de mirissement d’Ostwald puis passivées pour répondre aux critéres définis
par I’expérimentateur. Les ions métalliques sont généralement stabilisés par des thioalcools et des

L2
thioacides ““.

Les conditions opératoires (pH, température lors de la phase de croissance, ...) influencent les propriétés

des QDots.
La synthése en milieu aqueux posséde de nombreux avantages par rapport a celle en milieu organique :

- elle s’affranchit des solvants organiques nocifs et coliteux
- elle nécessite moins de matériels (boite a gants, rampe a vide,...) et peut donc étre mise en place

facilement

b) Avantages des QDots par rapport aux sondes traditionnelles

Les QDots présentent un large spectre d’absorption UV-visible et un spectre d’émission étroit (qui peut
étre facilement sélectionné) contrairement aux composés fluorescents classiques (fluorescéine, Alexa
Fluor, ...) qui présentent un spectre d’absorption étroit et un spectre d’émission large. Le large spectre
d’absorption permet de visualiser des QDots de tailles différentes a partir d’une excitation unique'>. Ils
sont beaucoup plus résistants au photoblanchissement ainsi qu’aux dégradations chimiques et ont une

durée de vie de fluorescence plus grande.

¢) Applications biomédicales
Les QDots peuvent étre utilisés en imagerie pour visualiser par fluorescence des cellules ou des tissus.

Cependant une modification de la surface des particules est nécessaire pour, d’une part rendre les
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molécules hydrophiles (et ainsi éviter leur agrégation aprés injection dans le corps) et, d’autre part
protéger le cceur semi-conducteur de la dégradation et donc la libération de cations métalliques
potentiellement toxiques'>. Cette étape permet aussi d’augmenter la taille des particules et de prolonger

leur durée de vie dans I’organisme.

Cette fonctionnalisation de la surface peut conduire a des interactions spécifiques ou non avec un type
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cellulaire. On peut ainsi recouvrir les QDots de PEGs'**, de liposomes'®. Il est possible de lier les QDots

a des anticorps pour cibler spécifiquement des marqueurs de surface cellulaire.

2) Les Particules d’oxyde de fer : SPIOs

Les SPIOs (Super Paramagnetic Iron Oxyde) sont des particules dont le matériau coeur est composé
d’oxydes de fer ; il s’agit en général de magnétite (Fe;O,4) et de maghémite (yFe,03), ce qui leur confére

des propriétés magnétiques particuliéres.

a) Définition du superparamagnétisme
Lorsque des matériaux ferro- ou ferrimagnétiques sont de taille suffisamment petite (quelques
nanomeétres), leur aimantation peut se renverser simplement par une variation de la température : on

appelle temps de relaxation de Néel le temps nécessaire entre chaque renversement.

On dit qu’un matériau est superparamagnétique si, en 1’absence de champ magnétique, le temps de
relaxation de Néel est suffisamment petit par rapport au temps de mesure de 1’aimantation pour que
I’aimantation mesurée du matériau soit nulle. Un matériau superparamagnétique posséde les mémes
propriétés d’aimantation qu’un matériau paramagnétique sous I’action d’un champ extérieur mais une

susceptibilité magnétique supérieure.

Ainsi, des SPIOs soumises a un champ magnétique extérieur vont voir leurs moments dipolaires alignés
dans la direction du champ. Du fait de leur rémanence (magnétisme résiduel) et de leur coercitivité
(champ nécessaire pour annuler la magnétisation) négligeables, les SPIOs sont de formidables agents de

contraste en imagerie par résonance magnétique.

Sous 1’action d’un champ magnétique, le spin induit par les SPIOs perturbe le processus de relaxation
des spins des protons, ce qui induit une diminution du temps de relaxation transversal (T2) en raison de
I’absence d’homogénéité du champ magnétique local. On obtient ainsi un assombrissement des images

obtenues (agent de contraste négatif).
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Les SPIOs peuvent étre classées en plusieurs catégories en fonction de leur taille :

nom taille
Oral SPIO 300 nm a 3,5 pm
Standard SPIO (SSPIO) 60 a 150 nm
Ultrasmall SPIO (USPIO) 10 a2 40 nm
Monocrystal 10 (MIO) 102 30 nm

Tableau I-4 : Classification des particules d’oxydes de fer en fonction de leur taille.

b) Les méthodes de préparation des SPIOs
Historiquement, la formulation de SPIOs était obtenue par broyage de magnétite en présence de
stabilisants (surfactants) mais ce procédé est long et colteux'”®. Les 2 méthodes principalement

employées pour la préparation de ferrofluides sont la coprécipitation et I’émulsion.
* La coprécipitation

D’apres les travaux publiés par Massart en 1981, cette technique consiste & faire précipiter des
sels de fer ferreux et ferriques dans un milieu alcalin en présence ou non de surfactants (dextrane, PEG,
PVA, ...) afin d’augmenter la stabilité colloidale et la biocompatibilité des particules. Le précipité est
ensuite purifié¢ par centrifugation ou décantation magnétique, traité par une solution acide (acide nitrique
ou perchlorique en général) et enfin peptisé (ajout d’un surfactant ou écrantage des charges a la surface
des particules pour limiter la floculation) afin d’obtenir une suspension magnétique en milieu acide.
Cette méthode de synthése permet d’obtenir facilement de grandes quantités de particules dont le
diamétre est compris entre 5 et 20 nanométres (en fonction des conditions opératoires). Toutefois les

nanoparticules obtenues ont tendance a s’agréger.
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e L’émulsion

Les SPIOs peuvent étre préparées dans une émulsion huile dans eau ; dans ce cas le précipité
d’un mélange sel ferreux-surfactants dans un solvant organique est mis en suspension dans un solvant

aqueux. L’ajout d’une base (en général méthylamine) permet de former le ferrofluide'*.

L’émulsion eau dans huile est plus utilisée dans le cas d’applications médicales pour les SPIOs. Des
nanogouttes d’une solution aqueuse contenant des sels de fer recouvertes de surfactants sont mises en
suspension dans un solvant organique et entrainent la formation de micelles inverses. Aprés ajout de

nanogouttes de solution alcaline, les nanoparticules sont oxydées dans les micelles.

L’émulsion permet d’obtenir des SPIOs monodisperses de taille inférieure a 20 nanométres.

e Autres méthodes

Les SPIOs peuvent aussi étre obtenues par différentes techniques telles que la sonication de
solutions aqueuses qui crée des phénomeénes de cavitation générant des points chauds pendant des temps
trés courts dans lesquels les sels ferreux forment des particules'*’, ou encore, la décomposition thermique
de complexes ou d’alliages contenant du fer qui va dégrader un précurseur a haute température (entre
180 et 320 °C) : ce précurseur va devenir le noyau des SPIOs autour duquel vont se greffer d’autres

. 128
molécules “°.

¢) Applications des SPIOs au niveau biomédical
Les SPIOs servent essenticllement d’agents de contraste au niveau biomédical, leurs propriétés
magnétiques engendrent une diminution du temps de relaxation transversal (T2) en IRM et on peut ainsi

visualiser leur localisation.
Les SPIOs peuvent étre utilisées pour un ciblage passif ou actif.

Dans le cas du ciblage passif, on emploie des SPIOs nues ou recouvertes de molécules non spécifiques
(dextrane, PVA, ...). Les particules vont étre internalisées par différentes cellules'” : les macrophages,

les cellules tumorales, les ganglions lymphatiques, ainsi que les organes du RES.
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Par exemple au niveau du foie et de la rate sains, les AMI-25 (Endorem® laboratoire Guerbet) qui sont
des SPIOs recouvertes de dextrane d’environ 100 nanometres de diamétre sont internalisées de maniére
non spécifique par les cellules de Kupffer. En cas de tumeur ces cellules sont absentes et une non

accumulation traduira un tissu malade.

Pour le ciblage actif, la surface des SPIOs est recouverte de diverses molécules pouvant interagir avec
les récepteurs membranaires des cellules visées. L’essentiel une fois la cellule ciblée est de pouvoir

accumuler suffisamment de SPIOs pour obtenir un contraste exploitable en IRM.

3) Les particules d’or

Les colloides a base d’or ont été étudiés depuis de nombreuses années. Les premiers travaux publiés
remontent a 1857 avec Michael Faraday qui a décrit la réduction des ions AuCly par des composés

phosphorés'.

L’or est un matériau biocompatible. Sous forme de particules il est utilisé principalement en détection
mais on peut aussi I’employer pour du ciblage actif et passif ; toutefois il est nécessaire de modifier sa
surface afin d’éviter que les particules d’or s’agrégent. La formulation des nanoparticules d’or est facile
et rapide ; de plus en fonction du ligand employé pour stabiliser les particules, il est possible d’ajuster la
taille des particules et de greffer des molécules pouvant interagir avec des récepteurs de surface des

cellules dans le but d’un ciblage actif'*".

Les nanoparticules peuvent étre visualisées en MET car le noyau d’or est dense; on I’utilise aussi
comme agent de contraste grace a la résonance plasmon de surface (disparition de I’onde réfléchie sous

excitation).

a) Synthése des nanoparticules d’or
Historiquement, la synthése de nanoparticules d’or consiste en la réduction d’Au (III) ou Au (I) en Au

(0). La réduction est d’autant plus facile que 1’or est le métal de transition le plus électronégatif.

En 1951, Turkevitch décrit la formation de particules aprés réduction d’ions HAuCl, puis stabilisation

par du citrate de sodium. La synthése en milieu aqueux conduit a la formation de particules d’un

132

diamétre de 20 nanométres ~~. Néanmoins la liaison entre le citrate et I’or n’est pas trés forte et le plus

souvent les particules préparées par cette méthode sont ensuite stabilisées aprés une réaction d’échange

de ligands par des molécules thiolées (la liaison Au-S est une liaison forte)'*’.
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L’autre mode de synthése chimique des particules développée par Brust conduit directement a la
stabilisation des particules par des ligands thiolés, 1’or est dissout dans un solvant organique grace a des

agents de transfert de phase puis réduit en présence de groupements thiolés'**'*%.

Le choix du mode de synthése dépend de I’utilisation des particules. Bien souvent on choisira la méthode
de Turkevitch pour les applications biomédicales car elle n’utilise pas de solvants organiques. La nature
du réducteur employé peut varier mais en général il s’agit de NaBHy,, les caractéristiques des particules
d’or étant dépendantes des conditions opératoires (rapport molaires or/ligands, température, type de

réducteur, ...)

Il existe aussi quelques procédés physiques de préparation des particules tels que I’ablation laser ou la
synthése métal vapeur qui génére un gaz d’atomes d’or qui vont étre condensés de maniére controlée en

. 132
particules .

b) Applications biomédicales des nanoparticules d’or

Les particules d’or peuvent étre utilisées de deux fagons différentes : pour la délivrance de molécules

133 134

d’intérét ° ou comme agent de contraste ~ afin de marquer certaines zones du corps humain (les
tumeurs principalement). Il a ainsi été démontré que des nanoparticules d’or injectées par voie
intraveineuse chez des souris développant une tumeur peuvent étre facilement détectées par radiographie
au niveau de cette tumeur tout en utilisant des concentrations moins élevées que pour des composés a

SIRE
base d’iode .

Les propriétés de résonance de plasmon des particules permettent de créer un échauffement local lorsque
celles-ci sont soumises a un rayonnement infrarouge ; on les utilise donc en cancérologie pour cibler et

détruire les tumeurs par photothermie'™.

La délivrance de molécules d’intérét ou d’oligonucléotides est largement décrite dans la littérature. Leur
greffage sur les particules est relativement aisé mais plus la liaison est forte, plus il est difficile de les

décrocher une fois la zone de ciblage atteinte.

Le tableau I-5 regroupe quelques applications des nanoparticules d’or :
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préparation ligand cible référence
réduction de HAuCl, par ) o . . o 136
anticorps anti-métadhérine métadhérine récepteur MCF7

NaBH,
cellules cancéreuses (sein) 136
citrate polystyréne thiolé - ey
citrate PEG, FITC HeLa 138
citrate doxorubicine cellules cancéreuses 139
citrate anticorps, oligonucléotides - 140
citrate anticorps (hépatite B) - 14
citrate oligonucléotides macrophages, HeLa, fibroblastes 142

Tableau I-5 : Principales applications des nanoparticules d’or en vue d’une utilisation biomédicale (type de

synthése, greffage, cible).

VI.  Les particules employées pour le diagnostic et le traitement des

pathologies de I’articulation

On I’a vu précédemment, les injections systémiques nécessitent d’administrer de grandes quantités de
principes actifs pour espérer atteindre le seuil thérapeutique au niveau de ’articulation. Ceci pose des
problémes avec certaines molécules telles que les inhibiteurs de p38 MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase) ou de IL1-8 qui sont facilement éliminés'*.

Le traitement des pathologies articulaires peut étre amélioré par I’injection en intra-articulaire de
particules encapsulant des molécules d’intérét. La quantité de principe actif nécessaire pour dépasser le
seuil thérapeutique est moindre comparée a une injection systémique et la biodistribution de ces
principes actifs sera réduite. Dés lors on peut espérer vectoriser des molécules dont les effets secondaires

trop importants ou une élimination rapide dans I’organisme ne permettaient pas leur utilisation.

Il n’existe pour I’instant que peu de produits disponibles sur le marché ; on peut citer le Lipotalon®
(Merckle, Allemagne) qui est une formulation a base de liposomes contenant de la dexaméthasone
(DXM) modifiée : DXM-21-palmitate ; la chaine d’acide gras greffée sur la DXM permet d’améliorer

. r . egel s, 144
I’encapsulation en réduisant la solubilité dans 1’eau ™.

Certaines précautions doivent étre observées lors des injections intra-articulaires. L’administration de

principes actifs peut en effet engendrer des risques d’infection ; il est important de pouvoir les limiter et
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donc I'utilisation de systémes retard peut s’avérer utile pour traiter les pathologies articulaires puisqu’ils
assurent une libération progressive des principes actifs qu’ils renferment'®.

Un autre inconvénient est I’élimination rapide des produits injectés au niveau articulaire, ¢’est pourquoi
I’articulation est généralement immobilisée pendant un certain temps aprés I’injection pour limiter ce
phénomeéne. Une solution a ce probléme peut étre apportée par 1’utilisation de particules contenant des
SPIOs ; aprés injections de ces particules un champ magnétique appliqué au niveau de 1’articulation
permet de les maintenir a proximité de la zone d’injection et donc limite 1’élimination a travers la
membrane synoviale. Ainsi des microparticules encapsulant de la dexaméthasone'*® ou encore des
nanoparticules de PEI (poly(éthyléne imide)) renfermant des SPIOs sur lesquels ont pu étre greffés des
plasmides'*’, présentent des résultats encourageants dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide.

De tels systémes ne sont toutefois qu’en phase d’expérimentation, I’innocuité des particules magnétiques

et de leurs produits de dégradation devant étre vérifiée avant une éventuelle utilisation biomédicale.

La plupart des systémes vectorisant des principes actifs au sein de 1’articulation sont destinés a traiter les
cas de polyarthrite rhumatoide. Des molécules regroupées sous I’appellation DMARDs (Disease-
Modifying AntiRheumatic Drug) ou ARMMs (AntiRhumatismaux Modificateurs de la Maladie)
permettent de ralentir la progression de la polyarthrite rhumatoide voire de la bloquer pendant un certain
temps. Les DMARDs sont différents des anti-inflammatoires qui atténuent la réponse inflammatoire sans
pour autant modifier la progression de la maladie et peuvent donc &tre utilisés en parall¢le. Ils peuvent
étre d’origine naturelle ou synthétique.

Parmi les DMARDs les plus utilisés, on peut citer le méthotrexate (MTX), le Sulfasalazine qui sont des
molécules de synthése ainsi que les anti TNF-alpha ou les anti IL-1 pour les molécules d’origine
naturelle. Ces principes actifs provoquent toutefois des effets secondaires importants au niveau du foie,
de la moelle osseuse ou des reins. Le MTX est considéré comme tératogéne et est donc déconseillé aux
femmes enceintes. De nombreux travaux sont aujourd’hui focalisés sur 1’encapsulation de ces molécules
au sein de vecteurs afin de les injecter directement dans les articulations pathologiques pour limiter leurs
effets secondaires. On peut citer notamment le cas de particules contenant du MTX qui sont ensuite
injectées dans des articulations atteintes de polyarthrite rhumatoide'**'*.

Concernant les atteintes du cartilage, Park ef coll. ont étudi¢ la formation de néocartilage suite a
I’injection de microparticules de PLGA recouvertes de PVA dont la matrice renferme des micelles
d’héparine et de PLL contenant du TGF-S3. Les particules sont relativement grosses (20 a 80 wm) par
comparaison a la taille des chondrocytes et donc ne permettent pas une internalisation mais les résultats

obtenus sont encourageants quant a la synthése de néocartilage.
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Conclusions du chapitre

Les nanotechnologies, et principalement 1’utilisation de particules pour vectoriser des molécules
d’intérét, ouvrent la voie a de nouvelles thérapies. En effet I’encapsulation de principes actifs dans des
particules va non seulement permettre leur protection contre les défenses immunitaires mais peut
favoriser la délivrance de ces molécules sur une zone désirée, diminuant ainsi les éventuels effets

secondaires et augmentant 1’efficacité thérapeutique.

Cette présentation des moyens de vectoriser des molécules d’intérét a travers le corps humain nous a
permis de constater qu’a chaque problématique biologique, la chimie peut tenter d’apporter des
solutions ; cependant il s’agit le plus souvent de compromis entre les effets bénéfiques et les effets

déléteres.

L’encapsulation d’agents de contraste a considérablement amélioré les connaissances et la
caractérisation de certaines maladies (on peut notamment parfaitement discriminer des tissus sains et
pathologiques) tandis que la délivrance de principes actifs constitue une solution pour le développement

de nouvelles thérapies et I’administration de molécules jusqu’ici non utilisées.

Il n’existe actuellement que peu de vecteurs utilisés pour la délivrance de molécules d’intérét au niveau

articulaire et ceux ci sont majoritairement destinés a traiter la polyarthrite rhumatoide.

Nous avons décidé de nous servir des avantages de la vectorisation pour tenter d’apporter une solution
aux pathologies du cartilage. Notre objectif est de pouvoir augmenter la biodisponibilité de certaines
molécules telles que le HA et la CS au sein d’une articulation pathologique et plus précisément au

voisinage des chondrocytes.

Nous nous sommes donc efforcés de préparer des particules polyméres submicroniques dont la couronne
est constituée de HA modifiés dans le but de cibler les récepteurs CD44 présents a la surface des

chondrocytes.
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CHAPITRE II : SYNTHESE ET CARACTERISATION DES DERIVES
AMPHIPHILES DU HA

L’acide hyaluronique est une molécule extrémement importante pour le corps humain et en
particulier au niveau des articulations portantes.
C’est ce polysaccharide qui confére des propriétés physico-chimiques si particuliéres au liquide synovial
(cf chapitre IV) et, par ses liaisons avec des protéines et d’autres polysaccharides pour former 1’agrécane,
joue un role prépondérant au sein de la matrice extra cellulaire.
Dans D’articulation, il est synthétisé par les chondrocytes majoritairement et par les synoviocytes. Les
chondrocytes possédent sur leur membrane des récepteurs appelés CD44 ayant une reconnaissance
spécifique pour le HA. Ce récepteur est de type transmembranaire : il peut se lier au HA au niveau
extracellulaire et le faire pénétrer dans la cellule.
Ces propriétés (reconnaissance spécifique et internalisation du HA) font 1’objet de nombreuses études et,
des lors, le HA peut étre utilisé pour transporter diverses molécules a proximité des chondrocytes voire a
I’intérieur de ceux-ci. Cette vectorisation a été 1’objet des travaux détaillés dans ce manuscrit. Notre
objectif a été de préparer des particules recouvertes de HA pouvant contenir différentes molécules
d’intérét. Ces particules, une fois injectées dans une articulation pathologique, doivent pouvoir interagir
avec les chondrocytes via leurs récepteurs CD44 et ainsi libérer les principes actifs encapsulés a
proximité de ces cellules ou a I’intérieur de celles-ci s’il y a eu internalisation.
Le HA, molécule hydrophile, a di tout d’abord étre modifié préalablement pour le rendre tensio-actif
afin de I’utiliser pour recouvrir la surface des particules. Cette modification chimique fait 1’objet de ce

chapitre II.

I.  Généralités sur le Hyaluronane

A. Origine
En 1934, Meyer et Palmer isolent de I’humeur vitreuse de beeuf une molécule qu’ils nomment, en raison
de son aspect, acide hyaluronique (hyalos signifie vitreux en grec et uronique provient du groupement

uronique constitutif du HA)'. Selon eux, les deux réles principaux du HA sont de combler les espaces
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interstitiels grace a sa capacité a retenir les molécules d’eau ce qui empéche les déformations du globe
. . . 2
oculaire et de protéger la cornée par recouvrement”.

Au fil des investigations, il est apparu que le HA est présent dans le cordon ombilical des mammifeéres,

. . . . , .3 . N N

la peau, les articulations et a la surface de certaines bactéries’. En fait, on le retrouve dans a peu prés tous

A . R ‘o . , . 4

les étres vivants (de la bactérie a I’homme) et, chez les mammiféres, il est présent dans le corps entier".

Un humain de 70 kg contient jusqu’a 20 grammes de HA (Tableau II-1).

organe/fluide quantité pg.g”
cordon ombilical 4100
liquide synovial 1400 a3 600
humeur vitreuse 140 a 338
cerveau 31a115
derme 200
créte de coq 7 500
poumon de rat 34
rein de rat 30
cerveau de rat 74

Tableau II-1 : Quantités de HA dosées dans différents tissus humains et de mammiféres™”.

B. Structure
Sa structure a été déterminée aprés action de diverses hyaluronidases et analyse des oligoméres obtenus®.
Le HA est un polysaccharide linéaire constitué d’un enchainement d’acide D-glucuronique li€¢ en § 1-3 a

la N-acétyl glucosamine. Chaque disaccharide est lié au suivant par une liaison f 1-4 (Figure II-1).

OH OH
s o)
[P0 "%
OH

0
NH |
o)\

n

Figure II-1 : Schéma d’un motif disaccharidique de 1’acide hyaluronique (I’acide D glucuronique est a gauche et la

N acétyl glucosamine a droite).
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Le HA fait partie de la famille des glycosaminoglycanes (GAG) qui regroupe aussi les chondroitines, les
kératanes, les dermatanes et les héparines. La principale différence entre le HA et les autres GAGs est
qu’il ne posséde pas de groupement sulfaté qui peut se trouver en différents endroits sur le motif
saccharidique et donc engendrer une infinité d’isoméres.

Chaque unité glucuronate posséde une charge négative a pH physiologique car le groupement carboxyle
est déprotoné. De cette maniére, différents cations peuvent s’associer aux chaines de HA afin d’assurer
un équilibre ionique (Na', K", Ca*", Mg™, ...). Contrairement aux autres glycosaminoglycanes sur
lesquels on peut observer des changements de structure aprés formation de la chaine (sulfatation,
déacétylation), il n’y a pas de modifications post polymérisation pour le HA dans la mesure ou celui-ci

est extrudé des cellules directement aprés sa biosynthése’.

Des analyses faites par microscopie a force atomique (AFM) ont permis de donner un ordre de grandeur
de la macromolécule. Ainsi pour une masse d’environ 2 MDa, le HA mesure prés de 4 um de longueur

pour un diamétre de 0,5 2 0,6 nm®.

La structure secondaire est caractérisée par des liaisons hydrogéne intramoléculaires’, jusqu'a quatre
liaisons hydrogeéne, (Figure II-2) qui peuvent s’établir entre les unités disaccharides. En solution
aqueuse, des liaisons hydrogéne avec 1’ecau peuvent aussi s’établir, les molécules d’eau vont alors
s’intercaler entre les groupements carboxylate et acétamide'’. Ces liaisons engendrent une rigidité de la
chaine qui restreint les degrés de liberté de la macromolécule. La rotation autour des liaisons f entre

chaque saccharide est ainsi difficile. Le HA posséde donc peu de conformations différentes.
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Figure II-2 : Représentation des liaisons hydrogéne qui peuvent s’établir a partir d’un tétrasaccharide de HA : a)

dans un solvant aprotique et b) dans I’eau'’.

La chaine de HA en solution est ordonnée de maniére a ce que chaque dimeére soit orienté a 180 ° par
rapport a celui qui le précéde. Le polymére posséde donc une conformation en hélice simple a pas de 2.
Cette conformation, due aux liaisons hydrogéne intramoléculaires, permet la présence de faces

hydrophobes le long de la molécule'” (Figure II-3).

Figure I1-3 : Modéle atomique représentant la structure du HA, on peut voir les 8 carbones qui forment un domaine

hydrophobe (boules blanches marquées d’une croix bleue)''.

Le fait que quasiment tous les groupements du HA soient impliqués dans des liaisons H implique qu’ils

sont moins disponibles pour interagir avec d’autres molécules.

La structure secondaire favorise la formation de feuillets £ au niveau de la structure tertiaire : on voit

apparaitre une sorte de maillage lors de 1’agrégation des molécules. La structure tertiaire dépend de
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I’environnement du polysaccharide mais est généralement stabilisée par des liaisons hydrogéne

intermoléculaires.

Les analyses effectuées par RMN 'H ont pu mettre en évidence deux types de comportement du
polymére'' : on observe une alternance de domaines flexibles et rigides. Les domaines rigides
représentent entre 55 et 70 % de la molécule et sont constitués d’au moins 60 diméres. Si le polymere est

suffisamment grand, on peut observer des boucles et des plis le long de la chaine'”.

C. Propriétés du HA en solution

C’est un polyélectrolyte possédant un pKa apparent compris entre 3 et 4, chargé négativement dans 1’eau
et a pH physiologique. Il va ainsi pouvoir attirer des cations pour équilibrer les charges des groupements
carboxylate. Les propriétés du HA en solution sont donc affectées par la présence de sels et leur
concentration dans la solution. Par exemple, un HA de 500 kDa posséde un rayon hydrodynamique trois
fois plus grand dans I’eau que dans NaCl 0.5 M".

A faible concentration, les molécules de HA se trouvent sous forme de pelote statistique. Chaque
polymeére occupe un large volume hydraté et des répulsions électrostatiques entre les molécules vont les
empécher d’interagir. Il existe de fait un volume exclu qui interdit I’interpénétration des molécules entre
elles.

A forte concentration, les molécules vont s’enchevétrer et la viscosité de la solution va étre élevée.

Cependant, les solutions de HA ne forment pas de gels car il n’y a pas de liaison entre les molécules.

Des études ont montré que les HA pouvaient s’associer entre eux par des interactions hydrophobes si les

polyméres ne sont pas déja stabilisés par des liaisons hydrogéne'”.

La longueur de persistance du HA et son paramétre de flexibilité ont été déterminés en solution par

1.">1°. En présence de sels (absence de répulsion électrostatique) le paramétre de flexibilité

Rinaudo ef col
est de 0,06 et la longueur de persistance est comprise entre 70 et 80 A. Les chaines de HA se contractent
lorsque la force ionique augmente ou que le pH de la solution diminue. Cette longueur augmente jusqu’a

400 A pour des solutions de faible force ionique lorsque les répulsions électrostatiques sont fortes'”.
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D. Rhéologie du HA
Les propriétés rhéologiques des solutions de HA, c'est-a-dire leur comportement si on leur applique une
contrainte, sont dépendantes de nombreux facteurs tels que la masse molaire moyenne du polymére, la
concentration, la température, le pH ou la force ionique du milieu®.
Le liquide synovial sain ne contient qu’environ 3 % de HA mais celui-ci posséde une masse molaire
¢élevée (quelques millions de Dalton) ce qui rend le liquide extrémement visqueux. En revanche, la
viscosité est fortement réduite dans le cas d’inflammations de I’articulation car la masse molaire du HA

. 8
diminue’.

¢ Comportement a faible cisaillement

A faible concentration et/ou faible masse molaire, il n’y a pas d’enchevétrement moléculaire et les
différentes molécules de HA se comportent comme des entités séparées. Dans ce cas, une faible hausse
de la concentration ou de la masse molaire entraine une hausse proportionnelle de la viscosité (entre 1 et
10 mPas) et la solution posséde un comportement Newtonien.

On commence a observer un enchevétrement des molécules lorsque le produit de la concentration en HA
par sa masse molaire engendre une viscosité de la solution supérieure & 10 mPas. Dans ce cas
I’augmentation de la viscosité n’est plus proportionnelle a la concentration ou a la masse molaire et la
solution se comporte comme un liquide non-Newtonien. Par exemple, un HA de 4 millions de Da

posseéde une viscosité en solution 100 fois supérieure a un HA de 1 million de Da.

¢ Comportement a plus fort cisaillement
Si la contrainte appliquée a une solution de HA augmente, les chaines de polymeére qui étaient
enchevétrées ou en pelote vont petit a petit se déformer et s’étirer pour épouser le sens de la contrainte.
Ceci résulte en une diminution de la viscosité avec 1’augmentation de la contrainte appliquée. Si le
cisaillement est suffisamment fort, les molécules sont complétement étirées et orientées selon les lignes
de courant. Ainsi la viscosité est principalement fonction de la friction entre les chaines, donc de la
concentration, et devient pratiquement indépendante de la masse du HA. Ceci explique qu’une solution
de HA a une concentration suffisante se comporte comme un gel en 1’absence de contrainte, et comme

un liquide sous la contrainte.
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E. Propriétés biologiques et applications

* Role du HA dans le corps et particuliérement dans le cartilage
Le HA assure deux propriétés importantes dans le corps humain :

- Sa capacité a attirer et capter les molécules d’eau (jusqu’a 1000 fois son poids) permet
d’hydrater les tissus au sein desquels il est présent

- Ses propriétés viscoélastiques vont donner une certaine élasticité aux tissus, amortir ou
absorber les chocs. Il intervient aussi dans les premiers stades de la cicatrisation en
comblant les espaces mis a nu, et va permettre la migration de certains types cellulaires

(fibroblastes, monocytes).

En particulier au niveau de I’articulation, le HA présent dans le liquide synovial assure I’amortissement
des chocs et, par ses propriétés viscoélastiques, le glissement des surfaces articulaires les unes par
rapport aux autres. Il posséde aussi des effets chondroprotecteurs : le HA stimule la production de TIMP-
1 (inhibiteur tissulaire des métalloprotéinases matricielles 1, protéine qui joue ici le réle de facteur de
croissance) par les chondrocytes et diminue la dégénérescence matricielle di a I’IL-1 (interleukine 1, une

cytokine pro-inflammatoire)'®.
* Role dans les pathologies

Le HA peut étre un marqueur de diagnostic pour certaines pathologies. Par exemple sa concentration
dans le sérum augmente s’il y a inflammation dans le cas de polyarthrite rhumatoide'’. Au sein de
I’articulation pathologique, on observe principalement une diminution de la masse molaire du HA
accompagnée le plus souvent d’une diminution de sa concentration. Le polymére est dégradé par les
enzymes et la balance entre synthése et dégradation n’est plus maintenue. Ceci entraine une perte des
propriétés viscoélastiques du liquide synovial qui engendre douleurs, dégradation du cartilage et perte de

mobilité.

Le HA est présent en grande quantité dans le stroma de la plupart des tumeurs. Cette couche de HA
promeut la prolifération cellulaire et si ’on y trouve des oligoméres de HA, elle va favoriser
I’angiogénése. Il est utilisé comme marqueur de pronostic défavorable pour les cancers du sein, des
ovaires, de la prostate, les mésothéliomes entre autres. Cette accumulation de HA en périphérie des
tumeurs n’est pas totalement caractérisée mais semble étre le résultat d’une diminution de la dégradation

de ce polymére plutdt que d’une augmentation de sa synthése.
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F. Applications biomédicales du HA
La compréhension du réle du HA dans les tissus a permis le développement de différents processus de
réparation tissulaire utilisant ce polymeére. Ceci a été rendu possible par le développement de techniques
permettant de purifier le HA. On parle ainsi de NIF-HANa, c'est-a-dire de Fractions Non Inflammatoires
de HANa. Les premiéres applications biomédicales du HA décrites par Balazs et coll.*® concernent la
chirurgie ophtalmique et Dutilisation de gels de HA de haute masse moléculaire (Healon®, Abbott
Medical Optics, USA) pour la transplantation de cornée. Le HA est utilisé dans de nombreuses

applications, soit a 1’état natif soit préalablement modifié.
* Viscosupplémentation

Une des principales applications biomédicales du HA est la viscosupplémentation. Dans le cas de
pathologies articulaires, ’intégrité du HA n’est pas préservée et ceci conduit a la destruction de
I’articulation. La masse molaire du HA diminue dramatiquement, passant de plusieurs millions de Da a
seulement quelques dizaines de kDa. On peut injecter des solutions visqueuses de hyaluronate de sodium
(HANa) tel que le Hyalgan®™ (Fidia, Italie) ou des gels de HA réticulés de type Synvisc” (Biomatrix,
USA). La viscosupplémentation consiste a injecter dans [D’articulation pathologique une solution
visqueuse de HA de haute masse molaire afin de rendre ses propriétés au liquide synovial, de diminuer la

. . S I8
sensation de douleur et de protéger les surfaces articulaires .

*  Support matriciel/Biomatériaux

Des matrices de HA modifié¢ sont utilisées pour la culture de cellules in vitro. Ces supports sont ensuite
transplantés dans des articulations lésées afin de les recoloniser cellulairement. On peut aussi

. e 19
ensemencer ces matrices avec des cellules souches et les différentier en chondrocytes .

¢ Délivrance de principes actifs

Le HA sert de vecteur a de nombreux principes actifs. Sa biocompatibilité permet de prolonger le temps
de résidence de ces molécules dans 1’organisme. Il peut ainsi étre administré par injection ou application
topique'” sous forme d’hydrogels contenant par exemple des anticancéreux”' ou des génes™. Il va d’une
part augmenter la solubilité des molécules encapsulées et d’autre part les libérer de fagon progressive par

diffusion ou érosion du gel.
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L’utilisation du HA modifié facilite 1’absorption de principes actifs aprés administration grace a ses

cr, . y . 23
propriétés bioadhésives™.

* Angiogénése

Les oligomeéres de HA sont des promoteurs de I’angiogénése. Ils stimulent la croissance des capillaires
in vivo et induisent la prolifération de cellules endothéliales in vitro ainsi que leur migration cellulaire et

. . 19
leur association sous forme de tubes .

* Implantation embryonnaire

Le HA est utilisé pour enrichir la matrice qui sert a la culture des embryons in vitro afin d’augmenter les
capacités d’adhésion de I’embryon lors de la réimplantation (EmbryoGlue®, PEC, USA)'. Certaines

études ont toutefois mis en doute le bénéfice apporté par I’ajout de HA.

e Cardiovasculaire

On peut augmenter la biocompatibilité des implants (stents, grafts vasculaires, ...) utilisés en les
recouvrant de dérivés de HA. Cette couche limite 1’adhésion des plaquettes et entraine de fait une
diminution des risques de thrombose. L’emploi de dérivés sulfatés de HA va permettre de mimer

I’héparine et permet d’augmenter le temps de formation des caillots sanguins'”.

e [Effet antiadhésion

L’emploi de dérivés estérifiés du HA en chirurgie postopératoire permet d’éviter 1’adhésion entre les
couches de tissus qui vont entraver la cicatrisation et conduisent en général a une nouvelle intervention
. . 2 y e . e, . . .
chirurgicale”. Ces dérivés sont aussi utilisés notamment lors de la mise en place d’implants dentaires,

. . ”, , . . <7 19
pour limiter le développement de bactéries au niveau de la zone traitée .
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¢ Cosmétique

Le HA est devenu un argument marketing pour 1’industrie cosmétique. Il est utilisé sous forme de créme
aux vertus hydratantes censée augmenter les propriétés élastiques de la peau et ainsi permettre de réduire
les rides bien que de tels effets ne soient pas prouvés scientifiquement pour une application locale. 11
peut cependant aider a la protection de la peau contre les radicaux libres produits par les rayons UV, qui

vont réagir et dégrader le HA'%.

Les injections sous cutanées de HA en revanche peuvent servir a effacer les rides, puisque sa capacité a
retenir de grandes quantités d’eau permet d’augmenter artificiellement le volume du tissu. Ces injections
sont plus efficaces que celles de collagéne car elles diminuent les risques d’allergies et les effets durent
plus longtemps (jusqu’a 24 mois). Il peut cependant y avoir un risque de réactions allergiques en

fonction de la source de production du HA et de son degré de pureté.

* Réparation tissulaire

Dés les premicres étapes de la cicatrisation, on trouve de grandes quantités de HA dans une matrice riche
en fibrine ; ceci permet la migration de fibroblastes et de cellules endothéliales. Cette matrice va pouvoir

supporter la formation de tissu granulaire et limiter 1’apparition de cicatrices'.

Les processus biologiques impliquant le HA et ses nombreuses applications pour le traitement des

pathologies montrent I’importance de la molécule au niveau biologique.

G. Synthése du HA
Du fait de la difficulté a les purifier, les enzymes responsables de la synthése du HA n’ont été

découvertes et décrites qu’en 1999, soit 65 ans aprés la découverte du HA™.
Les protéines de synthése du HA sont divisées en deux groupes™ :
Classe 1 : qui contient la grande majorité des HA synthases
Classe 2 : qui ne contient que les HA synthases de Pasteurella multocida (pmHAS)

La synthése du HA chez les mammiféres différe de celle des autres polysaccharides. Pour les autres
glycosaminoglycanes (kératane sulfate, dermatane, CS) la croissance de la chaine se fait par I’extrémité

non réductrice et nécessite une protéine support. La synthése a alors lieu dans 1’appareil de Golgi. Les
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enzymes responsables de la synthése du HA sont quant a elles situées sur la membrane. Ainsi I’addition
des disaccharides se fait dans le plasma, tandis que la chaine déja formée est transloquée au fur et a

mesure”.

Les HA synthases sont différentes des autres enzymes car elles possédent une double activité de
glycosyltransférase sur la méme protéine™ et la chaine de HA en croissance sert de substrat pour

I’addition des saccharides suivants.

Les précurseurs utilisés pour la synthése du HA sont 1’UDP-N-acétylglucosamine (UDP-GIcNAc) et
I’acide UDP-glucuronique (UDP-GIcUA). Le mécanisme de la synthése est différent selon la classe

d’enzyme :
Pour les enzymes de classe I :

UDP-GIcUA + UDP-GlcNAc + UDP-HA,, — UDP-HA,,; + UDP + UDP
Pour les enzymes de classe II :

UDP-GIcUA + UDP-GIcNAc + HA, — HA,+; + 2UDP

Cette différence s’explique par le fait que la synthése par les enzymes de classe I a lieu au niveau de

I’extrémité réductrice alors que pour les enzymes de classe I elle se fait par I’extrémité non réductrice.

La synthése du HA par les enzymes de classe I est un procédé processif i.e. la chaine de HA reste

attachée a ’enzyme jusqu’a la fin de la synthése™.

Chez les mammiferes, il existe trois enzymes responsables de la synthése du HA : Has1, Has2 et Has3
codées par les génes HAS1, HAS2 et HAS3 (situés chez I’homme sur les chromosomes 19, 8 et 16
respectivement). Les enzymes possédent sensiblement les mémes propriétés, toutefois il a été montré que

contrairement & Has1 et Has3, 1’absence de Has2 est 1étal chez les embryons de souris™.

Chez les bactéries, les trois enzymes sont notées hasA, hasB, hasC et possédent des roles différents :

- HasA est ’équivalent des Has de mammiféres. Elle va synthétiser la chaine de HA a
partir des précurseurs tandis que les deux autres vont synthétiser les précurseurs.
- HasB est une UDP-déhydrogénase et va transformer 1°‘UDP-glucose en acide UDP-

glucuronique.
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- HasC est une UDP-glucose pyrophosphorylase et convertit le glucose-1-P en UDP-

glucose.

La production industrielle de HA se fait principalement selon deux méthodes :

I’extraction du polymére dans les tissus, entre autre a partir des crétes de coq (aprés broyage,

traitement chimique puis purification)

par fermentation bactérienne : des bactéries génétiquement modifiées expriment des
filaments de HA. Les rendements obtenus par cette méthode sont plus importants que ceux

obtenus par la méthode d’extraction (Figure 11-4).
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Figure I1-4 : Schéma de la synthése du HA par la bactérie streptococcus thermophilus YIT 2084. Le lactose
internalisé par la cellule est converti en glucose et en galactose qui peuvent ensuite intervenir dans la synthése du

HAZ.

On peut ainsi obtenir du HA de masse molaire variant de 10* & 10° g/mol. La production de HA reste un

procédé colteux. Les rendements sont en général faibles et la purification doit étre opérée avec soin en

vue d’une utilisation biomédicale du produit.
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H. Régulation du HA
La synthése du HA (en culture) est affectée par certains facteurs de croissance comme TGF-£1
(transforming growth factor 1), EGF (epidermal growth factor), et des cytokines pro inflammatoires

telles que I'IL1-a et B. In vitro, la synthése de HA est améliorée par addition de PDGF et TGF et EGF.

La régulation de la dégradation se fait par des molécules de la famille des inter-a-inhibitors qui sont des

inhibiteurs de hyaluronidases. Il semblerait qu’ils soient activés en cas de choc, septicémie, blessure.

Le HA est impliqué dans la prolifération, la migration et la réparation cellulaire. On le retrouve en
grande quantité a la périphérie de certaines tumeurs’’. De grandes quantités de HA sont un pronostic

, . . 30
défavorable dans le cas de cancer du sein, colorectal et d’autres tumeurs solides™ .

I. Dégradation du HA dans I’organisme
Le HA est une molécule fragile qui peut étre dégradée par divers processus chimiques (pH’', radicaux
libres, irradiation) et par des processus biologiques (dégradation enzymatique, élimination par le systéme

lymphatique).
* Les enzymes

Les enzymes responsables de la dégradation du HA sont connues depuis les années 1950 mais de la
méme maniére que pour les HA synthases, les difficultés rencontrées pour les isoler et les purifier ont

limité les travaux de recherche.

Meyer, en 1971, a proposé un classement des différentes enzymes en fonction de leur mécanisme et des

produits obtenus :

1) Les hyaluronidases provenant de mammiféres. Ce sont des endo-f-acétyl-hexosaminidases (EC
3.2.1.35) qui dégradent le HA en oligosaccharides (principalement en tétrasaccharides)’”.
Elles clivent la liaison f£-1,4-glycosidique et possédent une activité hydrolytique ainsi qu’une
activité de transglycosidase®. Ces enzymes peuvent aussi dégrader la chondroitine sulfate. On

les retrouve principalement au niveau des testicules, dans les lysosomes ou le venin d’abeilles.

2) Les hyaluronate 3-glycanohydrolases (EC 3.2.1.36) proviennent de crustacés et de sangsues.
Elles dégradent le HA par attaque de la liaison f-1,3-glycosidique et on obtient ainsi des
oligosaccharides (tétra et hexa principalement) contenant un motif acide glucuronique a

. i . 33
I’extrémité réductrice’".
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3) Le dernier groupe regroupe les enzymes d’origine bactérienne (EC 4.2.2.1). Ces hyaluronate
lyases entrainent une S-élimination qui conduit a la formation de 2-acétamido-2-déoxy-3-O-(f-
D-gluco-4-énepyranosyluronic acid)-D-glucose. Elles ont ¢été notamment isolées chez
streptococcus et strepomyces> . Ces hyaluronate lyases différent des autres par leur mode de
dégradation ; elles ne clivent pas la chaine de HA de maniére aléatoire mais a partir de

I’extrémité réductrice ce qui aboutit principalement a la formation de disaccharides.

¢ Dégradation chez I’homme
L’élimination du HA au niveau du corps humain peut se faire de deux facons :

1) La migration des molécules de HA vers le systéme lymphatique puis 1’élimination par le foie et
les reins. Cependant, le HA peut pénétrer dans le systéme lymphatique lorsque sa masse molaire
n’est que de quelques millions de g.mol™". On estime que de cette maniére un tiers du HA total
présent dans le corps humain est éliminé chaque jour.

2) L’internalisation puis la dégradation par des enzymes au sein des cellules.

Les hyaluronidases chez ’homme sont codées par six génes répartis sur deux chromosomes : HYALT,
HYAL2 et HYAL3 sur le chromosome 3 et HYAL4, PHYAL1 (pseudogéne) et PH-20 (ou SPAM-1 :
Sperm Adhesion Molecule 1) sur le chromosome 7°*. L’homologie de séquence entre les génes présents
sur le méme chromosome fait penser que comme pour les HA synthases, il y a eu duplication d’un géne

parent.

Les enzymes Hyall et Hyal2 sont les principales responsables de la dégradation du HA et de fait les plus
décrites dans la littérature. On les trouve majoritairement au niveau des tissus somatiques (foie, rate,
reins). Hyal2 est une enzyme extracellulaire qui est ancrée a la membrane plasmatique via GPI
(GlycosylPhosphatidyllnositol) ; elle clive les longues chaines de HA en oligoméres d’environ 20 kDa
soit 50 disaccharides. Le HA peut ensuite étre internalisé et dégradé dans les lysosomes par Hyall

o . 32
principalement en tétrasaccharides’™.
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J.  Les récepteurs du HA
L’importance du HA dans le corps humain ainsi que son implication dans de nombreux processus
biologiques (normaux ou pathologiques) nécessitent que celui-ci puisse interagir avec les différentes
cellules de I"organisme. C’est pourquoi on trouve de nombreux récepteurs du HA a la surface des
cellules mais aussi au niveau intracellulaire et, parfois, libres dans les fluides corporels. Nous ne
détaillerons dans ce manuscrit que quatre des récepteurs cellulaires du HA : le CD44 ¢t RHAMM qui
sont présents notamment dans les articulations et au niveau des tumeurs et LYVE-1 et HARE qui sont

responsables de 1’élimination du HA au sein de I’organisme.

1) LeCD44

Le CD44 est LE récepteur du HA. On le retrouve a la surface de la majorité des cellules : chondrocytes,
kératinocytes, cellules endothéliales, cellules hématopoiétiques, fibroblastes, lymphocytes T et B,

35
monocytes et des macrophages entre autres™.

Le CD44 est une glycoprotéine transmembranaire « single pass » de type I'> codée par un géne de 50 a
60 kb situé¢ chez I’homme au niveau du bras court du chromosome 11. Celui-ci est composé de vingt
exons, dont neuf sont utilisés pour 1’isoforme la plus courante (exons 1-5, 16-18 et 20)*® notée en général

CD44s (standard) ou encore CD44H car elle a été décrite au niveau des cellules hématopoiétiques.

Cette protéine a été étudiée séparément par différents groupes et a donc été appelée différemment

jusqu’au 3™ International Workshop and Conference on Human Leucocyte Differentiation Antigens en

1986 ou elle a été désignée sous le terme CD44 (Cluster of Differentiation 44)°’,

Cette protéine peut se trouver sous diverses formes dans les organismes. Les différentes isoformes du
CD44 sont dues a ’épissage des RNAs et & des modifications post-translationnelles®. Les mRNAs du
CD44s conduisent a I’expression d’une protéine d’environ 37 kDa qui va ensuite subir des modifications
post-translationnelles (principalement addition d’oligosaccharides par liaison N- et O-) pour arriver a
une protéine d’environ 85 kDa. La protéine peut peser jusqu’a 250 kDa selon les isoformes et donc les
différents épissages subits. Le CD44 appartient a la famille des hyaladhérines et plus précisément au
sous-groupe des hyaladhérines présentant un module de liaison au méme titre que les protéoglycanes :

, . . ’ 37
agrécane, versican, neurocan, brevican, ou encore le récepteur LYVE-1"".
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¢ Description de la protéine

Le CD44 est composé de quatre domaines distincts : deux domaines extracellulaires, un domaine

transmembranaire et un domaine cytoplasmique™® (Figure I1-5).
ytop q g

Le domaine extracellulaire est constitué de 248 acides aminés pour le CD44s et il se compose de deux
parties. Le domaine distal, qui est le lieu de fixation du HA, correspond a la région amino terminale de la
protéine. On observe une homologie de cette partie de la molécule au niveau des différentes espéces
ainsi qu’avec d’autres molécules interagissant avec le HA (link protéin, agrecan, TSG6)*®. Un cluster
d’acides aminés basiques semble étre essentiel pour I’interaction entre le CD44 et le HA: Arg4l, Tyrd2
et Arg78 et Tyr79%. 1l est englobé dans un domaine d’environ 100 acides aminés au sein duquel se
trouvent également trois ponts disulfure grace a six cystéines et appelé « link module ». Celui-ci est
présent sur de nombreux récepteurs du HA. Le domaine extracellulaire proximal est quant a lui le siége
de nombreuses modifications post-translationnelles en particulier des liaisons avec des GAGs (liaison
avec des CS ou des héparanes) ou des O- glycosylations® et les mRNAs du CD44 sont souvent épissés a

- 136,40 - . s
cet endroit™ ", Cette région n’est pas conservée d’une espece a 1’autre.

La partie extracellulaire est codée sur le géne par les exons 1 a 16.

Le domaine transmembranaire composé de vingt et un acides aminés ne posséde pas de spécificité. Il
ressemble aux domaines transmembranaires d’autres protéines « single pass » et 1’on observe peu de

variations de cette région entre les différentes espéces. Il est codé par I’exon 18 sur le géne.

La partie cytoplasmique est composée de soixante douze acides aminés relativement identiques entre les
espéces ; on y retrouve des associations d’acides aminés pouvant interagir avec des protéines du
cytosquelette d’actine ou participer a la transmission de signaux au niveau intracellulaire. Il existe
cependant une forme de CD44 nommée « tail less » dont la partie intracellulaire est beaucoup plus petite
que pour les autres. Cette forme de CD44 apparait lorsque 1’exon 19 est exprimé a la place de ’exon 20
(a noter que les exons 19 et 20 ne peuvent pas étre exprimés en méme temps). Dans ce cas, la partie

cytoplasmique posséde cinq acides aminés au lieu de soixante douze.
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Figure II-5 : Schéma du CD44 avec les différents domaines : domaine distal, domaine proximal, transmembranaire

et cytoplasmique de haut en bas*'.

* Roéle avec le HA

Le CD44 peut lier les molécules de HA dés lors que la chaine de I’acide hyaluronique est plus longue
qu'un hexasaccharide. Dans le cas de HA de haute masse molaire, I’interaction peut se faire avec
plusieurs récepteurs* en méme temps (agrégats de CD44 en surface des cellules) ce qui en augmente la
force d’attraction. Ceci permet aux cellules de retenir la matrice extracellulaire a leur périphérie via le
complexe CD44-HA. Le HA peut aussi étre internalisé aprés s’étre fixé au CD44. Cette étape est
nécessaire a D’internalisation du HA car il ne s’agit pas d’une simple pinocytose; en effet
I’internalisation est bloquée si les cellules sont traitées par des anticorps anti-CD44°".

Malgré les nombreuses études faites sur le CD44 et son affinité pour le HA, certaines questions
demeurent sans réponses. Ainsi on ne sait pas expliquer quels sont les facteurs qui vont favoriser une
fixation du HA en surface de la cellule plutdt que son internalisation mais il semble toutefois logique de
penser que si le HA est li¢ a d’autres molécules, il est plus difficile de I’internaliser que s’il est libre dans
le milieu extracellulaire. De la méme facon, lors du processus d’internalisation du HA, on estime que le
CD44 est internalisé aussi, puis se repositionne ensuite a la surface de la cellule mais aucune étude n’a

pu prouver ce mécanisme a ce jour.
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e Autres roles du CD44

Le CD44 est le récepteur du HA mais aussi une « integral membrane protein ». Il sert de port d’attache
pour les métalloprotéinases matricielles (comme MMP-9, -7 et MT1-MMP), d’activateur de c-Met
(proto oncogéne) et peut fonctionner comme un facteur de transcription nucléaire. Il participe également
au réarrangement et a la transduction du signal du cytosquelette d’actine et joue un réle dans la migration

. L s 37
cellulaire (angiogénése, tumeurs, morphogénése, ...)" .

Le CD44 peut aussi étre impliqué dans la migration cellulaire (réle principal d¢ RHAMM) notamment
dans le cas de tumeurs’® ainsi que dans la différentiation. Les interactions non covalentes avec le HA
déclenchent différents mécanismes notamment au niveau de la réponse inflammatoire, 1’apoptose, la

migration des lymphocytes ou encore dans la reproduction®.

Le CD44 assure aussi de nombreuses interactions cellule-matrice, notamment a la surface des
chondrocytes. Il permet de stabiliser la matrice extracellulaire, la fixation du HA et va assurer
I’homéostasie du cartilage. Au niveau intracellulaire, le CD44s interagit avec les filaments d’actine grace

\ . 44
a I’ankyrine™.

¢ Régulation de I’expression du CD44

Malgré de nombreux travaux, les mécanismes concernant I’expression du CD44 sont toujours
difficilement connus. Le CD44 est up-régulé par certaines cytokines pro-inflammatoires telle que I’IL-1
et des facteurs de croissance comme EGF, TGF-f ou BMP-7. L’IL-1 augmente I’expression du CD44
des chondrocytes ce qui se traduit par une hausse de la capacité a lier le HA (et donc a I’internaliser et/ou
le dégrader)”. Des cellules traitées avec BMP7 ont montré une up-régulation de I’expression de CD44

. . N . .37
qui peut aider a retenir la matrice™’.

2) RHAMM

Le récepteur cellulaire le plus important du HA aprés le CD44 est sans doute RHAMM (Receptor for
HA Mediated Motility). Il a été initialement découvert puis cloné par Eva Turley®. II est codé par le
géne HMMR situé sur le chromosome 5 chez I’homme"’. Cette protéine également appelée CD168
(Cluster of Differenciation 168) fait partie de la famille des hyaladhérines. Contrairement au CD44,

RHAMM est présent dans de multiples compartiments cellulaires, associé a la membrane cellulaire, mais
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n’est pas une protéine transmembranaire. Il lie le HA via une région riche en acides aminés basiques et
qui ne ressemble pas au module de liaison*®. Le domaine de liaison du HA sur RHAMM est composé de
deux faisceaux d’hélices contenants des résidus basiques « clés » qui vont recouvrir et entourer le HA*.
De nombreuses autres hyaladhérines utilisent le méme systéme pour lier le HA, on les appelle
hyaladhérines itinérantes. RHAMM est exprimé dans la plupart des types cellulaires tels que les
fibroblastes, les cellules endothéliales, certaines cellules non adhérentes comme les lymphocytes B et T
ainsi que de nombreuses cellules tumorales. On peut le trouver sur la membrane des cellules ou a

I’intérieur de celles-ci, au niveau du noyau et du cytosquelette d’actine par exemple™.

RHAMM, a la surface des cellules, lie le HA avec une grande affinité ainsi que des GAGs sulfatés
comme 1’héparane sulfate. La forme intracellulaire est associée a la stabilité des fuseaux formés lors de
la mitose. RHAMM posséde une structure en hélice (coiled-coil) alternée avec des parties linéaires
(Figure 1I-6). Elle est composée de cinq domaines distincts dont les domaines 2 et 5 qui sont
indispensables pour la motilité des cellules et I’activation des cycles cellulaires™. Le domaine 5 est celui
grace auquel le HA peut se fixer et est responsable des interactions avec erkl au niveau intracellulaire.
Tout comme pour le CD44, les ARNs précurseurs de RHAMM peuvent étre épissés et on trouve ainsi
des récepteurs de différents poids moléculaires, entre 59 et 95 kDa’'. Contrairement au CD44, RHAMM
ne posséde pas de domaine transmembranaire’’. Le domaine de liaison au HA se situe au niveau C-
terminal. Il s’agit de deux clusters de neuf acides aminés proches dans leur composition notés : B(X7)B
ou les acides aminés désignés par B sont I’arginine ou la lysine®. D’aprés les études menées, le groupe
des sept autres acides aminés intercalés (X) ne doit pas contenir d’acide aminé acide mais doit contenir
au moins un acide aminé basique pour pouvoir interagir avec le HA’'. Le role principal de RHAMM est
la médiation de I’adhésion et de la motilité des cellules aprés association avec les chaines de HA’'.
Ainsi, cette protéine est impliquée dans les processus de réparation des blessures et dans la prolifération
des tumeurs car la quantité de HA présente y est supérieure a celle des tissus sains. Son expression a la
surface des cellules est quasi inexistante si le tissu est sain mais elle augmente considérablement lors de
la réparation d’un tissu 1és¢*. Lorsque RHAMM se trouve a la surface de la membrane des cellules en
présence de CD44, il ne joue qu’un réle mineur au niveau des processus inflammatoires. Par contre en
I’absence de CD44, RHAMM va assurer cette fonction et peut augmenter les processus inflammatoires.
Une étude a d’ailleurs montré que dans ce cas la protéine était responsable de 1’augmentation de la

destruction de Darticulation®.

Deux types de comportements ont été décrits concernant la fixation des cellules grace 8 RHAMM sur
des chaines de HA : si le polysaccharide est de grande masse molaire, la reconnaissance avec la protéine

va plutot entrainer la migration de la cellule le long du HA. Par contre la reconnaissance avec des
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oligoméres de HA tend a promouvoir la prolifération cellulaire (croissance de cellules endothéliales)
ainsi que des mécanismes de phosphorylation de la tyrosine’'. Lorsqu’il se trouve a I’intérieur de la
cellule, RHAMM est impliqué dans d’autres processus tels que I’activation de cascades de signalisation
en s’associant a des protéines de type erkl ou mekl, la phosphorylation de protéines via des tyrosines
kinases comme Src*. RHAMM est aussi impliqué dans la division cellulaire, il fait partie de la famille
des MAP protéines (protéines associées aux microtubules); le récepteur va pouvoir s’associer de
maniére réversible aux microtubules afin de stabiliser ’assemblage des fuseaux et permettre aux

centrosomes de s’¢éloigner I’un de I’autre.

RHAMM-P1

Figure I1-6 : Schéma de la protéine RHAMM-P1 (une des isoformes de RHAMM). Les domaines hélicoidaux sont

. . 49
représentés en rouge” .

3) HARE et LYVE-1

HARE et LYVE-1 sont deux récepteurs du HA responsables de son endocytose et de sa dégradation.

HARE (HA associated receptor for endocytosis) est aussi appelé Stabilin-2. Il a été découvert au niveau
des cellules endothéliales du foie, mais on le retrouve aussi au niveau des ganglions lymphatiques et au
niveau de la rate’’. Le géne codant pour la protéine (STAB2) est situé chez ’homme au niveau du
chromosome 12°%. HARE est une protéine transmembranaire de type I, comme le CD44, et fait partie de

la famille des fasciclines (glycoprotéine de surface liée a des lipides et de forme alpha hélicoidale).
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On le trouve sous deux formes différentes au niveau des cellules, une forme « courte » de 175 a 190 kDa
et une forme « longue » de 315 kDa. La différence entre les deux formes ne provient pas de 1’épissage de
I’ARN mais plutét d’un clivage protéolytique de la protéine de 315 kDa. La forme courte correspond a la
partie C-terminale de la forme longue™. La forme longue de HARE est composée d’environ 2550 acides
aminés dont la grande majorité (2458) correspond a la partie extracellulaire. La partie cytoplasmique est
constituée de 72 acides aminés™. Le site de reconnaissance du HA porté par la protéine est situé a

proximité de la membrane et est similaire & celui du CD44°°.

En plus de se lier au HA, HARE posséde une affinité pour d’autres glycosaminoglycanes tels que la
chondroitine sulfate, I’héparine ou le dermatane sulfate™. Une fois les GAGs fixés a cete protéine, ils

sont internalisés puis dégradés dans des lysosomes. Le récepteur se replace ensuite en position initiale.

LYVE-1 (Lymphatic vessel endothelial HA receptor) a été découvert par David G Jackson™ dans
I’endothélium des vaisseaux lymphatiques et des sinus. C’est la principale protéine responsable de
I’absorption du HA au niveau lymphatique. On le retrouve aussi au niveau des cellules endothéliales du
foie et de la rate, endroits ou la dégradation du HA de haut poids moléculaire a lieu (contrairement au

CD44, LYVE-1 (Figure I11-7) a tendance a se lier et donc a dégrader les HA de haut poids moléculaire).

LYVE-1 est une glycoprotéine transmembranaire de type I composée de 322 résidus, qui peut se lier au

HA immobilisé ou soluble.

La protéine possede 43 % d’homologie avec le CD44 et cette similitude se retrouve principalement au
niveau du module de liaison. LYVE-1, tout comme le CD44, posséde un domaine cytoplasmique
d’environ soixante dix acides aminés et un domaine transmembranaire d’une vingtaine d’acides aminés.
La différence entre les deux récepteurs se fait au niveau de la partie extracellulaire qui est plus courte
pour LYVE-1 et qui ne posséde que deux sites de N-glycosylation au lieu de cing pour le CD44”. De
plus, il est intéressant de noter que 1’on retrouve le récepteur LY VE-1 au niveau de cellules ou le CD44
est absent et inversement. Ceci accrédite 1’idée que LY VE-1 et le CD44 proviennent d’un géne de départ

commun mais qui a évolué différemment’ (Figure II-7).
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Figure II-7 : Représentation schématique de LYVE-1 et CD44°°,

K. Les modifications chimiques du HA
Le hyaluronane (acide hyaluronique et hyaluronate de sodium) est un composé qui posséde ses propres
caractéristiques physico-chimiques. L’intérét croissant pour ce polysaccharide a incité les chercheurs a
I’utiliser au niveau médical pour la vectorisation de principes actifs ou la viscosupplémentation. Pour
cela, il a fallu développer différentes voies de synthése afin d’obtenir des dérivés du hyaluronate ayant

les propriétés souhaitées pour une application définie.

Le motif dissacharidique constitutif du HA posséde trois fonctions chimiques potentiellement
modifiables : le groupement carboxylique du motif glucuronique, les fonctions alcool et, dans une

moindre mesure, la fonction amide de la N-acétyl glucosamine (Figure 11-8).
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Figure II-8 : Schéma d’un motif disaccharidique du HA. Les groupements susceptibles de réagir sont colorés : en

bleu les groupements hydroxyles, en vert le groupement acétamide et en rouge le groupement carboxylique.

Une modification du HA peut conférer a la molécule des propriétés physico-chimiques et/ou biologiques
totalement différentes. Cependant, I’inconvénient majeur de ces modifications est qu’elles entrainent la
dégradation du HA avec perte de masse molaire®' et des risques d’hydrolyse des chaines en changeant le

pHY
Il existe deux grands types de modifications (Figure 11-9):

* La conjugaison qui lie le HA a une autre molécule par liaison covalente

¢ Laréticulation qui consiste a former un pont entre plusieurs molécules de HA

T 33

réticulation conjugaison

Figure I1-9 : Schéma représentant les différentes modifications possibles. Les chaines de HA sont représentées en

noir et les molécules greffées en rouge.
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1) Modification du motif amide

Il existe trés peu de références concernant la modification du motif amide.

L’hydrazinolyse du groupement N-acétyl du HA conduit a des glucosamines libres utilisables pour
d’autres réactions de couplage. Cependant, elle a lieu en général en milieu basique et a haute température
(100 °C), ce qui entraine dans le méme temps une diminution drastique de la masse moléculaire par

attaque du squelette™’,

Les rares réactions impliquant le motif amide consistent en une déacétylation du groupement afin
d’obtenir un groupement amine, qui peut ensuite réagir avec un acide pour une réaction d’amidation®.
La déacétylation a lieu a 55 °C pendant environ une semaine avec ajout de sulfate d’hydrazine. Ces
conditions induisent une diminution drastique de la masse molaire™. Il a été montré que ces traitements
(et d’autres dans des conditions plus douces) dégradent le HA par une f élimination du résidu

.6l
glucuronique”.

2) Modification du groupement hydroxyle

Il existe de nombreuses références concernant la modification des fonctions alcool du HA :
e Ethérification

L’éthérification a été une des premiéres réactions menées sur le HA a étre publiée puisque Laurent,
Hellsing et Gelotte ont étudié, dés 1964, la formation d’éthers en utilisant des époxydes afin de réticuler

le HA®'.

La réaction consiste en général en 1’ouverture de 1’époxyde par attaque du groupement hydroxyle du
HA®. Ces réactions ont lieu a pH trés basique (en général supérieur ou égal a 13) afin de déprotoner les

groupements hydroxyle et donc favoriser la réaction sur ceux-ci, plutdt que sur le carboxylate.

Un des composés les plus utilisés est le butanediol-diglycidyl ether (BBDE). 11 permet de lier deux

molécules de HA pour former en général des gels.

L’éthérification a aussi été réalisée avec des divinylsulfones (DVS) et de I’éthyléne sulfide. La synthése
d’hydrogels a partir de DVS se fait dans des conditions de pH similaires, mais a température ambiante et
avec des temps de réaction réduits”. Les hydrogels obtenus sont biocompatibles bien que la DVS soit

toxique. Pour I’éthyléne sulfide, le pH de la réaction est moins élevé®.
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e Estérification

L’estérification des groupements hydroxyle du HA est une réaction assez facile. De I’anhydride
méthacrylique a ainsi été greffé sur du HA en milieu basique a froid afin de former des hydrogels®. Des
oligoméres de PLA ont pu étre greffés sur des polyméres de HA dans le DMSO selon le méme

mécanisme®®,
¢ Hémiacétalisation

L hémiacétalisation du HA pour former des hydrogels a été réalisée a 1’aide de glutaraldéhyde. Cette
réaction a lieu a pH acide qui permet 1’activation de 1’aldéhyde et catalyse la réaction. Cependant la

liaison formée peut facilement étre hydrolysée en milieu acide et ainsi libérer du GTA qui est toxique®.
¢ Oxydation

L’oxydation des groupements hydroxyle du résidu D-glucuronique par du périodate de sodium entraine
la formation d’un dialdéhyde par ouverture du sucre sur lesquels Polarek et coll. ont ensuite greffé des

peptides®.

La maitrise des conditions opératoires lors de la modification des groupements hydroxyle est
extrémement importante car la réaction peut avoir lieu potentiellement sur quatre sites par unité

disaccharidique.

3) Modification du groupement carboxyle

*  Amidation

L’amidation du groupement carboxylique du HA est une réaction importante. Des travaux ont été publiés
dés 1971 par Danishefsky et Siskovic®'. Elle consiste & coupler une amine aprés activation de 1’acide
carboxylique du HA par de ’EDC (N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide) ce qui permet de
réaliser la synthése dans 1’eau et avec le HA sous sa forme de sel. Le contréle du pH est essentiel pour
limiter la formation de produits secondaires®’. L’emploi d’un biscarbodiimide permet de synthétiser des

hydrogels de HA en s’affranchissant des produits secondaires®®.
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e Estérification

Les réactions d’estérification du groupement carboxylique du HA ont été largement étudiées au sein du
LCPM. Ces modifications s’inspirent directement des travaux de De La Valle e coll.” et consistent a

31,70

faire réagir des composés alkylbromés ou des poly(éthyléne glycol) fonctionnalisés par des

groupements tosylate’' sur du HA sous forme de sel de tétrabutylammonium.

Contrairement aux modifications des groupements hydroxyle, il y a moins de précautions a prendre lors
de la modification des carboxylates car il n’y en a qu’un par disaccharide. Les conditions de synthése

conduisent généralement a une répartition statistique des modifications le long de la chaine de HA.

II.  Synthése des dérivés amphiphiles du HA : HAC6

Notre objectif était donc de synthétiser des dérivés du HA (HACG6) possédant des propriétés tensio-
actives pour stabiliser une émulsion. In fine ces composés recouvriront des particules élaborées par la

technique d’émulsion/évaporation de solvant organique.
Pour cela les dérivés du HA synthétisés doivent répondre a plusieurs critéres :

- 1IIs doivent conserver au maximum leur structure primaire durant les différentes étapes de
synthése pour que la reconnaissance et I’interaction avec les récepteurs CD44 soient toujours
possibles et efficaces.

- 1IIs doivent étre suffisamment tensio-actifs pour pouvoir stabiliser les émulsions mais ne pas
posséder des propriétés associatives qui les feraient s’associer entre eux et donc former des gels

physiques.

Les nombreux travaux réalisés au LCPM concernant la modification de polyméres et leur utilisation
comme gels ou comme tensio-actifs nous ont permis de limiter notre champ d’étude a des HA estérifiés
par des chaines alkyle a six carbones. Ainsi, les composés obtenus permettent d’obtenir des solutions de
faible viscosité. Les chaines de HAC6 peuvent alors se positionner plus rapidement a I’interface
eau/phase organique lors de I’émulsion. Ce temps de diffusion des molécules a I’interface est I’étape clé
de la formulation des nanoparticules. Afin d’encapsuler des principes actifs hydrophiles, les particules
sont préparées par double émulsion/évaporation de solvant. Comme nous le verrons dans le chapitre 111
de ce manuscrit, la deuxiéme émulsion doit étre obtenue le plus vite possible pour ne pas déstabiliser la

premiére et permettre d’encapsuler le maximum de principes actifs.
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Notre stratégie de recherche était de préparer des lots de HAC6 selon les conditions déterminées lors des
travaux précédents afin de se concentrer sur la formulation de particules encapsulant différentes
molécules et d’évaluer leurs effets biologiques. Ainsi seuls les dérivés en C6 ont été étudiés. De la méme
maniére, nous avons tenté de modifier environ 40 % des groupements carboxylate pour comparer nos

résultats a ceux précédemment obtenus.

A. Protocole de synthése des HAC6
Pour ces travaux, nous avons utilisé¢ deux lots de hyaluronate de sodium (HANa) extraits de crétes de
coqs, de masse molaire différentes, afin d’étudier I’influence de celle-ci sur la stabilisation des émulsions
et sur les interactions cellule/nanoparticules. Nous avons ainsi utilis¢ un HANa fourni par la société
Bioiberica (Barcelone, Espagne) et un autre lot provenant de Acros (Geel, Belgique). Les masses

molaires mesurées par SEC-MALLS lors de leur réception sont les suivantes :

Bioiberica: M,;= 350 000 g/mol M,= 410 000 g/mol
Acros: M,= 720 000 g/mol M,= 745 000 g/mol

Pour déterminer ces masses molaires, les polysaccharides ont été solubilisés dans une solution aqueuse

de NaNO; a 0,1 M. L’incrément d’indice de réfraction (dn/dc) du HANa employé est de 0,145.

69.72,73 _ -
177777 qui

Le protocole de synthése des HAC6 (Figure 11-10) est inspiré des brevets de Della Valle et col
décrivent I’obtention de dérivés amphiphiles de HA et d’alginate par estérification des carboxylates par
des chaines alkyle halogénées en phase homogéne (la réaction a lieu dans un solvant aprotique polaire tel
que le DMSO ou le DMF). Le polysaccharide est préalablement modifié pour obtenir des groupements
ammonium quaternaire hydrophobes comme contre-ions d’une partie des fonctions carboxylique ; puis
I’ajout d’un halogéno-alcane permet d’obtenir des composés estérifiés possédant des propriétés
amphiphiles. Les conditions expérimentales sont données dans le chapitre V de ce manuscrit. Ce type de
synthése a fait I’objet de nombreux travaux au LCPM : principalement la synthése d’esters de HA et
d’alginate grace a I’ajout de chaines alkyle a douze ou dix huit carbones’*. Pour poursuivre des travaux

Jon) 70 1c 7 r A r .
antérieurs’, nous avons utilisé ce protocole et greffé des chaines alkyle composées de six atomes de

carbone sur des HA.
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Figure II-10: Schéma réactionnel de la synthése de HAC6 (seules les fonctions carboxyliques du HA sont montrées

car elles sont les seules a réagir lors de cette synthése).

* Mise au point et amélioration de la synthése

Nous avons poursuivi les travaux développés par Laroui ef al.”’. Grice a la synthése des dérivés du HA,
il a ensuite pu les utiliser pour stabiliser des émulsions lors de la préparation de particules. Comme la
synthése entraine une dégradation du squelette du HANa et donc une diminution de sa masse molaire,
nous avons aussi utilis¢é un HANa de plus haute masse molaire afin de comparer les propriétés tensio-

actives des dérivés HACG6 a taux de substitution équivalent.

Parallélement, une méthode d’acidification plus douce a récemment été développée au LCPM : elle

consiste en I’acidification du HA grace a une résine échangeuse de cation.

* Nomenclature des composés obtenus

Nous avons adopté la nomenclature suivante afin d’identifier les différents HAC6 synthétisés :

HAXC6-y%
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Avec :

x désignant le lot de HANa utilisé pour la synthése (« Bio » pour du HANa de chez Bioiberica et

« A » pour celui de chez Acros).

y indiquant le taux de substitution en chaines alkyle exprimé en moles de C¢ pour 100 moles de

motifs disaccharidiques.

Le lot de HAC6 dont I’étape d’acidification s’est faite au moyen de la résine est noté : résHABioC6-xx%

B. Stabilité du squelette de HA au cours de la synthése

* Rappel des résultats déja obtenus au LCPM sur la dégradation du HA au cours de la synthése

L’étape déterminante lors de la synthése de dérivés amphiphiles du HA est 1’étape d’acidification des
groupements carboxylate. Comme décrit sur la figure 11-10, le polymére était initialement acidifié en
solution par HCl. Malheureusement cette étape n’est pas suffisamment sélective et entraine une
dégradation plus ou moins importante du squelette du polymére. Cette dégradation est d’autant plus

marquée que la concentration en HCI et/ou le temps de réaction sont importants.

e Résultats obtenus au cours de ce travail

Le controle du bon déroulement de la synthése passe par la détermination du taux d’acidification des
molécules ainsi que les mesures des masses molaires ; plus précisément la perte en masse molaire du

polysaccharide sera évaluée.

1) L’acidification du HANa (étape 1 de la figure 11-10)

Afin d’essayer de limiter la dégradation des chaines et d’avoir un lot le plus homogéne possible, le
HANa initial a préalablement été solubilisé dans un mélange eau/éthanol, refroidi au moyen d’un bain de
glace avant d’ajouter I'HCIL. Nous avons fixé la concentration en HCI & 0,06 mol.L" et le temps de
réaction a 15 minutes pour notre protocole de synthése (voir chapitre V pour les détails expérimentaux).
Les taux d’acidification obtenus pour chaque synthése sont donnés dans le tableau II-2. La détermination
du taux d’acidification s’est faite a 1’aide d’un appareil de type Autotritator 736 GP Titrino (Metrohm,

Suisse). Pour cela, environ 10 mg de HAH" sont mis en solution dans 12,5 mL d’eau MilliQ puis la
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titration a lieu par ajout de NaOH (1 M). La détermination du point équivalent permet alors de connaitre

la part des carboxyles du HA qui ont été acidifiées.

type de HA taux
utilisé d’acidification

synthése 1 57 %

Bioiberica synthése 2 59 %

synthese 3 56 %

synthése 4 (résine) 84 %

Acros synthese 1 55%

Tableau I1-2 : Taux d’acidification du HA selon les différentes synthéses.

Comme on peut le voir dans le tableau II-2, 1’acidification du HANa par réaction avec HCI a conduit a
des taux d’acidification compris entre 55 et 60 %, indépendamment de la masse molaire initiale du
polymére. Bien que cette acidification ait eu lieu dans un bain de glace, ces taux correspondent aux
résultats précédemment obtenus au laboratoire’. Il est difficile par cette méthode d’obtenir des taux
d’acidification plus élevés car si ’on augmente le temps de réaction ou la quantité de HCI ajoutée, cela

entraine une dégradation trop importante du polysaccharide.

L’utilisation de la résine DOWEX 50WX8-400, en revanche, augmente considérablement le taux

d’acidification avec plus de 80% des fonctions carboxylate acidifiées.

2) Suivi des masses molaires pendant I’acidification

La détermination des masses molaires des polymeéres s’effectue essentiellement par chromatographie
d’exclusion stérique (SEC). Dans le cas des polysaccharides elle se fait surtout en éluant aqueux.
D’autres méthodes peuvent également étre envisagées tel que 1’électrophorése capillaire pour la

caractérisation d’oligomeéres de HA.

Au sein du LCPM, la mesure des masses molaires se fait par chromatographie d’exclusion stérique
couplée a un détecteur a diffusion de la lumiére (MALLS). Le MALLS présente I’avantage de ne pas

nécessiter d’étalonnage préalable des colonnes.
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Grace a cette technique, il nous a été possible de déterminer pour chaque lot les masses molaires
moyennes du HA natif ainsi que du HA-TBA. Aprés 1’obtention du HA-TBA, celui-ci est reconverti
sous forme HANa pour pouvoir étre analysé en SEC-MALLS et comparer les valeurs déterminés a celles
du HANa initial correspondant. Il n’est malheureusement pas possible de caractériser les HAC6 obtenus
en terme de masse molaire car leurs propriétés amphiphiles vont fausser les temps de rétention : s’ils
sont injectés en 1’état dans la colonne ils vont s’y adsorber. De la méme fagon, on ne peut pas envisager
d’hydrolyser la liaison ester sans risquer de dégrader au moins en partie le squelette de HA et donc de

minimiser la taille des composés.

Les valeurs des masses molaires déterminées lors de chaque synthése pour le HANa et le HATBA

(reconverti en HANa) sont présentées dans le tableau I1-3 :

HANa natif HATBA reconverti en % perte en masse

HANa molaire

HANa Mn Mw HATBA Mn Mw Mn Mw

Bioiberica | 350,000 410,000 | Synthese 1 195,000 255,000 44.29 % 37.80 %

350,000 410,000 | Synthese2 | 315,000 380,000 10.00 % 7.32 %

245,000 320,000 | Synthése 3 | 170,000 220,000 30.61 % 3125 %

135,000 215,000 | Synthese4 | 110,000 160,000 18.52 % 25.58 %

(résine)

Acros 720,000 745,000 | Synthése 1 | 285,000 340,000 60.42 % 54.36 %

Tableau II-3 : Evolution des masses molaires moyennes du HA avant et aprés avoir subi le protocole de synthése

(Figure 11-10).

Les résultats obtenus nous donnent plusieurs informations sur le polysaccharide et la synthése de ses
dérivés :

- On constate tout d’abord que le HANa provenant de chez Bioiberica n’est pas un produit stable
dans le temps. Le méme lot de HANa a été utilisé pour préparer les différentes synthéses
(synthéses 1 a 4 dans le tableau II-3) et I’on observe une diminution de la masse molaire de 61,5
% et 47,5 %, respectivement pour Mn et Mw au fil de cette thése. Aussi, et bien que le produit

de départ soit conservé a 1’abri de la lumiére et a -18 °C, une analyse SEC-MALLS du produit
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de départ est effectuée avant chaque synthése. Le suivi d’une éventuelle diminution de la masse
molaire du HANa provenant de la société Acros n’a pas été effectué car la totalité du produit a
été utilisée pour la synthése. Toutefois, on peut logiquement penser qu’il se dégrade aussi au
cours du temps.

- La modification du HANa (acidification puis transformation en HATBA) entraine une
diminution de la masse molaire (comparaison des masses molaires entre le HANa natif et le HA-
TBA reconverti en HANa). Cette diminution est prévisible et a déja été expliquée
précédemment’’. Néanmoins cette perte de masse molaire n’est pas la méme selon les synthéses
et ne semble pas suivre un schéma particulier.

La perte de masse du HA provenant de chez Acros lors de la synthése est de plus de 50 %, bien
plus que pour le HA de plus faible masse molaire provenant de Bioibérica (perte de 45 %). Il est
difficile d’émettre des hypothéses pour ce lot car une seule synthése a été réalisée avec du HANa
de haute masse molaire. La seule différence au niveau du protocole par rapport aux autres
synthéses est que ce HANa Acros a été préalablement complétement solubilisé dans de 1’eau
avant d’ajouter 1’éthanol lors de I’étape d’acidification.

Le HANa acidifié au moyen de la résine est moins dégradé que les autres HA provenants du méme lot de

départ.

3) Conclusions sur la stabilité du polymeére lors de 1’acidification

Le HANa est une molécule sensible et délicate & manipuler. Il se dégrade lentement au cours du temps

malgré une conservation au sec et a 1’abri de la lumiére.

De plus, le protocole de synthése que nous avons suivi induit aussi une diminution de la masse molaire
du polymére. L’étape d’acidification dégrade le polysaccharide, c’est pourquoi un contréle des
paramétres de cette étape est indispensable et notamment le temps de réaction. Celui-ci a été fixe a 15
minutes pour assurer un taux d’acidification suffisant et limiter la dégradation du HA. La lyophilisation
peut aussi jouer un réle au niveau de la dégradation du HA : celle-ci entraine une surconcentration de la
solution au fur et 4 mesure de la sublimation de 1’eau. Dés lors, s’il reste des ions H" ou OH™ présents
dans la solution aqueuse a I’issue de 1’étape de neutralisation du HA en HATBA, ceux-ci vont former
des microdomaines acides ou basiques susceptibles de dégrader le polymére”. Cette étape peut avoir
plus d’impact sur la dégradation du HA car elle dure plusieurs heures contre seulement 15 minutes pour

I’acidification.
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Concernant I’acidification, si la méthode classique est bien maitrisée au laboratoire et entraine une
acidification jusqu’a 60 % des groupements carboxylate, I’acidification par la résine permet d’augmenter
ce taux a plus de 80 % et de limiter la perte en masse molaire du polysaccharide. D’une maniére

générale, on ne peut pas lier taux d’acidification et perte en masse.

4) Etude par RMN'H de la pureté des polyméres obtenus et détermination de leur taux de substitution

Lors des études précédentes sur des dérivés du HA estérifiés par de longues chaines carbonées (C12 et
C18), la détermination du taux de substitution était réalisée par chromatographie en phase gazeuse
(CPG). Dans ce cas, I’analyse était faite aprés hydrolyse des fonctions ester par la soude puis les alcools
obtenus étaient extraits par du toluéne puis dosés par rapport a une référence interne apres avoir effectué

une droite de calibration.

Cette technique fonctionne trés bien pour les longues chaines aliphatiques car plus le nombre d’atomes
de carbone est élevé, plus le composé est hydrophobe et donc il est facile de récupérer la totalité des
alcools formés par extraction par le toluéne. L’analyse par CPG est donc simple et rapide a mettre en
ceuvre pour une grande précision. Par contre, dans le cas de petites chalnes carbonées et plus précisément
pour les chaines en C6, il existe un coefficient de partage non négligeable entre 1’eau et le toluéne (que
nous avons déterminé expérimentalement a 0,6). D¢s lors, la détermination des taux de substitution par

CPG devenait aléatoire.

L’analyse des taux de substitution par RMN quant a elle n’était jusqu’ici pas utilisée du fait du
comportement en solution des dérivés de HA. Les protons de ces molécules possédent des temps de
relaxation longs et hétérogénes et on obtient des spectres avec des massifs élargis et des signaux qui se

76,77
superposent’”

. Dans le cas des HAC6 nous avons donc développé une méthode de détermination
simple et précise par RMN 'H. Lorsque les chaines carbonées sont liées au polymére, il est impossible de
les doser correctement car les temps de relaxation sont longs. Mais si elles sont libres en solution, les
signaux correspondant a leurs protons sont bien résolus (pas d’interférence avec les signaux des protons
du polymére). Nous avons donc adapté le protocole d’hydrolyse et utilisé de la soude deutérée (NaOD) a

la place de la soude. Par RMN 'H, on peut déterminer le taux de substitution et, dans le méme temps, la

pureté des produits obtenus.

L’analyse par RMN 'H des HAC6 obtenus nous permet de vérifier aprés la synthése s’il reste des traces

de solvant (DMSO, acétone) et aussi de savoir si tous les ions TBA ont été échangés.
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Le spectre RMN 'H d’un HA présente des massifs caractéristiques (Figure II-11) :

- Un massif non résolu entre 3,15 ppm et 4,4 ppm regroupant les protons du squelette
saccharidique.

- Unpic a 1,78 ppm correspondant au proton du groupement amide de la N-acétyl glucosamine.

Cette analyse rapide nous permet de s’assurer que les solvants intervenus lors de la synthése sont
absents. Pour que le HAC6 soit considéré comme pur, le spectre RMN 'H ne doit pas posséder de pic a
3,1 ppm correspondant aux ions TBA", ni de pics a 2,7 et 1,9 ppm caractéristiques du DMSO et de

I’acétone, respectivement.

Figure II-11 : Spectre RMN "H d’un hyaluronate modifié par des chaines alkyle (C6) (HABioC6-17%
concentration de 20 mg.mL"' dans D,0), avec (a) (b) et (c) les signaux des protons de I’éthanol, (d) celui des
protons du méthyl du groupement acétamide et (e) les signaux des protons du phtalate de potassium. Le massif

entre 3 et 5 ppm correspond aux signaux des protons du squelette de HA.
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La quantité d’hexanol libérée lors de I’hydrolyse de la liaison ester est mesurée par rapport a une
référence interne de phtalate de potassium dissout dans la solution de soude deutérée. Pour chaque
synthése, on désirait modifier 40 % des fonctions carboxylique totales (COOTBA + COONa) or on sait
que seulement environ 65 % de ces fonctions sont réellement sous forme COOTBA et donc susceptibles

d’étre estérifiées.

Le taux de substitution (t) est estimé a partir du spectre RMN 'H par la relation

ACO)] - A(ph)
/=] . .
= A[Cé)l# * 100 (voir chapitre V)
11 |, ,m(HANa)]
AR)] " 'M(HANa)
4

Les taux de substitution obtenus pour les différents lots de polymére synthétisés sont donnés dans le

tableau I1-4 :

type de HA taux taux de substitution en nomenclature
utilisé d’acidification C6
HABioC6-
A o o
synthese 1 57 % 17 % 17%
Bioiberica synthése 2 59 % 31% HA3BI‘;C6'
(1]
HABioC6-
A o o
synthese 3 56 % 24 % 249
synthése 4 o o résHABioC6-
(résine) 84 % 21% 21%
Acros synthése 1 55 % 19 % HAAC6-19%

Tableau II-4: Comparatif entre le taux de substitution visé 40 % et le taux de substitution réel obtenu pour chaque
synthése réalisée. Le taux de substitution en C6 correspond au nombre de chaines C6 pour 100 unités

disaccharidiques.

Les résultats nous montrent que les taux de substitution obtenus sont plus faibles que I’objectif visé (qui

était de 40 %) pour chaque synthése acidifiée de maniere classique.

On peut également constater pour les synthéses réalisées avec du HA de chez Bioiberica et acidifié par
HCI que le taux de substitution varie fortement, du simple au double. Cette variation est peut étre liée a

la diminution de la masse molaire car plus le squelette est dégradé, plus le taux de substitution est faible.
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5) Conclusion sur la synthése des HAC6

La synthése de dérivés amphiphiles de HA, molécule essentielle pour la suite de nos travaux est rendue

difficile par une succession de facteurs.

Le HANa natif est un mélange de molécules de différentes masses molaires qui se dégradent lentement

au cours du temps.

Si les taux d’acidification obtenus sont relativement identiques par « acidification classique », on peut
les augmenter en utilisant une résine échangeuse de cations (60 % vs 80 %) en minimisant la perte de

masse.

Le protocole de synthése des HAC6 par acidification avec HCI entraine une dégradation importante du
polymére qui n’est toutefois pas liée au taux d’acidification. Cette dégradation semble difficilement

maitrisable et influence le taux d’estérification.

C. Propriétés physico-chimiques en solution aqueuse des HAC6
La caractérisation en terme de pouvoir tensio-actif des HAC6 a été effectuée par tensiométrie

superficielle et interfaciale.

1) Principe de mesure

Lorsque deux liquides non miscibles sont en contact, I’interface entre les deux liquides tend a avoir la
surface la plus petite possible afin de diminuer I’énergie du systéme. Il est possible de diminuer la
tension a I’interface en ajoutant des tensio-actifs au systéme. Si I’on ajoute du tensio-actif dans un
mélange contenant une phase aqueuse et une phase huileuse non miscibles, celui-ci va se placer a
I’interface entre les liquides. La tension a I’interface va diminuer de maniére exponentielle au fur et a
mesure que la concentration en tensio-actifs augmente jusqu’a tendre vers un minimum lorsque
I’interface est saturée en tensio-actifs. On a alors atteint la concentration critique micellaire (CMC) ou
concentration d’agrégation critique dans le cas de copolyméres amphiphiles. Si la concentration en
tensio-actifs est supérieure a la CMC, ils vont s’associer sous forme de micelles au sein de la phase dans
laquelle ils sont le plus solubles et la tension a I’interface ne diminue plus. La diminution de la tension

interfaciale en fonction de la concentration en tensio-actif est schématisée par la figure 11-12.

Lorsque le tensio-actif utilisé est un polymeére qui posséde plusieurs groupements susceptibles de
diminuer la tension interfaciale, chacun des groupes, une fois localisé a I’interface, va influencer le

comportement des groupements adjacents sur la molécule. En d’autres termes, la cinétique

110



d’adsorption/désorption d’un groupement d’un polymeére amphiphile va étre influencée par 1’adsorption

ou non d’autres groupements de cette molécule. Ainsi 1’adsorption de ce groupement est favorisée au

détriment de la désorption s’il y a déja plusieurs points d’ancrage de la molécule a I’interface. La

désorption sera d’autant plus difficile que le polymére amphiphile est rigide.

I
I
0 ez - === == = I
|
I

Pression de
surface | ICMC

Tension de surface y (mN/m)

Tec [ S |

3

Concentration en tensioactif

Figure II-12 : Schéma représentant 1’évolution de la tension interfaciale d’un systéme composé de 2 phases non

miscibles en fonction de la concentration en tensio-actif. La zone 1 correspond a des concentrations faibles en

tensio-actif, les molécules sont dispersées a I’interface. Dans la zone 2, les tensio-actifs sont de plus en plus

nombreux a I’interface et on arrive a la CMC en fin de zone 2 c'est-a-dire que les tensio-actifs saturent ’interface.

Enfin la zone 3, au-dela de la CMC, la tension interfaciale ne diminue plus malgré 1’ajout de tensio-actifs.

La suite de nos travaux concerne 1’utilisation des HACG6 synthétisés préalablement comme tensio-actifs.

La présence des chaines alkyle sur le HA confére aux dérivés HAC6 obtenus des propriétés tensio-

actives qui vont leur permettre de s’adsorber rapidement a I’interface eau/dichlorométhane. Nous nous

sommes tournés vers la méthode de I’anneau de Noiiy afin de déterminer le pouvoir tensio-actif de nos

composés (Figure 11-13).

111



Fléau du
- tensiométre

i
Anneau

de platine

Support du

Support du e tensiomeétre

bac de liguide

IAt iATI lA} A!

Figure II-13 : Principe de mesure de la tension interfaciale au moyen d’un tensiométre utilisant la méthode de

. 78
I’anneau de Noiiy .

Cette méthode consiste a mesurer la force de traction s’exergant sur un anneau plongeant dans le liquide.
Les forces s’exercant sur I’anneau étant les forces de gravité et superficielle, il est possible de relier la

tension interfaciale a cette force de traction.

2) Résultats

Ces analyses nous permettent de comparer les produits obtenus en fonction de leur différents taux de
substitution et nous renseignent sur la capacité du HAC6 a stabiliser ’interface créée entre I’eau et le
dichlorométhane lors de la formulation d’émulsions. Les différents lots de HAC6 préparés ont été
caractérisés en termes de propriétés tensio-actives. Leur capacité a s’adsorber a I’interface entre deux
phases afin de diminuer I’énergie nécessaire a son maintien a ainsi été estimée.

Pour des raisons de facilité de mise en ceuvre et afin d’optimiser la reproductibilité des expériences, les
mesures de tension interfaciale et superficielle ont été réalisées a 25 °C. L’appareil utilisé pour
déterminer les tensions superficielle et interfaciale n’est pas équipé d’un bain thermostaté permettant de
refroidir I’enceinte de mesure, il n’est donc pas possible de travailler a 4 °C, température a laquelle

I’étape de sonication est menée dans le cadre du procédé d’élaboration des nanoparticules par
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émulsion/évaporation. Les mesures de tension superficielle et interfaciale pour les différents HANa et

HACG6 ont été réalisées sur une gamme de concentration allant de 0,01 a 5 g/L.

3) Tension superficielle

Le graphe présenté dans la figure II-14 montre I’évolution de la tension superficielle des solutions de

HACG6 et de HANa dans 1’eau en fonction de la concentration en polymére.
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Figure II-14 : Evolution de la tension superficielle (y) en fonction de la concentration en HAC6 ou HANa dans

I’eau a 25 °C.

D’aprés les résultats obtenus, I’abaissement de la tension superficielle est faible jusqu’a 0,5 g/L de
polymeére en solution. En dessous de 0,5 g/L, la valeur de la tension superficielle est trés proche de la

valeur du systéme eau/air : 72 mN/m.

Au-dela de 0,5 g/L, la différence est plus marquée et on peut observer trois types de comportements a 5

g/L:
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- Les HANa Acros et HAAC6-19% abaissent la tension seulement jusqu’a 66 mN/m.

- les HANa Bio et HABioC6-17% abaissent la tension superficielle a 63,5 et 61,1 mN/m
respectivement.

- Les solutions de HABi0C6-24% et HABi0oC6-31% abaissent la tension superficielle a 51,1 et
55,6 mN/m.

De maniére générale, les différents composés n’abaissent que peu la tension superficielle. Ceci
s’explique par le fait que le squelette de HA est principalement hydrophile et que les segments
hydrophobes de C6 n’ont pas une affinité suffisante avec 1’air pour diminuer les forces s’exercant a la
surface. Toutefois, on peut noter que les HACG6 les plus substitués (24 et 31 %) posseédent des propriétés
tensio-actives plus marquées que les autres. La masse molaire des composés semble jouer un réle sur
I’abaissement de la tension superficielle. En effet, a partir de 0,5 g/L et a taux de substitution
comparable, le HABioC6-17% posséde des propriétés tensio-actives plus marquées que le HAAC6-19
%. Une masse molaire trop importante du polymeére tend a diminuer les propriétés tensio-actives. Le
méme comportement est observé pour les HANa bien que 1’explication concernant leurs propriétés
tensio-actives, méme faibles, soit plus délicate en raison de I’absence du caractére amphiphile de

ces molécules. Nous n’avons pas trouvé d’étude publiée expliquant ce phénomeéne.

4) Tensiométrie interfaciale

Le graphe de la figure II-15 montre 1’évolution de la tension interfaciale du systéme

eau/dichlorométhane en fonction de la concentration en polymére dans la phase aqueuse.

On constate que les HANa ainsi que le HABioC6-17% ne possédent pratiquement pas de propriétés
tensio-actives puisque méme a 5 g/L la valeur de la tension a I’interface n’est que de 24 et 24,5 mN/m
pour les HANa Bioiberica et Acros respectivement et de 23 mN/m pour le HABioC6-17%. On pourra
cependant constater que le HABioC6-17% peut quand méme é&tre utilis€ comme stabilisant d’émulsions

(cf chapitre III).
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Figure II-15 : Evolution de la tension interfaciale (y) du systéme (eau + polymeére)/dichlorométhane en fonction de

la concentration en HAC6 ou HANa dans 1’eau a 25°C.

Les autres lots (5 g/L) permettent d’abaisser la tension interfaciale a 18; 16,5 et 16 mN/m

respectivement pour le HAAC6-19%, le HABi0C6-24% et le HABi0oC6-31%.

L’abaissement de la tension interfaciale, contrairement a la tension superficielle, est visible dés les
faibles concentrations pour les HAC6. Mis a part le lot HABioC6-17%, les HAC6 possédent des
propriétés tensio-actives marquées par rapport aux HANa ; plus le taux de substitution est élevé, plus
I’abaissement de la tension est important. Contrairement au cas de la tension superficielle, on n’observe
pas de lien entre I’abaissement de la tension interfaciale du systéme et la masse molaire du polymére.
Cette diminution de la tension interfaciale pour les HAC6 est plus marquée que la diminution de la
tension superficielle. Ceci s’explique par D’affinité plus forte des groupements hexyle pour le
dichlorométhane que pour I’air. Dans ce cas, le dérivé HAC6 va se positionner plus facilement a

I’interface.
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5) Conclusion sur les propriétés tensio-actives des HAC6

Les dérivés hydrophobisés du HA présentent des propriétés tensio-actives comparées aux HANa mais
ces propriétés restent peu marquées si ’on considére d’autres molécules. Par exemple le SPAN™80
abaisse la tension interfaciale du systéme eau/dichlorométhane a 5 mN/m dés 1 g/L. Des dextranes
modifiés (DexC10;44), synthétisés au LCPM, possédent méme des propriétés tensio-actives meilleures

que le SPAN™807.

Ces faibles propriétés tensio-actives du HAC6 sont dues a la structure extrémement rigide du
polysaccharide, celle-ci limite sa déformation et 1I’empéche d’épouser les déformations pouvant
apparaitre a I’interface. En effet, la longueur de persistance pour le HA (distance pendant laquelle une
chaine de polymeére suit la méme direction) a été déterminée a 400 A en solution a faible force ionique
comparativement a 26 A pour le dextrane®’. On comprend donc facilement que malgré la perte de masse
consécutive au procédé de synthése employé, les HAC6 restent des molécules relativement rigides et

donc que leur adsorption a I’interface eau/air ou eau/dichlorométhane est faible.
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Conclusions du chapitre

Ce chapitre nous a permis de comprendre 1’importance du HA dans le corps humain et son implication
dans de nombreux mécanismes biologiques. C’est pour cette raison que nous avons décidé de recouvrir
des nanoparticules par des dérivés amphiphiles de HA, pour favoriser la reconnaissance de ces vecteurs
au sein de I’articulation par les chondrocytes et ainsi permettre une libération des principes actifs

encapsulés dans ces particules au voisinage de ces cellules.

Nous avons présenté les résultats de nos synthéses visant a conférer des propriétés tensio-actives au HA
natif. Le taux de modification a volontairement été limité pour éviter la formation d’hydrogels en
solution aqueuse. Ainsi nous nous sommes basés sur les travaux publiés précédemment au laboratoire et
nous avons limité notre étude aux HA estérifiés par des groupements hexyle (C6) avec un taux de

substitution visé inférieur a 40 % par motif disaccharidique.

Les conditions opératoires ont limité la synthése de chaque lot de HAC6 a 10 grammes et nous ont
obligé a préparer plusieurs lots. Ceci nous a permis de mettre en évidence une diminution de la
masse molaire du HA natif au cours du temps et donc un manque de reproductibilité des synthéses.
Parallélement une méthode de détermination simple et fiable du taux de substitution par RMN 'H a pu

étre développée.

Les études de tensiométrie des dérivés amphiphiles de HA synthétisés ont mis en évidence de faibles
propriétés amphiphiles. Le polysaccharide est extrémement rigide et donc son adsorption spontanée a
une interface n’est pas favorisée. Néanmoins nous avons pu utiliser les différents lots de HACG6 lors de la
formulation de particules de PLA et de PLGA selon la méthode de double émulsion/évaporation de

solvant ; ceci sera décrit dans le chapitre suivant.

Le point le plus important qu’il conviendra d’améliorer est le procédé d’extraction du HA natif de fagcon
a obtenir des lots de polymére moins polymoléculaires. On peut de cette fagcon envisager que la synthése

des HAC6 sera plus reproductible.
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Le nouveau protocole de synthése des dérivés amphiphiles de HA, c’est-a-dire 1’acidification du
polymére par une résine échangeuse de cations, semble une bonne alternative a 1’acidification

« classique », principalement parce qu’il limite fortement la dégradation du squelette du HA.

Enfin, la synthése de HA hydrophobisé dont les propriétés amphiphiles sont légérement plus marquées
(par exemple en greffant des chaines octyle sur le HA) doit étre explorée, car ceci devrait favoriser
I’adsorption du HA modifié a la surface des particules polyméres. Toutefois, il faut espérer que nous ne

soyons pas limités en terme de solubilité en phase aqueuse de ces nouveaux composés.
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Chapitre III : Formulation et caractérisation de nanoparticules polymeres

recouvertes de HAC6

Nous avons démontré dans le chapitre précédent qu’il est possible de préparer des dérivés amphiphiles
de HA. Plus particuliérement, dans notre cas, des chaines hexyle ont été reliées au HA par des liaisons
ester. Ces composés posseédent des propriétés tensio-actives peu marquées en comparaison avec d’autres
polysaccharides modifiés synthétisés préalablement au LCPM', mais elles sont toutefois suffisantes pour

stabiliser des émulsions.

Les dérivés HAC6 produits sont destinés a étre utilisés lors de la formulation de nanoparticules
polyméres pour la vectorisation de molécules d’intérét au sein d’articulations pathologiques. Ceci nous

impose certaines contraintes :

- Chaque constituant des particules doit étre biocompatible et biodégradable ou bioassimilable.
- Les particules ne doivent pas contenir de solvant organique aprés leur préparation et étre
stérilisables.

- Lataille de ces nano-objets doit leur permettre une internalisation par les cellules.

* Les constituants des particules

Le matériau sélectionné comme cceur des particules est 1’acide poly(lactique-co-glycolique) (PLGA).
C’est un copolyester hydrophobe, biocompatible et approuvé par la FDA (cf chapitre I). Ces
copolyméres sont largement utilisés™ et de nombreuses données sont disponibles concernant leurs
caractéristiques. Un des avantages du PLGA est sa dégradation qui n’engendre pas de toxicité au niveau
du corps humain car aprés hydrolyse on obtient de I’acide lactique et de 1’acide glycolique

principalement.

Le recouvrement des nanoparticules de PLGA par des HAC6 devrait permettre d’atteindre une

reconnaissance spécifique des particules par les chondrocytes.
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Le stabilisant interne que nous avons utilisé pour la préparation de I’émulsion primaire est I’albumine de
sérum bovin (BSA). Cette protéine amphiphile est largement employée comme stabilisant

d’émulsions™”.

Bien qu’il n’existe pas de médicament capable de soigner ou réparer les pathologies articulaires et
notamment [’arthrose, certaines molécules semblent pouvoir jouer un réle dans la limitation de Ila
progression de la maladie. Par exemple, certains polysaccharides dont le HA ou la chondroitine sulfate
(CS) (Figure I1I-1) font I’objet d’une attention particuliére en raison de leurs effets chondroprotecteurs
notamment®®. C’est pourquoi nous avons cherché a encapsuler une quantité suffisante de ces molécules
dans les particules pour qu’une fois injectées au niveau d’articulations pathologiques, la libération de
ces molécules d’intérét a proximité ou dans les chondrocytes déclenche une réponse biologique

favorable.

0
OH OH H
o OH N
HO 0 == NS Oo
OH J: QO Y0 HO O
(o) n O// \O@
n
a) HA b) CS

Figure III-1 : Structure moléculaire d’une unité de répétition du HA et de la CS.

¢ Taille des particules

Bien qu’il n’y ait pas d’objectif précis quant au diamétre des particules, celles-ci doivent étre
suffisamment petites pour étre internalisées facilement par les chondrocytes (environ 40 um de diamétre
cf chapitre I). Les particules doivent dans le méme temps pouvoir encapsuler une quantité suffisante de

principe actif pour engendrer une réponse biologique quantifiable.
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I.  Objectifs

Ce chapitre III est consacré a 1’élaboration de nanoparticules de PLGA recouvertes par du HAC6. Nous
avons tout d’abord optimisé les conditions de formulation afin d’obtenir des particules submicroniques,
faciles a stocker et a redisperser dans le cadre de leur utilisation au niveau biologique. Différents
paramétres ont été optimisés afin de tenter de standardiser le procédé et ainsi obtenir des lots de

particules reproductibles.

Par la suite, nous nous sommes intéressés a encapsuler différentes molécules d’intérét. Dans un premier

temps, des molécules fluorescentes pourraient nous permettre :

- de vérifier in vitro qu’une internalisation des nanoparticules par des chondrocytes est possible
- de localiser les particules in vivo apres injection dans des articulations de rat
- d’ajuster, si besoin, les paramétres de formulation des particules. Dans un deuxiéme temps,

des polysaccharides (HA et CS) ont été encapsulés comme molécules d’intérét.

Ces travaux ont été réalisés lot par lot, c'est-a-dire que pour chaque condition de formulation de
particules, des tests biologiques ont été effectués afin d’identifier d’éventuels écueils et d’y apporter des

solutions si nécessaire.

II. Procédé d’émulsion/évaporation de solvant organique

Le procédé que nous avons choisi pour préparer les nanoparticules est la technique
d’émulsion/évaporation de solvant organique. Cette méthode est simple a mettre en place, largement

9-11 . . 1t
. L’émulsion est réalisée par

documentée et permet de préparer des émulsions simples ou doubles
sonication au moyen d’une sonde a ultrasons. Le LCPM est également équipé d’un microfluidiseur qui
permet de préparer des particules par entrechoquement de la solution aqueuse et de la solution
organique, dans une chambre de mélange. La pression a I’intérieur de cette chambre détermine la
quantité d’énergie apportée au systéme et influence la taille finale de 1’émulsion. Toutefois cette

7 raor 1c 7 . rar r 712 I3
méthode n’a pas été utilisée dans le cadre de ces travaux, car il a été démontré ” qu’elle dégrade

fortement les HACS6.

La technique de sonication est dite de haute énergie et entraine des échauffements locaux importants si le
temps d’utilisation est long. C’est pourquoi le systéme doit étre refroidi par un bain de glace pour

dissiper la chaleur dégagée qui risque d’endommager certains principes actifs fragiles.
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Des phénomeénes de déstabilisation des émulsions (décrits au chapitre V) peuvent survenir une fois
I’émulsion formée. Ils peuvent étre évités si le solvant de la phase dispersée est rapidement éliminé.
Dans notre cas, la phase dispersée contient aussi un polymeére : le PLGA qui est insoluble dans I’eau.
Lors de I’évaporation du solvant organique, le PLGA va alors précipiter dans la phase aqueuse pour
conduire au final a la formation de particules solides. L’évaporation du solvant organique est donc une
des étapes clés de la formulation. Elle doit étre suffisamment rapide pour limiter les phénoménes de
déstabilisation des émulsions et minimiser la diffusion de la phase aqueuse interne (et donc des

molécules encapsulées) vers la phase aqueuse dispersante.

III. Techniques de mesure de la taille des particules

La taille des particules obtenues a été estimée grace au granulométre a diffraction laser que posséde le
LCPM : un Mastersizer MS2000° (Malvern Instrument Ltd, Worcestershire, UK). Cet appareil permet
de déterminer la taille de particules comprises entre 0,1 et 3 000 um de diamétre. Le traitement des
résultats obtenus est basé sur la théorie de Mie (cf chapitre V). Les particules obtenues ont également été

visualisées par Microscopie Electronique a Balayage.

A. Granulométre a diffraction laser
Le Mastersizer (Figure 111-2) permet d’observer la taille des particules présentes dans un échantillon en
utilisant la théorie de Mie « a I’envers ». Lorsque les indices de réfraction du milieu de dispersion et des
particules sont connus, 1’appareil peut déterminer le diamétre des particules d’aprés 1’analyse de I’image
de diffraction obtenue. L’analyse est entierement automatisée via des procédures standard (SOP) pour
¢éliminer les variabilités dues a I’opérateur. Le Mastersizer est congu pour mesurer la distribution en taille

des particules d’un échantillon.
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Figure I1I-2 : Schéma représentatif du mode de fonctionnement du Mastersizer'.

L’appareil est équipé de deux sources laser :

- Un laser rouge (hélium-néon) pour la diffusion avant, la diffusion latérale et la rétrodiffusion
- Un laser bleu (diode) pour la diffusion avant aux grands angles et la rétrodiffusion. Il émet un
faisceau optique de petite longueur d’onde et permet d’augmenter la sensibilité de 1’appareil vis-

a-vis des particules submicroniques.

Le traitement du signal détecté permet d’obtenir différentes données concernant I’échantillon analysé. La
figure III-3 représente un diffractogramme type obtenu par le Mastersizer pour une suspension de

particules formulées par double émulsion puis évaporation du solvant organique.
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Sample Name: SOP Name: Measured:
HACS PLGA DEX apreés lyo + 20min US PLA hervé nacl10-4 mercredi 30 septembre 2009 13:30:20
Sample Source & type: Measured by: Analysed:
Paris MARIE mercredi 30 septembre 2009 13:30:21
Sample bulk lot ref: Result Source:
123-ABC Measurement
Particle Name: Accessory Name: Analysis model: Sensitivity:
PLA ML Hydro 2000SM (A) ( B)Multiple narrow modes Enhanced
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
1.407 0.0001 0.020 to 2000.000 um 5.26 %
Dispersant Name: (A) Dispersant Rl: Weighted Residual: Result Emulation:
NacL 10-4M 1.332 2625 % Off
Concentration: Span: Uniformity: Result units:
0.0118 %Vol 3.086 3.04 Volume
Specific Surface Area: D Surface Weighted Mean D[3,2]: D Vol. Weighted Mean D[4,3]:
175 melg 0274 um 1.391 um

(C) d(0.4):  0.189 um (C) d(05): 0380 um (C) d(0.9):  1.361 um

Particle Size Distribution

12
10

(o]

Volume (% )
[e)]

/\ AN

o]
0.01 0.1 1 10 100 1000 3000

Particle Size (um)
—HAC6 PLGA DEX apres lyo + 20min US, mercredi 30 septembre 2009 13:30:20

Figure II1-3 : Diffractogramme obtenu dans le cas d’un lot de particules formulées par double émulsion avec du

HABIi0C6-31% utilisé comme stabilisant de la phase aqueuse externe.

Chaque rapport de mesure renseigne sur les conditions d’analyse ; on peut ainsi connaitre :

- Les caractéristiques du matériau utilisé et du milieu dispersant (indice de réfraction, absorption).
(A)

- Le type de traitement du signal. Pour notre étude nous avons choisi le mode « Multiple narrow
modes » qui facilite la visualisation d’échantillons possédant de multiples classes de particules.
B)

- d(0.1) : représente le diamétre des particules en dessous duquel se trouve 10% du volume total
des particules. (C)

- d(0.5) : représente le diamétre des particules en dessous duquel se trouve 50% du volume total
de I’échantillon. (C)

- d(0.9) : représente le diamétre des particules en dessous duquel se trouve 90% du volume total

de I’échantillon. (C)
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- D[3,2]: diamétre moyen en surface. C’est le diamétre d’une sphére dont le rapport
volume/surface spécifique est identique a la moyenne des rapports volume/surface spécifique de
toutes les particules présentes dans I’échantillon. Ce diamétre est aussi appelé diamétre de
Sauter. Il est généralement utilisé pour caractériser des aérosols ou des sprays. (D)

- D[4,3] : c’est le diamétre moyen en volume, appelé aussi diamétre de De Brouckere. Le volume
d’une sphére de ce diamétre est égal a la moyenne des volumes des particules de 1’échantillon.

Le D[4,3] est sensible a la présence de grosses particules. (D)

Dans les tableaux qui seront présentés dans la suite de ce manuscrit, tous ces diamétres seront indiqués,
mais nous nous focaliserons plus particulierement sur le d(0,5), tout en examinant le d(0,9), D[3,2] et le

D[4,3].

* Pourquoi ne pas utiliser ’HPPS dans le cadre de cette thése ?

Une autre technique d’analyse était utilisée précédemment, il s’agit de la spectroscopie a corrélation de
photons (PCS). L’appareil utilisé, un HPPS (High Performance Particle Sizer, Malvern Instruments),
permet de mesurer les diamétres des particules par rétrodiffusion de la lumiére. L’analyse repose sur le
fait que des particules en suspension sont constamment soumises au mouvement Brownien dont
I’intensité est inversement proportionnelle a la viscosité du milieu et a la taille des particules. L’HPPS
mesure les variations du mouvement Brownien dans le temps, via les variations de la diffusion de Ia
lumiére autour d’une valeur moyenne. On obtient au final les rayons hydrodynamiques des particules
présentes en suspension. Cependant, le traitement informatique des données obtenues donne une valeur
moyenne de la taille des particules et, par conséquent, n’est pas adapté dans notre cas puisque notre

protocole de formulation de nanoparticules conduit a 1’obtention de plusieurs classes de particules.

B. Mesure des diameétres des particules par microscopie électronique a balayage (MEB)
La microscopie a balayage est utilisée en complément de la diffraction de la lumiére. On peut ainsi

balayer I’échantillon et observer qualitativement les différentes classes de population.

Cette technique d’analyse repose sur les interactions électron-matiére. Un canon a électron va émettre un
faisceau d’électrons en direction de 1’échantillon. Ces électrons dits primaires vont entrer en collision
avec les atomes de 1’échantillon et céder une partie de leur énergie a des électrons des atomes et ainsi les

¢éjecter, on parle alors d’électrons secondaires. Ceux-ci vont étre recueillis par des détecteurs et leur
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quantité permet de donner des informations sur la topologie de 1’échantillon (la variation de la surface de

I’échantillon modifie la quantité d’électrons secondaires &jectés).

Les échantillons isolants (échantillons biologiques, polymeéres, etc.) doivent en plus étre métallisés,

c’est-a-dire recouverts d’une fine couche de carbone ou d’or.

Les expériences ont été réalisées au moyen d’un appareil JEOL JSM localisé au LRGP (UPR 3349).

IV.  Optimisation des conditions de formulation et de stockage des

particules

A. Variation de la concentration en HAC6 dans la phase aqueuse externe
Les résultats présentés dans le chapitre précédent ont montré que les lots de HAC6 synthétisés ne

possedent pas de propriétés tensio-actives trés marquées.

Nous avons donc préparé des émulsions (simple et double) avec une concentration en HAC6 dans la
phase aqueuse externe variant de 0,5 a 5 g/L selon les protocoles décrits dans le chapitre V. L’objectif
étant de déterminer la concentration minimale en HAC6 nécessaire pour stabiliser efficacement les
émulsions finales et obtenir des particules dont la taille permet une encapsulation suffisante de molécules
d’intérét, tout en présentant de bonnes caractéristiques au niveau biologique (facilité de redispersion, non

toxicité, interaction avec les chondrocytes,...).

1) Cas des émulsions simples

Des émulsions simples huile dans eau (o/w) ont été préparées avec les différents lots de HAC6 utilisés
comme stabilisant. La phase organique est constituée de PLGA (50/50) a une concentration de 25 g/L
dans du dichlorométhane. Bien que la plupart des publications consacrées a la formulation d’émulsions
simples préconisent un rapport entre la phase dispersante et la phase dispersée de 10/1 (v/v), nous avons

utilisé un rapport de 2/1 (v/v) pour des raisons pratiques :

- Ceci nous permet de prédire les tailles de gouttelettes qui seront obtenues dans le cas de
I’émulsion double. En effet, dans le cas des émulsions doubles, le volume total émulsionnable
est limité et le ratio phase aqueuse externe/phase organique des émulsions doubles est de 2/1.

- La quantité de HAC6 pour chaque lot est limitée.

L’interprétation des résultats que nous avons obtenus par diffraction de la lumiére est différente des

analyses d’un microscope ou 1’on se contente de faire du comptage. Pour la diffraction de la lumiére, le
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logiciel d’analyse va classer les particules selon leur distribution en volume ramenée a leur diameétre.
Lorsque le diamétre d’une sphére est doublé, le volume de la particule correspondante est multiplié par 8
(soit 2%). Ainsi, une particule de diamétre important aura autant de « poids » qu’une multitude de petites
particules. L’interprétation des résultats obtenus peut donc étre rendue délicate par la présence de
quelques grosses particules dans la suspension analysée, d’ou I’importance d’observer les

diffractogrammes pour chaque lot étudié.

Comme nous I’avons signifié précédemment, nous avons fait varier la concentration en HAC6 de 0,5 a 5
g/L pour déterminer quelle concentration permet de stabiliser les émulsions o/w. Des émulsions simples
ont été préparées avec les différents lots de HAC6. Aprés évaporation du solvant organique, nous avons

mesuré le diamétre des particules obtenues. Les résultats sont présentés dans le tableau II1-1.

HAA(;/::)H% d(0,1) (nm) d(0,5) (nm) d(0,9) (nm) D[3,2] (nm) D[4,3] (nm)

0,5 1255 194 294 489 993 6 180 231 101
1 1165 342 389 804 221 6 055 392 366
2,5 527 460 785 1 022 987 1 906 475 665
5 190 180 263 804 332 624 281 849

HABioC6-

17% (e/L) d(0,1) (nm) d(0,5) (nm) d(0,9) (nm) D[3,2] (nm) D[4,3] (nm)
0,5 220 360 700 354 433
1 203 300 641 305 365
2,5 195 291 605 290 341
5 147 232 480 223 268
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HABioC6-
d(0,1) (nm) d(0,5) (nm) d(0,9) (nm) D[3,2] (nm) D[4,3] (nm)
24% (g/L)
0,5 80 217 98 223 177 37 562
1 ND ND ND ND ND
2,5 85 258 86 105 199 25 646
5 249 511 1051 431 551
HABioC6-
d(0,1) (nm) d(0,5) (nm) d(0,9) (nm) D[3,2] (nm) D[4,3] (nm)
31% (g/L)
0,5 96 314 444 013 229 87 538
1 152 230 601 226 278
2.5 101 170 252 154 174
5 79 169 15 606 149 16 320

Tableau I1I-1 : Evolution des tailles des particules préparées par simple émulsion o/w puis évaporation du solvant

en fonction de la concentration en HAC6 dans la phase aqueuse externe.

Dans le cas du HAAC6-19%, synthétisé a partir du HANa de haute masse molaire, on peut constater que
quelle que soit la concentration utilisée, il ne permet pas de stabiliser correctement des émulsions o/w
simples. Par conséquent, aprés évaporation du solvant, le diamétre des particules obtenues n’est pas

compatible avec nos objectifs biologiques. Plusieurs explications peuvent expliquer ces résultats :

- la haute masse molaire de ce HAC6 rend les solutions aqueuses visqueuses. L’adsorption a
I’interface eau/(PLGA + dichlorométhane) de ce HAC6 n’est peut-étre pas suffisamment rapide
par rapport au temps de sonication

- parallélement, ’adsorption d’une molécule de HAAC6-19% peut empécher I’adsorption d’autres

molécules identiques.

Au final, ce HAAC6-19% n’est pas apte a stabiliser correctement les émulsions formées.
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Pour les lots HABioC6, il est possible de stabiliser des émulsions simples o/w (et donc les particules
résultantes) d’un diamétre inférieur a 0,S pm. On peut de plus remarquer que la taille des

particules tend a diminuer lorsque la concentration en HAC6 augmente.

2) Cas des émulsions doubles

Les émulsions doubles sont préparées selon le protocole décrit dans le chapitre V. La présence d’un
tensio-actif dans la phase aqueuse interne est nécessaire pour stabiliser la premiére émulsion o/w. Nous
avons choisi d’utiliser la BSA pour jouer ce réle, car ¢’est une molécule amphiphile réguliérement
utilisée comme agent stabilisant lors de la préparation d’émulsions multiples. Lors de précédents travaux
concernant les particules polyméres recouvertes de HAC6'?, la BSA était utilisée a raison de 50 g/L dans
la phase aqueuse interne. Nous avons pu vérifier qu’une concentration de 25 g/L était suffisante pour
stabiliser I’émulsion o/w primaire, sans modifier la distribution en taille des particules finales (Figure II1-
4). Cette réduction de la quantité de BSA nécessaire pour la stabilisation est intéressante pour
I’évaluation biologique des particules puisque I’introduction de corps étrangers dans 1’organisme peut
provoquer une réaction immunitaire. Il est donc essentiel de limiter au maximum les concentrations de

chaque molécule nécessaire a la formulation des particules.

BSA 25 g/L BSA 50 g/L
/ Pacticle Size Distribution
10
i~ 8
&
g
- [
2 B /1
> /]
2
— il — T - —
8401 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (ym)
+~HABI0C6-17% 5g/I 8Bml + PLGA 25g/I 4ml + BSA 0.4ml 25g/I, mercredi 7 mai 2008 19:04:41
—HABI0C6-17% Sqg/l 8ml + PLGA 25g/! 4ml + BSA 0.4ml 50q/|, mercredi 7 mai 2008 19:15:17

Figure I1I-4 : Evolution de la taille des nanoparticules recouvertes de HABioC6-17% obtenues par double
émulsion/évaporation de solvant en fonction de la concentration en BSA dans la phase aqueuse interne : 25

g/L (en rouge) et 50 g/L (en vert).
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Les résultats des mesures par diffraction de la lumiére sur le diamétre des particules préparées par double

émulsion sont donnés dans le tableau I11-2 :

HAAC6-19%

@L) d(0,1) (nm) d(0,5) (nm) d(0,9) (nm) D[3,2] (nm) D[4,3] (nm)
0,5 6 156 23 996 269 441 14 657 78 515
1 262 21 305 469 259 1 008 127 536
2,5 97 2779 115 145 289 38 375
5 104 8508 119 350 339 52 898
HABioC6-
17% (g/L) d(0,1) (nm) d(0,5) (nm) d(0,9) (nm) D[3,2] (nm) D[4,3] (nm)
0,5 22 474 45 424 85716 37 984 53 055
1 193 513 82376 461 42 245
2,5 162 238 554 236 418
5 144 203 314 203 444
HABioC6-
24% (g/L) d(0,1) (nm) d(0,5) (nm) d(0,9) (nm) D[3,2] (nm) D[4,3] (nm)
0,5 221 549 595 1 021 600 3 744 539 965
1 201 8317 770 665 546 236 984
2,5 131 415 121 128 305 32 426
5 187 294 1152 309 457
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HABioC6-
31% (g/L) d(0,1) (nm) d(0,5) (nm) d(0,9) (nm) D[3,2] (nm) D[4,3] (nm)
0,5 24 642 51 612 172 308 44 423 111 164
1 13 930 51 051 636 695 31341 194 782
2,5 85 155 288 141 3217
5 80 143 228 127 291

Tableau I1I-2 : Evolution des diamétres des particules préparées par double émulsion (apres évaporation du solvant

organique) en fonction de la concentration en HAC6 dans la phase aqueuse externe.

L’analyse par MEB des nanoparticules obtenues par double émulsion nous a permis de confirmer les
résultats obtenus par diffraction de la lumiére et rassemblés dans le tableau I1I-2. La figure I1I-5 montre
des clichés de particules formulées par double émulsion/évaporation de solvant, en fonction de la

concentration en HAC6 utilisée (HABi0C6-24%) :
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Figure III-5 : Observation en microscopie électronique a balayage de nanoparticules de PLGA recouvertes de
HABIi0C6-24% a différentes concentrations, préparées par double émulsion (BSA a 25 g/L dans la phase aqueuse
interne). Les concentrations en HABi0C6-24% sont de 0,5 ; 1 ;2,5 et 5 g/L pour les clichés A, B, C et D,

respectivement.

A partir du tableau III-2, on remarque qu’aucune particule d’un diamétre inférieur au um ne peut étre
observée avec le HAAC6-19% utilisé comme stabilisant de I’émulsion secondaire, ce qui conforte les
résultats que nous avions observés pour les émulsions simples. Dans le cas des dérivés HAC6 obtenus a
partir du HA Bioiberica, si les concentrations en HAC6 dans la phase aqueuse externe sont inférieures a
2,5 g/L il n’est pas possible de stabiliser correctement des émulsions doubles. On observe alors par MEB
des agrégats de plusieurs dizaines de micrométres. Ainsi les particules obtenues aprés évaporation de
solvant n’ont pas un diamétre suffisamment faible pour envisager une utilisation biologique. Par contre,
lorsque les phases aqueuses externes présentent des concentrations de 2,5 et 5 g/L, les émulsions doubles
sont bien mieux stabilisées et des particules de diametres inférieurs a 500 nm peuvent étre produites ; ce
qui répond aux contraintes imposées par la biologie. De plus, on peut remarquer que le diamétre des
particules pour un méme dérivé HAC6 employé tend a diminuer lorsque la concentration en HAC6

augmente.
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Des essais de formulation de particules en employant des concentrations supérieures a 5 g/ de HAC6
dans la phase aqueuse externe n’ont pas permis d’atteindre des diamétres corrects. La solution aqueuse

externe devient trop visqueuse en raison de la forte concentration en polysaccharide.

A la vue des résultats obtenus, nous avons retenu la concentration de 5 g/L. de HAC6 dans la phase
aqueuse externe pour la suite de notre étude et nous avons uniquement utilisé les lots de HAC6

synthétisés a partir du HANa Bioibérica.

B. Purification des nanoparticules
Une fois le solvant de la phase organique évaporé, on obtient une suspension de particules en solution
aqueuse qu’il faut purifier. En effet, dans la phase aqueuse dispersante, on retrouve des molécules qui ne
sont pas intervenues dans la formulation (HAC6, BSA, ...). Cette purification se fait par centrifugation.
On peut ainsi discriminer les particules des molécules grace a leur différence de masse. Les particules
vont étre concentrées par sédimentation alors que les molécules solubles dans 1’eau restent dans le
surnageant et peuvent facilement étre éliminées. Aprés chaque centrifugation et élimination du
surnageant, un volume connu d’eau MilliQ est ajouté au culot puis les particules sont redispersées par

agitation pendant 5 minutes au vortex et relavées par centrifugation.

Dans un premier temps, il a fallu déterminer la vitesse optimale de centrifugation, c'est-a-dire la vitesse
pour laquelle on peut facilement séparer les particules du reste de la suspension, tout en préservant leur

intégrité et en évitant leur agrégation.

L’optimisation des conditions de lavage s’est faite par centrifugation (2 séries de lavage) sur des

particules préparées par double émulsion avec du HABi0C6-31% utilisé comme stabilisant externe.

137



vitesse de

centrifugation d(0,1) (nm) d(0,5) (nm) d(0,9) (nm) D[3,2] (nm) D[4,3] (nm)
10 000 (rpm) 136 152 172 152 153

9 000 (rpm) 143 154 167 154 155

8 000 (rpm) 122 160 201 155 162

7 000 (rpm) 118 190 263 178 208

6 000 (rpm) 135 211 302 196 215

5000 (rpm) 117 208 353 182 226

Tableau I11-3

: Evolution des tailles de particules présentes dans les surnageants en fonction de la vitesse de

centrifugation. Le HABi0C6-31% a été utilisé a 5 g/ comme stabilisant de la phase externe.
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Figure II1-6 : Représentation graphique de 1’évolution de la taille en nanométre des particules, mesurée dans les
surnageants en fonction de la vitesse de centrifugation en rpm. Le HABi0oC6-31% a été utilisé a 5 g/ comme

stabilisant de la phase externe.

On s’apercoit que la taille des particules présentes dans le surnageant diminue lorsque la vitesse de
centrifugation augmente (Tableau I11-3). A partir de la Figure I11-6, on peut conclure qu’au dela de 8 000
rpm ’appareil ne détecte plus d’objets d’un diamétre supérieur a 200 nm présents dans le surnageant. La
moyenne des d(0,5) reste stable a 160 nm. Il est cependant important de noter que lors des mesures de la
taille des particules dans les surnageants, la valeur de 1’obscuration était trés faible (inférieure a 0,5 %)
pour un volume de suspension injecté d’environ 15 mL. En d’autres termes, il n’y a que trés peu de
particules présentes dans le surnageant. Pour rappel, lors de la mesure de tailles des particules en
suspension (apres évaporation du solvant organique), entre 2 et 3 mL de suspension sont suffisants pour

obtenir une obscuration du laser de 5 %.

Les tailles des particules présentes dans le culot ont été mesurées aprés chaque cycle de lavage
(centrifugation + redispersion) et sont difficiles a interpréter (Tableau III-4). En effet, la présence

d’agrégats de particules va considérablement influencer les valeurs obtenues par le Mastersizer, ceci est
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particuliérement vrai pour le d(0,9) et le D[4,3]. En revanche, on peut constater en observant le tableau

III-5 que ces « agrégats » ne sont plus visibles aprés lyophilisation.

vitesse de
centrifugation
(rpm) d(0,1) (nm) d(0,5) (nm) d(0,9) (nm) D[3,2] (nm) D[4,3] (nm)
(1er lavage)

10 000 170 263 778 276 410
9000 170 261 780 275 408

8 000 175 264 801 280 417

7 000 175 266 1153 286 2 156

6 000 180 272 1108 289 1382
5000 183 274 718 290 1 082
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vitesse de
centrifugation
d(0,1) (nm) d(0,5) (nm) d(0,9) (nm) D[3,2] (nm) D[4,3] (nm)
(rpm) (2éme

lavage)

10 000 180 283 953 891 703
9000 181 279 858 295 435
8 000 187 285 1075 302 444
7 000 188 285 739 301 1139
6 000 190 286 718 302 1113
5000 196 298 944 318 1432

Tableau I1I-4 : Evolution des tailles des particules contenues dans le culot de centrifugation en fonction de la
vitesse de centrifugation. Les particules sont redispersées pendant 5 minutes au vortex apres chaque centrifugation.

Le HABi0oC6-31% a été utilisé a 5 g/l comme stabilisant de la phase externe.

vitesse de
centrifugation d(0,1) (nm) d(0,5) (nm) d(0,9) (nm) DJ[3,2] (nm) D[4,3] (nm)

(rpm)

10 000 180 296 1246 307 1551
9000 183 299 1245 311 1485

8 000 190 304 859 313 452

7 000 163 410 41994 342 12 157

6 000 201 342 1286 310 1981
5000 222 504 52 844 461 13910

Tableau III-5 : Evolution des tailles des particules obtenues en fonction de la vitesse de centrifugation apres
lyophilisation, redispersion et sonication 20 minutes au bain a ultrasons. Le HABioC6-31% a été utilisé¢ a 5 g/L

comme stabilisant de la phase externe.
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Il a donc été décidé a la vue de ces résultats que les centrifugations seraient effectuées a une vitesse
de 9 000 rpm (12085 g). Cette vitesse représente un bon compromis car elle permet de séparer les
particules des molécules présentes en solution tout en limitant les risques d’agrégation induits par

une vitesse trop importante.

C. Stockage des particules
Le stockage des particules est un probléme majeur de 1’industrie. Bien souvent le délai entre la
formulation des particules et leur utilisation est de plusieurs jours voire de quelques mois. Durant cette
période, les lots de particules doivent conserver leurs propriétés c'est-a-dire principalement leur taille, ne

pas s’agréger et ne pas se dégrader ni altérer les molécules qui peuvent y étre encapsulées.

La conservation des particules en milieu aqueux (a 1’état de suspension) a température ambiante est a
proscrire car elle ne préserve pas I’intégrité des particules et conduit parfois a la libération des principes

actifs (selon le principe actif encapsulé).

La congélation de la suspension fige certes le systéme mais tend a agréger les particules si 1’étape de
refroidissement est trop longue. Les particules sont sensibles aux cycles congélation/décongélation donc
les lots congelés ne peuvent généralement Etre utilisés qu’une seule fois, sinon une agrégation des

particules peut étre observée.

La lyophilisation reste la meilleure des alternatives pour la conservation de particules, sous réserve que
celles-ci ne s’agrégent pas pendant le processus. Elle permet de plus d’obtenir une poudre de particules
séches dont I’utilisation sera facilitée. On peut ainsi connaitre la quantité exacte de particules a

redisperser pour leur future injection, contrairement a la congélation.

¢ Utilisation de lyoprotecteurs

Nous avons étudié 1’effet de 1’ajout de lyoprotecteurs sur la redispersion de particules lyophilisées. Les
lyoprotecteurs sont des molécules qui vont recouvrir les particules et ainsi prévenir leur agrégation lors
de la lyophilisation. Lors de la sublimation de 1’eau, les particules se retrouvent surconcentrées. Si leur
surface n’est pas suffisamment recouverte de stabilisant, des interactions plus ou moins fortes vont avoir
lieu entre elles ce qui conduit généralement a 1’agrégation des particules. Ce phénoméne est d’autant

plus marqué si le matériau cceur des particules est hydrophobe. Dans ce dernier cas, les interactions sont
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renforcées et la redispersion des particules devient impossible. Les lyoprotecteurs peuvent empécher leur

agrégation en se positionnant a la surface des particules et donc en limitant les interactions.

Deux types de lyoprotecteurs ont été utilisés dans le cadre de ces travaux : le tréhalose (disaccharide) et

le mannitol (polyol) (Sigma Aldrich, USA)'*"* (Figure III-7).

OH OH

OH OH FO\
- OH OH
HO/\_/H/\/OH HO 4—(HO ?/(;—[H HO
L/

a) Mannitol b) Tréhalose
Figure II1-7: Structure moléculaire du a) mannitol et du b) tréhalose.

Pour évaluer ces deux lyoprotecteurs, des particules ont été préparées par double émulsion en utilisant le
HABi0oC6-31% comme stabilisant, dissout dans la phase aqueuse externe. Aprés caractérisation de leur
taille, les suspensions de particules sont divisées en plusieurs lots pour mener les centrifugations/lavages.
Ces lavages sont soit effectués avec de I’eau MilliQ, soit avec une solution aqueuse contenant les
lyoprotecteurs. Dans le cas des lavages a 1’eau, avant de lyophiliser les particules, celles ci sont réparties

en trois lots auxquels on ajoute soit de 1’eau soit une solution aqueuse de lyoprotecteurs.

On a ainsi avant lyophilisation 5 types d’expériences :

1) Un échantillon lavé a I’eau et lyophilisé dans de I’eau

2) Un échantillon lavé a 1’eau et lyophilisé dans une solution de Tréhalose (5 g/L)
3) Un échantillon lavé a I’eau et lyophilisé dans une solution de Mannitol (5 g/L)
4) Un échantillon lavé et lyophilisé dans une solution de Tréhalose (5 g/L)

5) Un échantillon lavé et lyophilisé dans une solution de Mannitol (5 g/L)

Le Tableau I1I-6 nous permet de constater que les diamétres des particules obtenues sont sensiblement
égaux quelles que soient les conditions de lavages/lyophilisation. Néanmoins ces diamétres sont plus
faibles lorsque les lavages des particules ont été effectués dans 1’eau. Cette expérience nous montre que

I’ajout de cryoprotecteurs n’est pas nécessaire dans le cas de ces nanoparticules. Ce résultat différe par
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exemple des nano-objets pégylés pour lesquels ’ajout de lyoprotecteurs est généralement nécessaire.

Dans notre cas, le HAC6 recouvre suffisamment la matrice de PLGA pour empécher I’agrégation et

assurer la redispersion des particules. Le non recours a des lyoprotecteurs va permettre de mener des

expériences biologiques plus fiables car les quantités de particules utilisées seront des quantités vraies ; il

n’y aura pas de surestimation de la concentration utilisée en raison de la présence de cryoprotecteurs.

HABioC6-

31%/PLGA/BSA

d(0,1) (nm)

d(0.5) (nm)

d(0.9) (nm)

D[3.2] (nm)

D[4.3] (nm)

émulsion aprés

évaporation

96

216

5316

184

8742

lavages et
lyophilisation

dans I'eau

189

312

1267

326

1186

lavages a 1'eau
puis mannitol
avant

lyophilisation

190

313

1300

328

783

lavages a l'eau
puis tréhalose
avant

lyophilisation

189

314

1258

326

922

lavages avec
mannitol puis

lyophilisation

200

354

1961

359

1 067

lavages avec
tréhalose puis

lyophilisation

195

351

6714

365

2227

Tableau I1I-6 : Récapitulatif des tailles de particules en fonction des conditions de lavages et de lyophilisation (a

I’eau ou dans une solution contenant des cryoprotecteurs). Les particules sont stabilisées par du HABioC6-31% a 5

g/L, apres lyophilisation, elles sont redispersées dans 1’eau puis soniquées pendant 20 minutes dans un bain a

ultrasons.
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D. Conclusion sur la formulation de particules « vides » par double émulsion
Nous avons mis au point les conditions expérimentales qui conduisent a la formulation de particules de
PLGA par la méthode d’émulsion/évaporation de solvant. Ces particules sont recouvertes de HAC6
produits en modifiant le HANa de chez Bioibérica. Nous avons déterminé que la quantité de HAC6
nécessaire a la stabilisation de particules de taille suffisamment petite pour envisager une utilisation
biologique est de 5 g/L. Parall¢lement, la concentration en BSA utilisée pour stabiliser 1’émulsion
interne a pu étre diminuée de moitié, a 25 g/L (par rapport a nos travaux précédents) sans modifier les
caractéristiques des particules. Hélas, ce procédé d’émulsion/évaporation de solvant ne nous permet pas

d’obtenir des particules monodisperses. Leur taille varie entre 200 nm et 2 pm de diamétre.

Les particules ainsi formées peuvent étre purifiées par centrifugation puis lyophilisées sans que 1’on

observe d’agrégation et donc sans avoir recours a des lyoprotecteurs.

V. Encapsulation de molécules d’intérét

Une fois les conditions optimales de préparation et de stockage des particules « vides » définies, nous
avons cherché a encapsuler différentes molécules a savoir : une sonde fluorescente (DEX-FITC ou BSA-
Cy3) permettant de visualiser les particules lors des tests biologiques, puis, une molécule d’intérét (HA

ou CS) pour observer d’éventuels effets bénéfiques sur des articulations pathologiques.

A. Les traceurs fluorescents

1) La fluorescéine

La fluorescéine est une sonde fluorescente trés utilisée car elle peut étre conjuguée avec une grande

117 Modifiée chimiquement pour porter un groupement isothiocyanate, on parle

variété de molécules
alors de FITC (isothiocyanate de fluorescéine) et on peut la coupler facilement avec d’autres molécules
comme le dextrane par exemple. On obtient alors un traceur fluorescent nommé DEX-FITC (Figure I11-

8) qui permettra, dans notre cas, de visualiser les particules par fluorescence, grace au substituant FITC.

La longueur d’onde d’excitation de la FITC est de Ae,= 495 nm pour un maximum d’émission a A= 521
nm. Toutefois ce groupe fluorescéine est soumis comme la plupart des fluorochromes au
photoblanchissement (photobleaching) ce qui rend difficile la quantification de la FITC encapsulée dans

les particules. De plus, dans le cas précis de notre étude, sa longueur d’onde d’émission est proche de
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I’autofluorescence du cartilage (qui émet de la fluorescence aux alentours de 520 nm). La visualisation

des particules contenant du DEX-FITC dans les tissus biologiques sera malheureusement délicate.

La masse molaire du DEX-FITC utilis¢ est de 1’ordre de 500 000 g/mol. Il va en quelque sorte nous
permettre de « mimer » 1’encapsulation de polysaccharides de haute masse molaire tels que le HANa que
nous utiliserons plus tard comme molécule d’intérét. Ainsi il servira pour optimiser les conditions

d’encapsulation.

O§ l 0] OH
)

\

HO

a) Fluorescéine
b) Fluorescéine Isothiocyanate

n

c¢) Dextrane-Fluorescéine Isothiocyanate

Figure II1-8 : Structures moléculaires de la Fluorescéine (a), de la Fluorescéine Isothiocyanate (b) et du DEX-FITC

(C)IS.

La formulation de particules encapsulant du DEX-FITC (solubilisé a une concentration de 5 g/LL dans la
phase aqueuse interne qui contient également 25 g/ de BSA) donne les résultats suivants rassemblés

dans le tableau III-7 :
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D(0,1) D(0.5) D(0.9) D[3.2] D[4.3]

HABioC6- (144) (203) (314) (203) (444)
17% 245 341 39 895 426 19316

HABioC6- (80) (143) (228) (127) (291)
31% 117 300 715 230 733

Tableau III-7 : Récapitulatif des tailles de particules obtenues pour I’encapsulation de DEX-FITC dans des
particules de PLGA recouvertes de HAC6 (HABioC6-17% et HABi0oC6-31% a 5 g/L). Les tailles indiquées entre

parenthéses sont caractéristiques des particules « vides » obtenues dans les mémes conditions.

Les particules obtenues encapsulant le DEX-FITC possédent une taille 1égérement supérieure aux
particules « vides » c'est-a-dire sans molécule autre que la BSA dans la phase aqueuse interne. Ceci est
logique : la phase aqueuse interne contient plus de molécules et donc va former une émulsion interne

plus volumineuse, ce qui tend a augmenter la taille de 1’émulsion secondaire.

La quantification de la DEX-FITC réellement encapsulée n’a malheureusement pas pu étre déterminée
en raison de la sensibilité de la sonde vis-a-vis de son environnement. Nous avons en effet constaté lors
des dosages de la quantit¢ de DEX-FITC encapsulée dans les particules que le rendement de
fluorescence est différent selon que la molécule de DEX-FITC ait été encapsulée en présence ou non de
BSA. Sur la figure I11-9, on peut facilement observer ces différences. Sur cette figure sont tracées des

courbes de calibration de fluorescence de la DEX-FITC dans différentes solutions.

De plus, comme nous I’avons déja dit, la longueur d’onde d’émission de la FITC se confond avec la
longueur d’onde d’auto fluorescence du cartilage et rend difficile la localisation des particules.
Toutefois, bien que les nanoparticules contenant du DEX-FITC ne puissent pas étre utilisées lors des
tests in vivo, des particules contenant du DEX-FITC ont pu étre utilisées avec succeés pour démontrer

I’internalisation de ces particules par des synoviocytes et des chondrocytes in vitro (cf chapitre IV).
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Figure II1-9 : Droites d’étalonnage de I’intensité de fluorescence émise par le DEX-FITC (en coups par seconde)
par rapport a la concentration (ug/mL). La solution de DEX-FITC dans I’eau est représentée en bleu, le mélange
DEX-FITC + BSA (a 25 g/L) est en rose et la solution de DEX-FITC ayant subi le protocole de double émulsion

est en vert.

En raison des limitations du DEX-FITC, nous avons décidé de changer de traceur fluorescent et

d’utiliser de la Cyanine 3.

2) Cyanine 3
L’emploi du groupement fluorochrome cyanine 3 (Figure I1I-10) nous a permis de nous affranchir des
limites induites par la FITC (longueur d’onde d’émission trop proche de celle du cartilage). En effet la

cyanine 3 posséde une longueur d’onde d’excitation de A= 550 nm pour un maximum d’émission vers

Aem= 570 nm.

De la BSA-Cy3 (nanocs, USA) a été substituée a une partie de la BSA solubilisée dans la phase aqueuse
interne et utilisée lors de la 1°° émulsion o/w. La BSA étant la molécule amphiphile qui stabilise notre
émulsion interne, nous avons postulé que la BSA-Cy3 possédait des caractéristiques identiques et qu’elle
était par conséquent capable de se positionner a I’interface eau/huile de I’émulsion interne, contrairement
au DEX-FITC que nous avons cherché a encapsuler. La BSA-Cy3 qui fluoresce dans le rouge nous

servira a localiser les particules dans le cartilage.
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Figure II1-10 : Structure moléculaire de la cyanine 3. Les groupements R peuvent étre des chaines aliphatiques si la
cyanine 3 est utilisée seule ou des groupements réactifs (N-hydroxysuccinimide ou maleimide) permettant de

coupler la cyanine 3 a une autre molécule.

Ainsi, nous avons réalisé¢ différents tests en ajoutant des proportions variées de BSA-Cy3 a notre
formulation. Ces tests devraient nous permettre de déterminer la dose suffisante de BSA-Cy3 a utiliser

pour visualiser correctement les particules aprés injection dans I’articulation.

Nous avons ainsi remplacé 2 ; 5 et 10 % de BSA par de la BSA-Cy3 lors de la formulation de particules
recouvertes par du HABi0C6-24%. Les résultats concernant la taille des particules obtenues en fonction

de la quantité de BSA-Cy3 ajoutée sont regroupés dans le tableau III-8 :

BSA-Cy3 D(0,1) D(0,5) D(0,9) D[3,2] D[4,3]
0% 187 294 1152 309 457
2% 187 335 3161 351 1533
5% 64 133 5320 126 1 760
10 % 1 693 4732 19315 3374 10 205

Tableau I1I-8 : Tailles de particules obtenues aprés ajout de différentes quantités de BSA-Cy3 dans la phase
aqueuse interne. Utilisation de HABi0C6-24% (5 g/L) dans la phase aqueuse externe.

La présence de BSA-Cy3 a 2 et 5 % ne perturbe pas la taille des particules. Mais on observe une
augmentation marquée du diametre des particules dés que 10 % de BSA-Cy3 sont employés. Il n’existe
pas a notre connaissance de publications concernant les différences de comportement entre la BSA et la

BSA-Cy3, toutefois il est raisonnable de penser que 1’ajout du groupement Cy3 va modifier I’adsorption
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de la molécule a I’interface eau/dichlorométhane lors de la préparation de 1I’émulsion interne, et donc au

final la taille des particules obtenues.

Nous avons déterminé, apres visualisation en microscopie de fluorescence, que 5 % de BSA-Cy3 étaient
suffisants pour assurer une bonne détection des particules in vivo et in vitro (Figure 1l1I-11). L’objectif
était de trouver la plus petite quantité de Cy3 utilisable pour limiter les interférences. En effet, si I’on
veut encapsuler dans le méme temps des principes actifs avec une sonde fluorescente, on veut pouvoir
comparer les particules marquées avec des particules chargées seulement en molécules d’intérét et pour

cela il faut que leurs différences soient réduites au minimum.

NPs HA-BSA Cya-3

Figure II1-11 : Cliché obtenu aprés internalisation de particules recouvertes de HACG6 et contenant de la BSA-Cy3
(5%). Les cellules sont des chondrocytes de rat (P2) et ont été mises en contact avec les particules pendant 72

heures. Les particules apparaissent en rouge et les noyaux des cellules sont marqués au DAPI (bleu).

B. Les molécules d’intérét thérapeutique : le HA et la CS
Le HA et la CS sont des glycosaminoglycanes naturellement présents dans le cartilage (cf chapitre IV).
Ces molécules jouent un réle chondroprotecteur et sont de plus en plus utilisées et administrées dans le
cas de pathologies de I’articulation, mais leur biodisponibilité reste faible. Leur encapsulation en quantité
suffisante au sein des particules peut augmenter leur biodisponibilité et ainsi favoriser une éventuelle

réponse biologique aprés injection des particules chargées dans des articulations pathologiques.

1) Principe du dosage du HA et de la CS par ECZ

Les dosages de la quantité de HA présent dans les nanoparticules (adsorbé a la surface des particules via

le dérivé HACG6 et encapsulé a l’intérieur) et de CS encapsulée ont été réalisés par électrophorése
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capillaire de zone (ECZ). Il existe de nombreuses autres techniques de dosage de ces polysaccharides
(HPLC, ELISA, MS, ...), mais I’ECZ a été étudiée au laboratoire LPPIA et a donné rapidement de bons

. 19
résultats™”.

Le dosage de ces polysaccharides par ECZ a lieu aprés hydrolyse enzymatique des polysaccharides. Ce
dosage consiste a détecter les oligosaccharides ainsi obtenus. La dégradation enzymatique conduit a la
formation d’une insaturation entre le C4 et le C5 du résidu guluronique pour le HA (Figure I1I-12) et la

CS*™!. Cette insaturation est détectée a une longueur d’onde A= 232 nm.

Le lecteur est invité a lire le chapitre V pour prendre connaissance des protocoles expérimentaux

employés pour mener a bien ces dosages.

(I) Amn3é9 (II) Asni4d (III) Asn34s

His399 Hiw399

Hiw399

Tyre08
Tyr408 Trrios

Figure I11-12 : Dégradation enzymatique de I’acide hyaluronique (HA) par la hyaluronate lyase. (I) Interaction
entre la fonction carboxylique du HA et I’asparagine 349 de I’enzyme, création d’une liaison hydrogéne entre la
tyrosine 408 et I’oxygéne de la liaison glycosidique (O4) ; (I) Déprotonation en  du C5 du HA par I’histidine 399
formant ainsi une double liaison entre le C4 et le C5 ; (IIT) Déprotonation de la tyrosine 408 par la liaison osidique

et clivage de la liaison osidique.

2) Cas du HA en surface des particules

Payan ef al.' ont montré que le HA est dégradé par la hyaluronidase en tétrasaccharides et
hexasaccharides. Les électrophérogrammes des dérivés du HA présentent donc 2 pics correspondants

aux tétrasaccharides et aux hexasaccharides (Figure I11-13).
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Figure I11-13 : Electrophérogramme d’un point de gamme 250 pg/mL du HANa aprés digestion et ajout de MixB

dans la solution.

Afin de déterminer la quantité de HAC6 adsorbé en surface des particules, une droite d’étalonnage a été
réalisée avec du HACG6 digéré par la hyaluronidase, pour des concentrations comprises entre 0 et 250
ug/mL. Parallélement, une suspension de particules est dégradée selon le protocole (1) décrit au chapitre
V. Ce protocole nous permet d’hydrolyser la liaison ester du HAC6 et de libérer alors du HA qui était
adsorbé en surface des particules sous forme de HAC6. Le surnageant contenant le HA libéré est ensuite
mis au contact de la hyaluronidase. Lors de I’analyse des échantillons, une quantité connue de MixB

(Beckman Coulter, USA) est rajoutée et joue le role d’étalon interne.

L’analyse des solutions étalons nous permet de tracer la droite d’étalonnage du HACG6 par rapport au

MixB. On obtient :
y =0,0087*x
avec :

-y :lerapport entre les sommes des aires des pics correspondant au HA et ceux du MixB.

- x:la quantité de HA présente dans la solution.
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Grace a la droite d’étalonnage, on peut estimer la quantité de HA présente dans le surnageant des
particules et donc la quantité de HACG6 adsorbée en surface des particules, par milligramme de

particule (cf Chapitre V).

Des dosages de la quantit¢t de HAC6 présente en surface de particules obtenues par double
émulsion/évaporation de solvant ont été effectués a partir de deux lots différents de particules
recouvertes de HABi10C6-24%. Nous avons déterminé que la quantité de HAC6 en surface est de : 13,30
(£5,30) pg de HABi0C6-24% par milligramme de particule.

3) Particules contenant du HA

a) Evolution du diamétre des particules

L’encapsulation de HANa (Bioiberica) dans des particules par double émulsion entraine une hausse
importante de la taille des particules, méme a faible concentration de HA dans la phase aqueuse interne.
La figure I1I-14 représente les diffractogrammes obtenus lors de 1’analyse de particules recouvertes de
HABioC6-24% contenant ou non du HANa Bioiberica aprés lyophilisation puis resuspension et
sonication. Dans le cas des particules encapsulant du HANa, 5 g/ de HANa ont été dissous dans la

phase aqueuse interne.

Particules encapsulant

Particules « vides » du HANa
// Particle Size D I/
article Size Distribution
16
14 /
) 12
=
5’5 10
£ 8
o 6
= 4
2
8.01 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um)
—HAC6 24% + PLGA + HA (bioiberica) 5g/I BSA 25¢g/I| apres lyo et US 20min, lundi 12 juillet 2010 12:17:30
—HABI0oC6-24% + PLGA + BSA aprés lyo et US 20min, jeudi 29 avril 2010 14:20:17

Figure III-14 : Diffractogramme obtenu apres analyse de la taille des particules de HABi0oC6-24% « vides » (vert)

ou encapsulant du HANa Bioiberica a raison de 5 g/L. dans la phase aqueuse interne (rouge).
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Les nombreuses tentatives pour encapsuler du HANa se sont révélées infructueuses. Méme a faible
concentration dans la phase aqueuse interne, nous n’avons pas pu obtenir des particules d’un diamétre
suffisamment faible (inférieur a quelques microns) pour envisager une utilisation au niveau biologique
de ces particules « chargées ». La forte masse molaire du HANa ainsi que sa rigidité rendent trés difficile
son encapsulation dans des particules submicroniques. De plus, il se peut qu’une partie du HANa soit
non encapsulée, et donc présente dans la phase aqueuse externe. Cela pourrait favoriser 1’agrégation des
particules en créant des interactions avec le HAC6, ce qui conduirait a 1’obtention de particules

microniques plus grosses que les particules « vides ».

b) Dosage de la quantité totale de HA (HANa encapsulé + HAC6)

Les dosages par ECZ (en utilisant le protocole 2 décrit au chapitre V) de la quantité totale de HANa
encapsulé dans les particules n’ont pas abouti. En effet, nous n’avons pas détecté de variation
significative entre les dosages qui nous permettent d’estimer la quantit¢é de HAC6 adsorbée en surface
des particules et la quantité de HA total (lorsque des particules sont recouvertes de HAC6 et encapsulent
du HANa). Nous avons été obligés de travailler avec de petites quantités de particules (10 mg environ) a
chaque fois et il se peut que le protocole que nous avons établi ne soit pas adapté pour de si petites
quantités (principalement la phase d’évaporation du THF). De plus, I’évaporation du THF fait précipiter
le PLGA et il se peut que celui-ci piége une partie des HA présents dans la solution en précipitant. Une
nouvelle méthode de dosage de la quantité de HANa encapsulé est en cours de développement. Elle doit
permettre d’obtenir une meilleure sensibilité, et donc, faciliterait les analyses méme sur de petites

quantités de particules.

4) Particules contenant de la CS

a) Evolution du diamétre

L’encapsulation de chondroitine sulfate dans les particules entraine, tout comme pour le HANa, une
hausse importante de leur taille méme si de faibles concentrations de CS sont incorporées dans la phase
aqueuse interne. La figure III-15 montre la distribution en taille des particules obtenues aprés
lyophilisation puis redispersion de particules recouvertes de HABioC6-24% et contenant de la

chondroitine sulfate (0 ; 5; 10 et 25 g/L de CS dans la phase aqueuse interne).
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—HAC6 + PLGA + BSA 25¢g/I aprés lyo et US 20 minutes, jeudi 29 avril 2010 14:20:17

—HAC6 + PLGA + BSA 25 g/L et CS 25 g/L apres lyo et US 20 minutes, mardi 14 juin 2011 15:49:43
—HAC6 + PLGA + BSA 25 g/L et CS 10 g/L aprés lyo et US 20 minutes, mardi 14 juin 2011 15:46:38
—HAC6 + PLGA + BSA 25 g/L et CS 5 g/L aprés lyophilisation, mardi 14 juin 2011 15:52:48

Figure III-15 : Diffractogrammes obtenus apres analyse de la taille des particules de HABi0C6-24% « vides »

(rouge) ou encapsulant de la chondroitine sulfate a 5 g/L (noir), 10 g/L (bleu) et 25 g/L (vert) dans la phase aqueuse

interne.

On peut constater que la taille des particules augmente avec la quantité de CS dans la phase aqueuse.

Toutefois, lorsque la concentration en CS dans la phase aqueuse interne est de 5 g/L, on obtient des

particules dont le diamétre est inférieur a 10 um. Une évaluation biologique de ces objets est donc

possible.

b) Dosage de la quantité de CS encapsulée

La dégradation de la CS par la chondroitinase ABC conduit a la formation de disaccharides de CS". On

observe donc un seul pic correspondant a la CS sur 1’électrophérogramme (Figure 111-16).
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Figure I11-16 : Electrophérogramme du point de gamme 50 (50 pg/mL) de la CS aprés dégradation enzymatique.

Tout comme lors de 1’encapsulation du HANa, le dosage par ECZ de la quantité de chondroitine sulfate
encapsulée ne s’est pas révélé concluant. La quantité de CS libérée dans les surnageants est trop faible
pour étre détectée. La méme méthode d’analyse que pour le HANa est en cours de développement pour

diminuer le seuil de détection de ces composés.

C. Conclusion sur I’encapsulation de molécules d’intérét
Les essais d’encapsulation du HA et de la CS sont peu concluants. Méme dissous a faible concentration
dans la phase aqueuse interne, ils entrainent une forte augmentation de la taille des particules. Cette
évolution était prévisible pour le HANa qui est une molécule de haut poids moléculaire et peu flexible.
Par contre, la CS posséde un poids moléculaire inférieur & 100 000 g.mol” et nous ne nous attendions

pas a rencontrer de telles difficultés.

Le dosage de la quantité encapsulée de ces molécules d’intérét n’a pas été possible en raison de la
difficulté de préparer des lots de particules non agrégés et de la faible quantité de HA ou de CS
encapsulée. Une nouvelle méthode de dosage de ces polysaccharides est a 1’étude. Elle devrait permettre
de doser directement de faibles quantités, sans avoir recours a la digestion enzymatique. On pourrait
ainsi s’affranchir de toutes les étapes de préparation des échantillons pour ’ECZ qui peuvent fausser la

quantification.
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Conclusions du chapitre

Nous avons montré que malgré de faibles propriétés tensio-actives, les dérivés amphiphiles du HA

(HACO6) peuvent étre utilisés comme stabilisants pour la formulation d’émulsions.

Les particules préparées par double émulsion/évaporation de solvant en utilisant des HAC6 de faible
masse molaire ne sont pas monodisperses, et on distingue plusieurs populations variant de 200 nm a 2
um de diamétre. Ces particules sont lyophilisables et facilement redispersables sans ajout de
lyoprotecteur supplémentaire et sans que ’on puisse constater d’augmentation de leur taille aprés
lyophilisation. Le protocole de formulation défini permet d’obtenir, de maniére reproductible, cette

distribution en taille.

La quantit¢ de HACG6 en surface des particules a pu étre estimée par électrophorése capillaire de zone.
On trouve environ 13 pg de HAC6 par milligramme de particule. Cette valeur est faible, mais suffisante
pour favoriser des interactions avec les chondrocytes comme nous le verrons dans le chapitre IV de ce

manuscrit.

Nous avons pu encapsuler des molécules fluorescentes pour pouvoir utiliser les nanoparticules lors de
tests biologiques. Toutefois, il ne nous a pas été permis de doser de manicre précise les quantités

encapsulées.

Concernant 1’encapsulation de glycosaminoglycanes (HANa et CS), méme a faible concentration ils
entrainent une forte hausse de la taille des particules. De plus les quantités encapsulées n’ont pas pu étre
détectées en électrophorése capillaire de zone. Une nouvelle technique de dosage dite: Blyscan
(Biocolor, UK) est a I’étude. Cette méthode est plus sensible que ’ECZ et semble micux adaptée pour la

détection de glycosaminoglycanes.

Malgré toutes ces difficultés, les particules obtenues ont pu étre testées au niveau biologique pour
évaluer dans un premier temps leur biocompatibilité in vitro, ainsi que leur internalisation par les
chondrocytes. Nous avons ensuite injecté des particules fluorescentes dans des articulations de rat sain

pour étudier leur localisation in vivo.
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Si le procédé d’émulsification au moyen d’une sonde a ultrasons permet d’obtenir des particules de
faible diameétre, il n’est pas adapté a la préparation d’une quantité importante de particules. L’un des
points d’amélioration majeur de cette partie est le passage a une production a plus grande échelle d’un

lot homogéne de nanoparticules.

L’optimisation des conditions d’encapsulation du HANa et de la CS doit étre poursuivie afin d’obtenir
des particules d’un diamétre plus faible. De la méme maniére, la détermination du taux d’encapsulation
de ces molécules est a optimiser (quantité de particules utilisées plus importante, autre technique

d’analyse, ...)

L’encapsulation de molécules hydrophobes est envisagée ; la formulation de particules par simple
émulsion permet d’obtenir des diamétres de particules plus faibles, et donc, facilite I’internalisation par

les cellules.

L’étude des cinétiques de libération des molécules encapsulées sera menée par la suite afin de

caractériser totalement le systéme particule/principe actif formulé.
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Chapitre IV : Description des articulations synoviales, des pathologies associ¢es et

¢valuation biologique des particules synthétisées.

I. Les articulations

En anatomie, une articulation est définie comme la jonction entre deux ou plusieurs os. Les articulations

sont divisées en trois groupes suivant la mobilité relative des os entre eux.
On distingue ainsi :

- Les synarthroses qui sont des articulations immobiles dont les os sont dépourvus de cartilage a

leur extrémité et qui ne contiennent pas de membrane synoviale (suture cranienne).

- Les amphiarthroses, articulations peu mobiles sans membrane synoviale mais ou I’on retrouve

du cartilage sur les surfaces osseuses et des ligaments (symphyse pubienne).

- Les diarthroses, articulations les plus fréquemment rencontrées au niveau du corps humain, ce

sont elles qui permettent le mouvement (genou).

Dans le cas des diarthroses (Figure IV-1), les surfaces des os sont recouvertes de cartilage articulaire et
I’articulation est délimitée par une capsule constituée d’une enveloppe fibreuse dont la paroi interne est
recouverte d’un tissu appelé membrane synoviale. Les os sont joints entre eux via des ligaments (tissus
conjonctifs fibreux composés principalement de collagéne). L’intérieur de I’articulation baigne dans un

fluide sécrété par la membrane synoviale : le liquide synovial.

Au sein de ’articulation, on retrouve également des tendons qui sont le point d’ancrage des muscles sur
I’0s. Dans certains cas (genou notamment), 1’articulation posséde des ménisques, coussinets de cartilage
fibreux insérés entre les surfaces osseuses, qui permettent d’améliorer la stabilité de 1’articulation en
épousant la forme des os et des bourses séreuses, cavités fermées constituées de tissu conjonctif et

contenant du liquide synovial'.

Les diarthroses sont donc du fait de leur capsule articulaire des systémes isolés et stériles.
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Figure IV-1: Schéma d’une diarthrose (http://www.info-arthrite.fr/articulations.php).

Pour la suite de cette étude, nous nous intéresserons seulement aux diarthroses dans la mesure ou ce sont
les articulations que nous avons étudiées et a partir desquelles nous avons obtenu les résultats qui seront

présentés dans les pages de ce manuscrit.

II. Les différents composants d’une diarthrose

A. Le cartilage articulaire
Le cartilage est un tissu conjonctif hautement spécialisé constitué¢ de matrice extracellulaire et d’un seul
type cellulaire : le chondrocyte. Il est de plus non vascularisé et non innervé ce qui rend son
développement et sa réparation lents. Le développement des tissus cartilagineux se fait a partir de
cellules mésenchymateuses. Celles-ci se différencient en chondroblastes qui vont se diviser et secréter de
la matrice extracellulaire (MEC) dont ils vont étre peu a peu entourés. On parle alors de chondroblastes
enfermés dans une lacune. Ils vont encore s’y diviser et produire de la MEC autour d’eux jusqu’a étre

isolés dans les lacunes, on parle alors de chondrocyte.

Il existe trois types de cartilage qui différent essentiellement par leur composition moléculaire (et donc

par leurs propriétés)” :

- Le cartilage hyalin (ou articulaire) se situe a la surface des os constitutifs des articulations

synoviales. Le terme hyalin provient de sa couleur blanchatre 1égérement bleutée qui rappelle la
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couleur du verre. Sa matrice extracellulaire est riche en protéoglycanes et en fibres de collagéne
(collagéne de type II, IX et XI) synthétisés par les chondrocytes. Grace a son coefficient de
friction trés faible et ses propriétés de résistance aux forces de compression et d’¢lasticité, le
cartilage hyalin assure le glissement des surfaces osseuses lors des mouvements et
I’amortissement des chocs. Il se comporte de plus comme une éponge. En effet, les
protéoglycanes sont chargés négativement et peuvent capter de nombreuses molécules d’eau. En

plus des articulations, ce cartilage est présent au niveau du nez et des cotes.

- Le cartilage élastique ressemble au cartilage hyalin par sa composition mais est plus riche en

fibres élastiques et en collagéne de type Il ce qui lui donne une couleur jaunatre. Sa densité
cellulaire est aussi plus élevée. Il constitue par exemple la trompe d’eustache ou le pavillon de
I’oreille, qui nécessitent une bonne capacité d’extension et de résistance. Ces propriétés

proviennent des fibres élastiques constitutives qui forment un réseau tridimensionnel.

- Le fibrocartilage est un intermédiaire entre le cartilage hyalin et le tissu conjonctif. Il est riche en

collagénes et notamment en collagéne de type I formant un faisceau de fibres orientées selon les
lignes de contraintes mécaniques auxquelles est soumis le cartilage. Les chondrocytes y sont
disposés en rangées alternées avec les faisceaux de collagéne. Ce type de cartilage posséde de
grandes capacités de compressibilité et de résistance aux tensions. On retrouve notamment le

fibrocartilage dans la composition des disques intervertébraux.

La suite de cette étude sera uniquement consacrée au cartilage hyalin.

1) Description du cartilage hyalin

Macroscopiquement, le cartilage présente une surface blanche un peu translucide, lisse et brillante. C’est
un matériau légérement souple et déformable sous une contrainte faible. L’épaisseur du cartilage a la
surface des articulations est d’environ 5 4 7 mm’. Dans le cartilage de croissance, le chondrocyte est le
siege d’un processus de maturation cellulaire actif et complexe qui aboutit in fine a 1’ossification
enchondrale®, contrairement au cartilage adulte au niveau duquel le processus de maturation cellulaire est
extrémement ralenti. Ceci semble secondaire a I’arrét de recrutement de préchondrocytes ou de
chondrocytes jeunes, qui impose une maturation cellulaire presque figée de maniére a conserver la
hauteur et la présence du cartilage’. Parallélement, le processus d’apoptose qui est le processus final de

la maturation cellulaire est en grande partie absent dans le cartilage articulaire normal.
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La composition du cartilage n’est pas la méme en tout point du tissu, les chondrocytes ainsi que les
constituants de la MEC sont organisés selon un ordre défini. Il n’existe pas au sein du cartilage de stades
successifs de différentiation et de maturation puisque le tissu n’évolue que trés peu. En revanche, on peut
distinguer plusieurs couches qui différent par leur composition biochimique (teneur en protéoglycanes)

et anatomique (nombre de cellules et disposition des fibres de collagéne).

Le cartilage articulaire est ainsi divisé en quatre zones au sein desquelles la composition de la matrice

extracellulaire, la forme, la taille et I’activité métabolique des chondrocytes sont différentes.

Il existe a la surface du cartilage une zone acellulaire recouvrant la couche superficielle appelée lamina
splenda. Elle sert d’une part de point d’ancrage aux macromolécules issues du liquide synovial et d’autre
part joue le role de barriére protectrice qui limite ’action des radicaux libres sur le cartilage. Cette

couche est notamment composée d’acide hyaluronique (HA), de lubricine et de certains phospholipides”.
En dessous de cette zone et en s’approchant de 1’os sous chondral on trouve successivement :

- La couche superficielle (entre 5 et 10 % de la hauteur totale). Les chondrocytes y sont plats,

petits (ils ont une allure fibroblastique) et sont disposés de maniére paralléle a la surface
articulaire. Cette zone riche en fibronectine et en eau, est pauvre en protéoglycanes. On y trouve
également du collagéne de type I et de type III. La disposition des fibres de collagéne qui la
composent est caractéristique : celles-ci sont orientées parallélement & la surface, ce qui lui

permet de résister aux fortes tensions.

- Une couche intermédiaire représentant 40 a 45 % de 1’épaisseur totale du cartilage. Cette zone

est constituée d’un réseau non orienté de collagénes (types II, IX et XI) plus lache que la zone
superficielle. Cette zone est plus riche en protéoglycanes mais la quantité d’eau présente y est
plus faible. Les chondrocytes y sont sphériques et plus gros, ils possédent un appareil de Golgi et

un réticulum endoplasmique plus développé ce qui témoigne d’une activité plus importante.

- La couche profonde contient aussi des collagénes de type 11, IX et XI mais ceux-ci sont orientés
de fagon perpendiculaire a la surface, de méme que les chondrocytes présents (disposés en
colonnettes perpendiculaires a la surface). Cette zone représente 40 a 45 % de la hauteur totale

du cartilage. La quantité de protéoglycanes y est la plus forte et la quantité d’eau la plus faible.

- La couche calcifiée (5 a 10 % de la hauteur totale) qui est la plus proche de I’os sous chondral.

Les chondrocytes présents sont de type hypertrophique. La quantité de protéoglycanes est faible

et les fibres de collagéne gardent une orientation radiale mais sans continuité avec les fibres de
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collagéne de I’os sous-jacent. La concentration en calcium y est élevée, la zone est en voie de
calcification. Cette couche est séparée de la zone profonde par une couche protéique basophile
nommée "tide-mark", correspondant & un enchevétrement extrémement dense de fibres de
collagéne®. Cette tide-mark constitue une barriére interdisant la pénétration des vaisseaux

présents dans 1’os sous-chondral, mais laissant passer certains constituants.

2) Les chondrocytes

Le cartilage articulaire est constitué d’un seul type de cellules : les chondrocytes. Ils sont issus de
cellules mésenchymateuses trés différenciées. La différenciation fait intervenir notamment Sox9 ainsi

que L-Sox5 et Sox6’ (Figure IV-2).

undifferentiated mesenchymal cells

SOX9 - ‘ (commitment)

osteochondroprogenitors

SOX9 ‘*

condensed mesenchymal cells

SOX9 :P
SOX5, SOX6

differentiated chondrocytes
SOX9 :H
SOX5, SOX6
proliferating chondrocytes
SOX9 mj

hypertrophic chondrocytes

'

calcified cartilage

Figure IV-2 : Voie de différenciation des cellules mésenchymateuses en chondrocytes

(http://genesdev.cshlp.org/content/16/21/2813.full.pdf+html).
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Les chondrocytes représentent environ 10% du volume total du cartilage (1 a 10 % du total sec). Ce sont
des cellules quiescentes (qui ne se divisent pratiquement pas) et trés peu mobiles. Elles sont de plus
isolées au sein de la matrice extracellulaire. L’environnement immédiat du chondrocyte est pauvre en
collagéne de type II et forme avec la cellule « le chondron » : ¢’est un espace ou le pH est plus acide (pH
6,1) que dans le reste du tissu (pH 7,4). Cette acidité permet ’activation d’enzymes lysosomiales
(cathepsines B) qui peuvent dégrader la matrice extracellulaire. De plus, dans cet espace péricellulaire,
les protéoglycanes et les collagénes présents, comme par exemple le collagéne de type VI, sont utilisés
pour réaliser I'ancrage des chondrocytes a la matrice par l'intermédiaire de protéines membranaires.
L'anchorine CII est une protéine d'attachement qui interagit avec le collagéne de type II. Des
protéoglycanes insérés dans la membrane plasmique des chondrocytes peuvent aussi servir de lien entre
la cellule et la matrice extracellulaire. Ces protéoglycanes sont composés d'un sulfate d'héparane et d'une
protéine axiale appartenant a la famille des syndécanes ou des biglycanes.

Les chondrocytes sont des cellules sphériques ou ovoidales mesurant entre 20 et 40 um de diamétre’.
Elles ont un noyau développé, sont riches en lysosomes, en mitochondries et en vacuoles de glycogéne et
lysosomiales (Figure 1V-3). Du fait de 1’avascularisation du cartilage, les cellules fonctionnent
principalement en hypoxie®. Il existe un gradient hypoxique qui varie de 1 & 10 % des profondeurs du
cartilage vers la surface. Les chondrocytes les plus proches de la surface peuvent ainsi fonctionner en
aérobie partielle grace a la diffusion des gaz présents dans le liquide synovial’. Leur principal substrat
énergétique est le glucose, celui-ci intervient de plus dans la synthése de protéoglycanes (conversion du

. \10
glucose en glucosamine) .

Les caractéristiques des chondrocytes (forme, taille, ...) ainsi que leur nombre varient en fonction des

individus, des articulations considérées et de la zone du cartilage dans laquelle ils évoluent.
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Figure IV-3 : Cliché d’un chondrocyte observé en microscopie €lectronique a balayage, les lettres M et N
représentent respectivement les mitochondries et le noyau de la cellule

(http://www.answers.com/topic/mitochondrion).

Le role des chondrocytes est de synthétiser les différents composants de la matrice extracellulaire et
éventuellement de produire des enzymes pouvant dégrader ces composants afin d’assurer le bon
fonctionnement du tissu (homéostasie). Ils synthétisent ainsi les fibres de collagéne, les protéoglycanes
et les molécules non collagéniques. Ils peuvent aussi (notamment dans les cas pathologiques) produire
des cytokines pro-inflammatoires qui vont augmenter la synthése et 1’activité de différentes enzymes
(hyaluronidases'', agrécanases, métalloprotéases'?, ...) responsables de la destruction des constituants du
cartilage. L’activité métabolique des chondrocytes est en permanence influencée par leur environnement

et les divers stimuli auxquels ils peuvent étre soumis.

3) La matrice extra cellulaire (MEC)

La MEC constitue 95 % du cartilage. Elle est essentiellement composée d’eau (65 a 80 % du poids
humide) et de macromolécules (protéines, glycosaminoglycanes). On y trouve aussi de nombreux cations
(Ca®™, ...) présents afin de contrer électriquement les charges négatives des protéoglycanes'”. Ainsi, la
matrice extracellulaire est une sorte de gel renforcé par des fibres. Elle assure la protection

hydrodynamique du chondrocyte.

On peut distinguer trois zones : la matrice péricellulaire qui se trouve a proximité des chondrocytes, la

matrice territoriale et enfin la matrice interterritoriale (la plus éloignée des cellules).
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Au voisinage de la cellule, le pH est plus acide pour favoriser I’activité enzymatique. La zone
péricellulaire est riche en protéoglycanes sulfatés, acide hyaluronique, biglycanes, collagénes de type VI

et molécules non collagéniques telles que 1I’anchorine ou la fibronectine.

Les autres zones de la matrice extracellulaire sont a pH physiologique. Elles sont principalement
composées de collagéne (de type II) et de protéoglycanes”. La matrice extracellulaire territoriale
retrouvée principalement dans les couches superficielle, intermédiaire et profonde du cartilage, est
constituée de fibres de collagénes de large diamétre et de forte concentration de protéoglycanes riches en
chondroitine sulfate. La matrice interterritoriale contient des protéoglycanes particuliérement riches en

kératane sulfate, et des collagénes majoritairement retrouvés sous forme de fibres de gros diamétre.

4) Les collagénes

Les fibres de collagénes sont des macromolécules formées de trois chaines polypeptidiques enroulées en
hélice. Chaque chaine posséde des domaines collagéniques qui sont des répétitions d’un triplet d’acides
aminés de type Glycine-X-Y (ou X et Y sont une fois sur trois la proline et I’hydroxyproline). La glycine
étant le plus petit acide aminé, elle facilite ’enroulement de la triple hélice. Lorsque trois chaines de
collagéne sont identiques on parle d’homotrimére, en revanche, on parle d’hétérotrimeére si au moins une

des chaines est différente.

Le collagéne subit des modifications post-traductionnelles indispensables a la formation de la triple
hélice : il s’agit d’hydroxylations et de glycosylations. Les génes codants pour les collagénes
synthétisent des protéines appelées pro-collagénes qui sont les précurseurs des collagénes matures
(Figure IV-4). Dans la lumiére du réticulum endoplasmique granulaire, les monoméres de pro-collagéne
sont liés entre eux pour former une triple hélice sauf au niveau de leurs extrémités qui possédent des
acides aminés différents (appelés pro-peptides). Les triples hélices de pro-collagéne sont ensuite
transportées dans la matrice via des vésicules ou des pro-peptidases vont réduire les extrémités
terminales et ainsi former une triple hélice de collagéne fonctionnel'*. Ces triples hélices de collagéne
vont ensuite s’associer entre elles pour former des fibrilles qui vont a leur tour s’associer pour former des

fibres (Figures IV-4 et IV-5).

Cette association n’est cependant pas systématique. Lorsque les fibrilles se groupent en fibres, on parle
de collagéne fibrillaire. On en trouve des types majoritaires, comme les collagénes de type I, II et III et

des formes minoritaires, le V et le XI. Les collagénes non fibrillaires peuvent s’associer aux collagénes
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fibrillaires (c’est le cas des types IX, X et XII) ou former des réseaux comme pour le collagéne de type

IV dans les lames basales ou le collagéne de type VII.

® ®

Assembly - Assembly

:|67nm

Three chains
assemble

Procollagen
peptidase _

Precu_rsor Procollagen Collagen — ’
a chain (triple helix molecule L
with loose ends) Collagen fibril Collagen fiber

Figure IV-4 : Les différentes étapes de la formation de fibres de collageéne a partir de pro-collagénes (http://www-
3.unipv.it/webbio/anatcomp/freitas/2009-2010/biocell LSBUSB09-10.htm).
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Figure IV-5 : Structure d’une fibre de collagéne (http://coursel.winona.edu/sberg/ILLUST/figl 1-2.gif).

Au niveau articulaire, les fibres de collagéne constituent jusqu’a 25 % du poids sec du cartilage'. Au
moins cing types de collagénes ont pu étre isolés et identifiés dans le cartilage (type II, VI, IX, X, XI).
Le collagéne de type Il est le plus abondant (entre 80 et 90 %), il est responsable de la résistance a la
compression du cartilage. C’est un marqueur du chondrocyte sain, cependant il n’est pas spécifique au
cartilage car on le retrouve également dans d’autres tissus (au niveau de la cornée notamment). Le
collagéne de type VI semble impliqué dans 1’adhésion des chondrocytes a la matrice extracellulaire. Le
collagéne de type IX se lie de maniére covalente aux fibres de collagéne de type II et favoriserait les
interactions fibrilles-fibrilles et fibrilles-protéoglycanes. Le collagéne de type X est le seul a étre
spécifique du cartilage. On le retrouve a proximité des chondrocytes hypertrophiques (zone calcifiée) et
il semble intervenir dans le processus de minéralisation. Le collagéne de type XI forme avec les

collagénes de type II et IX des fibrilles de collagéne'® observées dans le cartilage (Figure IV-6).
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Collagen Fibril of Cartilage
Coliegen type 11
Collagens type IX and X1
Cartilage matrix protein

protoin

Figure IV-6 : Association entre collagénes de type II, IX et XI au sein de la MEC

(http://www.cellprep.com.ar/tecnologia/cultivo/protocolo2/implante.htm).

5) Les protéoglycanes
Les protéoglycanes sont le résultat de la combinaison entre une protéine (appelée protéine porteuse) et

un glycosaminoglycane. Cette structure est ensuite liée via une protéine dite de liaison a une longue

chaine d’acide hyaluronique.

Les glycosaminoglycanes (GAGs) (Figure IV-7) sont des polysaccharides dont le motif de répétition est
composé d’un sucre aminé et d’un hexuronate. Cette famille de composés regroupe le kératane sulfate,
I’héparine, la chondroitine sulfate, le dermatane sulfate et I’acide hyaluronique (HA)'®. On retrouve ces
GAGs dans des proportions variables selon la zone du cartilage considérée. Il est a noter que le HA est le

seul qui n’est pas fixé a une protéine porteuse et qui n’est pas sulfaté.
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Figure IV-7 : Motif de répétition des GAGs (http://www.ulysse.u-

bordeaux.fr/atelier/ikramer/biocell diffusion/gbb.cel.fa.103.b3/content/access.htm).

Ces molécules contiennent au minimum une charge négative par motif disaccharidique. Ceci permet aux
longues chaines de capter des cations (Ca*" et Na" principalement) qui vont a leur tour attirer des
molécules d’eau et ainsi créer une pression osmotique. Ceci va maintenir d’une part I’hydratation du
cartilage et d’autre part permettre la tension des fibres de collagéne et donc conférer ses propriétés

¢élastiques au cartilage.

Les protéoglycanes sont produits essentiellement dans I’appareil de Golgi, mais également au niveau du
réticulum endoplasmique granulaire des chondrocytes. Ils sont ensuite transportés hors de la cellule, le

plus souvent par exocytose, ou vont entrer dans la composition de la membrane plasmique.

Il existe deux types de protéoglycanes au sein du cartilage. On distingue ainsi les protéoglycanes de
masse molaire élevée qui représentent 90 % des protéoglycanes totaux (I’agrécane est le plus abondant)

et ceux de masse molaire faible.

L’agrécane est constitué d’une protéine porteuse d’environ 250 kDa sur laquelle sont fixées une centaine
de chaines de chondroitine sulfate ainsi qu’une trentaine de chaines de kératane sulfate (Figure IV-8). Le
domaine N-terminal de la protéine porteuse est lié de fagon covalente a une glycoprotéine (la protéine de
liaison) laquelle va se fixer sur la chaine de HA. On peut ainsi avoir plus de 300 molécules d’agrécane

fixées sur le squelette de HA, ces super-agrégats pouvant mesurer jusqu’a 10 um et posséder une masse
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moléculaire de 5 x10° Da. Ils créent ainsi de larges domaines hydrodynamiques entre les fibres de
collagéne. En vieillissant, le ralentissement du métabolisme des chondrocytes entraine une diminution de

la quantité de protéoglycanes, ce qui détériore les propriétés mécaniques du cartilage'”.
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Figure IV-8 : Représentation d’une molécule d’agrécane

(http://stevetakeshisfirststep.wordpress.com/tag/rheumatology/).

Les protéoglycanes de faible masse molaire ne représentent que 3 % du tissu cartilagineux. Ce ne sont
pas des molécules spécifiques au cartilage. Les plus importants sont le biglycane, la décorine et la
fibromoduline ; ils interagissent avec les fibres de collagéne par association'®. Ces protéoglycanes
posseédent la méme protéine porteuse, seule la quantité et le type de GAG varie. La décorine posséde une
seule chaine de chondroitine sulfate (ou dermatane sulfate). Le biglycane est formé de deux chaines. La

fibromoduline est constituée de plusieurs chaines de kératane sulfate.

La décorine et la fibromoduline controlent le diamétre des fibres de collagéne durant la fibrillogénése.
On retrouve le biglycane principalement au voisinage des chondrocytes, il peut interagir avec le

collagéne de type VI'.

D'un point de vue général, ces molécules se lient aux autres macromolécules et semblent influencer

I'organisation de la matrice extracellulaire et la fonction des chondrocytes.

173



6) Les protéines non collagéniques

Leur réle est mal défini car elles ont fait 1’objet de moins d’études que les collagénes ou les
protéoglycanes. Leur synthése, dans le cartilage articulaire sain, est faible mais augmente dans les
situations pathologiques. Elles semblent entrer en jeu dans le maintien et la structure de la matrice

extracellulaire.

Les protéines actuellement décrites appartiennent a la famille des protéines d'adhérence comprenant,
entre autres, l'annexine V, I'anchorine CII présente a la surface des chondrocytes, la COMP (Cartilage
Oligo Matrix Protein) qui a valeur de marqueur du renouvellement et de la dégénération de la matrice
extracellulaire, la trombospondine, la tétranectine, la ténascine et la fibronectine. Ces protéines jouent un
r6le important dans les interactions entre les chondrocytes et la matrice extracellulaire et donc dans les
phénomeénes d'adhésion et de migration des chondrocytes. La liaison avec les chondrocytes se réalise par
des protéines transmembranaires, les intégrines. Ces protéines sont reliées au cytosquelette par leur coté

cytosolique et peuvent induire des mécanismes de transduction du signal et activer des génes.

7) Homéostasie du cartilage

L’homéostasie est 1’équilibre entre la synthése et la dégradation des composants de la matrice. Les

cellules de I’articulation (chondrocytes et synoviocytes) sont stimulées par différents facteurs :

- Mécaniques ou électriques

- Cytokines anti- et pro-inflammatoires

- Contacts matrice- cellule
Ces interactions vont activer ou inactiver I’expression de génes responsables de la synthése ou de la
dégradation des constituants du cartilage. De maniére générale, dans une articulation saine, la

dégradation et par conséquent le renouvellement des composés est faible.

B. La membrane synoviale
La membrane synoviale (ou synovie) est un tissu qui couvre la surface interne de la capsule articulaire.
Son nom provient du latin syn-ovum car le liquide qu’elle sécréte s’apparente a du blanc d’ceuf. Elle
couvre toutes les surfaces de I’articulation sauf le cartilage. La membrane synoviale est un tissu

conjonctif hautement spécialisé. Lorsque [’articulation est saine, 1’épaisseur de la membrane est
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inférieure & 100 um. Elle se compose de deux couches : [’intima et la subintima, positionnées de
I’intérieur de la cavité articulaire vers la capsule articulaire. La membrane synoviale est séparée de la

capsule par la subsynoviale qui est un tissu conjonctif pauvre en cellules.
L’intima

Elle est composée de 1 a 4 rangées de cellules appelées synoviocytes et mesure selon les cas entre 20 et
40 pm. Ce sont des cellules endothéliformes dont le prolongement cytoplasmique est habituellement

dirigé vers la lumiére articulaire.
Les synoviocytes se divisent en deux groupes :

- Les synoviocytes de type A qui sont des cellules macrophagiques (présence de villosités et de
microplis a la surface) dérivées de cellules souches sanguines mononuclées. Ce sont les cellules
les plus nombreuses. Elles sont caractérisées par un appareil de Golgi trés développé et un petit
réticulum endoplasmique granulaire. Du fait de leurs fonctions phagocytaires, elles contiennent
de nombreux lysosomes, de larges vacuoles et des vésicules pinocytaires. Ceci leur permet
I’absorption puis la dégradation des différents débris cellulaires et extracellulaires, des
microorganismes et des antigénes présents a la fois dans le liquide synovial et dans la matrice de
la membrane. Elles expriment les molécules du systéme majeur d’histocompatibilité de classe 11

ainsi que des antigénes membranaires associés aux phases primaires de la réponse immunitaire

(CD 11b, 14, 16, 32, ...).

- Les synoviocytes de type B sont des cellules fibroblastiques'® plus massives possédant un noyau
volumineux. Elles présentent peu de vacuoles et de prolongements cytoplasmiques, leur appareil
de Golgi est moins développé. Leur réticulum endoplasmique granulaire est beaucoup plus
développé que celui des synoviocytes de type A, ceci s’explique par leur role de synthése de
protéines et de polysaccharides au sein de la membrane. En effet, les synoviocytes de type B
produisent de I’acide hyaluronique et différents glycosaminoglycanes, des collagénes et de la
fibronectine dans I’intima et la cavité articulaire. Ces cellules jouent un rdle essentiel dans la

composition protéique du liquide synovial'’.

La subintima

C’est un tissu fibreux ou l’on retrouve différents types de cellules: fibroblastes (environ 50 %),

histiocytes, mastocytes, adipocytes ainsi que des fibres de collagéne. Cette couche est de plus trés
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vascularisée : elle posséde des capillaires, des artérioles et des vaisseaux lymphatiques, ce qui permet

d’apporter les nutriments et 1’oxygéne nécessaires au bon fonctionnement des chondrocytes.

Elle est essenticllement composée de glycosaminoglycanes. La zone subintimale forme I’axe des
villosités synoviales qui se greffent a la surface des franges. En cas d'inflammation, il se produit une
modification des veinules post-capillaires et une hypertrophie des cellules endothéliales qui contribuent a

une augmentation de la perméabilité vasculaire.

La subsynoviale

Au voisinage de la subintima, les cellules sont des cellules conjonctives sans spécificité. La substance
fondamentale contient des glycosaminoglycanes et des fibres de collagénes laches. Au niveau de la
capsule articulaire, on retrouve des cellules adipeuses qui infiltrent le tissu conjonctif. Dans les
synoviales de type fibreuses, la subsynoviale se confond souvent avec les éléments capsuloligamentaires

sous-jacents.

* Role de la membrane synoviale

La membrane synoviale assure trois fonctions essentielles au niveau articulaire :

- elle assure la nutrition et le développement (trophicité) des différents constituants de
I’articulation et participe a ses propriétés mécaniques et a sa stabilité.

- elle joue le role de barriére de filtration et d'échange; elle prend part a la formation du liquide
synovial.

- elle sert de rempart contre les agressions extérieures.

* Barriére de filtration et d’échanges : constitution du liquide synovial

Le liquide articulaire est élaboré et résorbé par les cellules de I’intima principalement. Il est constitué

d’un ultra-dyalisat sanguin implémenté grace a la synoviale en acide hyaluronique.

Les échanges entre le sang et la cavité articulaire se font dans les deux sens a travers la membrane, sous
I'effet des pressions hydrostatique et osmotique d'une part, et sous l'effet de barriéres capillaires et
interstitielles propres a la membrane synoviale d'autre part. Les cellules intimales, les macrophages et
méme les autres cellules mononuclées de la subsynoviale contrdlent également le transport de substances

d'un compartiment a l'autre par pinocytose ou phagocytose.
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* Role de défense contre les agressions extérieures

Ce travail est assuré par les synoviocytes de type A. Ils portent & leur surface des antigénes qui sont

directement impliqués dans les processus pathologiques tels que la synovite rhumatoide :

- antigénes HLA de classe II

- antigénes associés a la lignée leucocytaire et macrophagique : CD11b (CR3), CD13, CD14, CD16
(FcRIII), CD18, CD32 (FcRII), CD45 (« leucocyte common antigen »), CD54 (ICAM-1), CD64
(FcRI), CD68 et CD71 (récepteur de la transferrine)

- récepteurs pour le fragment Fc des immunoglobulines : CD64, CD32, CD16

- molécules d'adhésion ICAM-1...

C. Le liquide synovial
Le liquide synovial est un ultra-dialysat du plasma sanguin obtenu par filtration a travers la membrane
synoviale, enrichi en facteurs de croissance et en acide hyaluronique issus des synoviocytes'®. C’est un
liquide extrémement visqueux (dans une articulation saine), clair, limpide et de couleur citrine. La
concentration en ¢€lectrolytes est peu différente dans le sang et dans le liquide synovial. La concentration
en lipides et en sucres (glucose, galactose, fructose) du liquide synovial est plus faible car ces molécules

interviennent dans 1’activité métabolique des chondrocytes™.

Trois fois moins de protéines sont trouvées dans le liquide synovial avec une diminution de
I'haptoglobine et des a2-globulines. Les IgGs et les IgAs sont présentes, alors que les IgMs sont
pratiquement absentes. Les protéines de haut poids moléculaire (> 10 000 Da) sont exclues en raison du

role de filtre de la membrane.

Le principal élément constitutif du liquide synovial est I’acide hyaluronique. Il y est présent a raison de 3
g/L environ et ¢’est lui qui confére les propriétés rhéofluidifiantes au liquide synovial. Le HA n’est pas
lié a des protéines comme dans le cartilage mais forme un réseau de molécules enchevétrées auxquelles
sont associées des molécules d’eau par liaisons hydrogéne. On obtient de cette fagon des hélices (pas de

0,337 nm) dont chaque spire est composée de 4 disaccharides.

Le liquide synovial d’une articulation saine contient moins de 200 cellules par mm”® (essentiellement des
cellules mononucléaires) contre plus de 2000 pour une articulation pathologique. Son volume chez
I’homme est compris entre 0,5 et 2 mL mais augmente en cas d’inflammation. Il peut aller jusqu’a 100
mL pour certains cas de polyarthrite'®, mais sa viscosité¢ diminue du fait de la réduction de la

. . 14
concentration et de la masse molaire du HA ™.
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Le role du liquide synovial est dune part de faciliter le mouvement articulaire grace a ses propriétés
rhéologiques. Il forme un film a la surface de la membrane et du cartilage et permet ainsi d’améliorer le
glissement des surfaces articulaires lors des mouvements. D’autre part, il joue un réle nourricier
indispensable pour les chondrocytes en apportant 1’oxygene et les divers éléments nécessaires a leur bon

développement.

D. L’os sous chondral
Au niveau tissulaire, I’os sous chondral est indistinguable de 1’0os « normal » mais il posséde une
organisation spécifique®. L’os sous chondral est plus fin que I’os cortical et contient des canaux de
Havers orientés de manicre paralléle a I’articulation et non le long de 1’axe de 1’os. 11 est environ 10 fois
plus déformable que les os corticaux du fait que les canaux soient orientés a 90 ° par rapport aux lignes

de stress.

D’un point de vue biomécanique, 1'os sous chondral constitue une zone de transition entre le tissu
cartilagineux et l'os trabéculaire. Il joue ainsi un réle primordial dans I'amortissement des chocs en
minimisant le stress mécanique du tissu cartilagineux (50 % de I'amortissement articulaire). Il permet, au
méme titre que le cartilage calcifié, de transformer les forces de cisaillement en forces de pression. L'os
sous chondral est similaire a un os lamellaire tout en étant moins rigide. Sa force et sa rigidité croient
exponentiellement avec la densité du contenu minéral. L'épaisseur de I'os sous chondral varie entre 0,1 et
2 mm et peut atteindre jusqu'a 3 mm dans les régions a fortes contraintes mécaniques (plateau tibial).
Cette épaisseur varie d'une espéce a une autre, en fonction de 1'dge, du poids, et de la localisation au sein
méme d'une articulation. Contrairement au tissu cartilagineux, 1'os sous chondral est innervé et
vascularisé. Si la vascularisation de 1'os sous chondral semble jouer un réle nutritif pour les couches
profondes du cartilage et pendant la croissance, il est en revanche absent chez I'adulte. Le remodelage de
l'os sous chondral diminue en cas d'activité physique et dans les zones a fortes contraintes mécaniques.
En revanche, dans la maladie arthrosique, le remodelage osseux s'accélére avec une ostéoformation qui
augmenterait au cours de la phase précoce de la maladie pour diminuer ensuite a un stade plus avancé.
L'augmentation du turn-over au cours des phases précoces, entrainerait une augmentation d'os osteoide et

une réduction de la minéralisation osseuse qui favoriseraient la diminution du module élastique.
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I11. L’arthrose

L’arthrose (appelée aussi arthropathie chronique dégénérative) est une maladie non inflammatoire due a
la dégénérescence du cartilage. En réponse a différents stimuli, le rapport entre la synthése par les
chondrocytes des constituants du cartilage et celle des enzymes responsables de leur dégradation est
modifié. Il s’en suit une perte des propriétés mécaniques du cartilage. Elle peut toucher toutes les
articulations (contrairement a la polyarthrite rhumatoide) mais on la retrouve plus fréquemment au
niveau du genou, de la hanche, des doigts et de la colonne vertébrale (Figure 1V-9). C’est la plus

commune des maladies articulaires. Son cofit estimé est de 1 a 1,5 % du PIB pour les pays développés®.

Figure IV-9 : Schéma d’un genou atteint par I’arthrose (http://knol.google.com/k/I-arthrose-et-ses-
traitements#L(27)arthrose).

Il n’y a pas de cause claire et définie de 1’arthrose, la maladie peut étre déclenchée par plusieurs facteurs

(parfois par la combinaison de plusieurs facteurs) :

- Facteurs systémiques : 1’age et le sexe du patient sont des facteurs importants de la survenue de
cette maladie™. L’arthrose est rare chez les individus dont ’4ge est inférieur a 45 ans, par contre
elle touche environ 60 % des plus de 75 ans™. La gonarthrose atteint plus souvent les femmes
que les hommes. Elle correspond a la baisse naturelle de I’activité métabolique des chondrocytes
chez I’adulte. Facteurs génétiques : ils sont prépondérants dans 1’apparition de la maladie, leur
part est évaluée entre 40 et 65 %°* et les articulations atteintes sont majoritairement celles de la
main. Il n’existe pas un seul géne responsable de I’arthrose mais plutdét une combinaison de
plusieurs.

- Facteurs biomécaniques : dans ces cas, la survenue de I’arthrose correspond a des anomalies
congénitales articulaires (dysplasie de la hanche, jambes de longueur différentes), une réduction

musculaire (principalement au niveau du genou) ou une usure répétitive de 1’articulation.

179



Certaines blessures peuvent aussi 1’engendrer telles qu’une rupture des ligaments croisés

antérieurs ou un déchirement méniscal®.

- Facteur pondéral : il joue un rdle important dans I’apparition de I’arthrose au niveau des
articulations portantes. En effet plus la charge a supporter est importante, plus le cartilage va étre
soumis a des efforts®.

- Facteurs environnementaux : des études ont été effectuées concernant 1’incidence de ’alcool, du
tabac et de différents types de régimes sur la survenue de 1’arthrose mais les résultats sont

contradictoires ; il ne semble pas y avoir de lien direct entre ces facteurs et ’apparition de la

maladie.

A. Diagnostic de I’arthrose®’
Le probléme de I’arthrose est que la maladie peut se déclarer sans qu’il n’y ait de symptomes. En
général, la maladie est déja a un stade avancé lorsque les premiers effets se font ressentir (douleurs
articulaires, raideurs matinales). C’est pourquoi il est important de prendre en compte les facteurs
déclencheurs de la maladie afin de surveiller les individus susceptibles d’étre atteints et ainsi d’envisager

une prise en charge précoce.

B. Examens

Il n’y a pour le moment pas de biomarqueurs sanguins identifiés.

Par radiographie, on observe un rétrécissement de l’espace articulaire (correspondant a la perte de
volume du cartilage) mais pas de variation de la densité osseuse. Dans certains cas, il y a formation
d’ostéophytes (becs de perroquet), sortes d’éperons osseux situés autour de I’articulation. Cette

technique ne permet cependant pas de déceler 1’arthrose de maniére précoce.

L’échographie et ’IRM ne sont pas utilisées en routine mais ces techniques sont en augmentation

constante comme outil en recherche médicale.

La perte de cartilage est le résultat d’un déréglement au niveau de la balance entre la synthése des
constituants de la matrice et la synthése d’enzymes de dégradation de ces constituants. Ainsi, la

composition de la MEC change petit a petit et les propriétés mécaniques du tissu diminuent.
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L’utilisation de 1’arthroscopie permet d’une part de confirmer le diagnostic et d’autre part de déterminer
I’ampleur de I’altération. En 2000, ’ICRS (International Cartilage Repair Society) a ainsi classé en

quatre niveaux les atteintes du cartilage selon leur gravité et leur siége™ (Figure IV-10):

Grade I : Il correspond a la présence de fibrillations, de lacérations ou de fissures se traduisant
par une chondromalacie (ramollissement du cartilage).

Grade II : C’est une amplification des lésions de grade I entrainant des pertes de substance, mais
inférieures a 50 % de la hauteur chondrale.

Grade III : Les lésions sont beaucoup plus profondes, elles peuvent atteindre la couche calcifiée
et mettre a nu la lame sous chondrale.

Grade IV : le grade IV regroupe les 1ésions ostéochondrales.

Normal

Nearly normal

Grade 1

Abnormal

Grade 2

Severely abnormal

Grade 3

Grade &

© ICRS

Figure IV-10: Représentation des différents degrés d’avancement de 1’arthrose®-°.

Les lésions de grade I et II sont des lésions chondrales, c'est-a-dire que seul le cartilage est altéré

contrairement aux grades III et IV qui sont des Iésions ostéochondrales touchant aussi 1’os.
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* Les lésions chondrales :
Ces lésions sont en général limitées aux couches superficielles du cartilage (la couche calcifiée n’est
pas affectée). Les cellules avoisinantes vont alors produire les différents constituants nécessaires a la

. . . . S . crls , . . . 31
réparation de la matrice, sans toutefois parvenir a mimer les propriétés mécaniques du cartilage hyalin”.

* Les lésions ostéochondrales :

Dans le cas d’atteinte de 1’0s sous chondral, sa vascularisation va entrainer la formation d’un caillot
sanguin qui va combler I’espace laissé libre’®. On assiste ensuite a une migration de cellules
mésenchymateuses qui vont par la suite se différencier en chondrocytes. Le caillot va petit a petit se
résorber et laisser place a du fibrocartilage contenant essentiellement du collagéne de type I et plus riche
en fibronectine”. Le fibrocartilage différe du cartilage originel par son aspect désorganisé, plus
vascularisé, et sa composition biochimique différente en eau, protéoglycanes et types de collagéne.

Mécaniquement, ce tissu de réparation est moins efficace et moins durable.

C. Traitements
Il est important de noter qu’a I’heure actuelle il n’existe pas de traitement curatif de I’arthrose. Les
traitements administrés aux patients cherchent a améliorer leur confort de vie en soulageant la douleur et
en maintenant, voire en augmentant la mobilité des articulations touchées. Il existe trois types de
traitements selon I’état de la maladie: les traitements non médicamenteux, les traitements

médicamenteux et les traitements chirurgicaux.

1) Les traitements non médicamenteux

Ils sont principalement associés a I’arthrose touchant les articulations portantes (genou et hanche) et
notamment en cas de symptomes modérés. Il s’agit surtout de sensibiliser et d’éduquer le patient afin de
limiter la progression de la maladie (ils peuvent aussi étre utilisés en prévention). Ces traitements
consistent en la pratique réguliére d’activité physique (renforcement musculaire, marche, natation...)
dont Dintensité dépend de la douleur et de la mobilité du patient’’. En cas d’obésité, la perte de poids
permet de diminuer la charge exercée sur les articulations et donc la douleur. Enfin, I’adaptation (si
possible) de I’environnement professionnel, si les traumatismes en sont la conséquence, ou la

. , . A . r 27
physiothérapie peuvent étre envisagées™'.
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2) Les traitements médicamenteux

Ils agissent principalement sur les symptomes, dans le cas d’arthrose légére. L’acétaminophéne
(paracétamol)™ ou des analgésiques sont prescrits pour soulager la douleur. Si ces médicaments ne sont
pas efficaces, on a recours a des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) tels que 1’ibuproféne ou le
kétoproféne. On peut aussi les substituer par des AINS inhibiteurs sélectifs de la Cox-2 (Coxibs) qui ont
moins d’effets secondaires vis-a-vis de I’estomac. Néanmoins les AINS provoquent des effets
secondaires parfois graves au niveau gastro-intestinal. Le Vioxx” (Merck) a méme été retiré du marché
en raison de risques accrus d’infarctus du myocarde'. Afin d’éviter les problémes digestifs dus aux
AINS, on peut les appliquer sous forme de gel au niveau de ’articulation du genou (le médicament ne
semble pas pénétrer suffisamment profondément dans les articulations de la hanche et de la colonne). En
dernier recours, on pourra procéder a des injections intra-articulaires de corticostéroides (2 a 4 injections

par an)>”.

Des administrations orales ou des injections intra-articulaires de chondroitine sulfate™, de glucosamine
. . 18 c A . . . \

ou encore d’acide hyaluronique ™ peuvent aussi €tre envisagées avec toutefois des problémes de

biodisponibilité. Ces molécules peuvent agir au niveau du chondrocyte afin de stimuler la synthése de

composants matriciels.

3) La chirurgie

De nombreuses techniques chirurgicales existent permettant de soulager les patients a différents stades
d’évolution de I’arthrose. Allant du simple lavage articulaire sous arthroscopie jusqu’a 1’arthroscopie
totale. Elles sont en majorité utilisées pour les arthroses du genou (gonarthrose) et de la hanche

(coxarthrose).

a) Lavage/débridement articulaire

Le lavage articulaire est la premiére étape chirurgicale effectuée quel que soit le traitement associé. 11
consiste & injecter du sérum physiologique dans [’articulation afin d’éliminer les débris macro et
microscopiques ainsi que certaines molécules pouvant induire une synovite (inflammation de la
synoviale). Il permet aussi de préciser le diagnostic grice a 1’analyse de la composition du liquide

. .11:36
synovial recueilli™.
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Le débridement consiste a polir dans ’articulation tout ce qui est irrégulier et susceptible d'entretenir
conflit et douleur. Ce traitement supprime les zones d’irritation et de conflit articulaire’’. Il vise a
régulariser les 1ésions tant méniscales que cartilagineuses, a émousser s’il y a lieu les ostéophytes intra-
articulaires ainsi qu’effectuer une synovectomie a minima des zones hypertrophiques. Il est utilisé

principalement pour les 1ésions n’atteignant pas 1’os sous chondral.

Pour les atteintes plus profondes, diverses techniques chirurgicales plus lourdes ont été mises au point.
Elles concernent la production de fibrocartilage par stimulation de I’os sous chondral, complété ou non
par I’apport de cartilage hyalin issu de greffes. Les derniéres techniques développées consistent en la

transplantation de chondrocytes au niveau du cartilage 1ésé.

b) Stimulation osseuse

Les techniques dites de stimulation osseuse (microfractures) faisant suite aux anciennes techniques de
Pridie ou d’abrasion’® (Figure IV-11), consistent a forer la partie de cartilage endommagée de maniére a
mettre a nu 1’os sous chondral. L’0s sous-chondral est a son tour perforé a 1’aide d’une fine ‘pointe carré’
ou de trés fines méches motorisées a vitesse lente (pour éviter un échauffement local du tissu) afin de
créer un caillot sanguin. Ce caillot va ainsi combler au moins partiellement la cavité chondrale et, en se
résorbant, céder sa place a du fibrocartilage. C’est une technique de resurfacage biologique par
stimulation des cellules spongieuses et mésenchymes, des défects cartilagineux de grade III ou IV,
d’épaisseur compléte jusqu’a 1’os sous-chondral. Il est admis 4 microperforations par cm®. Cette
technique est longue : il faut environ 8 semaines pour que le caillot sanguin se transforme en tissu
fibreux et ensuite environ 4 mois pour que ce tissu devienne du fibrocartilage. De plus, le fibrocartilage

ne posseéde pas les mémes propriétés mécaniques que le cartilage hyalin.
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Figure IV-11: Réparation d’une articulation arthrosique par la méthode des microfractures

(http://www.cartilage.fr/reparer-microfractures.php).

c) Greffes

Les greffes de cartilages ont aussi été développées. La section endommagée de I’os et du cartilage est
détachée de I’articulation. Ensuite une nouvelle clavette d’os sain avec son cartilage est prélevée par
perforation et réimplantée dans la cavité créée. L’os sain et son cartilage sont prélevés d’une zone dont
I’articulation est peu chargée afin d’éviter le ramollissement de 1’articulation. Dans le cas d’autogreffes
on ne peut pas traiter de trop grands défects car la quantité de tissu greffable est limitée. Par contre pour
les allogreffes, le tissu est prélevé sur des articulations saines de cadavres et permet ainsi de combler des
zones potentiellement plus importantes. Toutefois, les allogreffes soulévent des questions éthiques et
posent des problémes quant a la compatibilit¢ du receveur et le risque de transmission d’autres

. 3940
maladies™ ™. L

'intervention est longue et s'adresse généralement aux patients de moins de 60 ans
présentant un bon systéme cardiovasculaire. La convalescence, qui dure deux a trois mois, comporte
soins et physiothérapie. Cette intervention donne surtout de bons résultats sur les 1ésions du genou et de

la cheville. Cependant, elle est limitée dans son application par la taille du greffon.

d) Mosaic plastie

Pour pallier aux carences des autogreffes classiques, Hangody a mis au point et développé au début des
années 1990 le concept de mosaic plastie®' (Figure IV-12). Plutdt que de transplanter un bloc complet de
cartilage sur la zone défectueuse, plusieurs petits cylindres ostéochondraux sains sont greffés cote a cote
au niveau de la 1ésion. Ceci permet de mieux respecter le rayon de courbure et donc la congruence des
surfaces articulaires. Cette méthode chirurgicale est utilisée principalement au niveau du genou et du

coude. Elle s’effectue en un seul temps : des greffes ostéochondrales cylindriques sont prélevées au
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niveau d’un site donneur puis transférées dans des puits receveurs percés au niveau de la zone a greffer.
Les sites donneurs préférentiels au niveau du genou se situent au niveau de la zone fémoro-patellaire non
portante’’, les bords interne et externe de la trochlée fémorale et le pourtour de 1’échancrure
interchondylienne. Pour ce genre de technique, il est nécessaire de combler au moins a 70 % la I1ésion
afin d’obtenir une réparation du tissu satisfaisante. Les études histologiques ont montré qu’environ dix
semaines aprés |’intervention, la zone transplantée contenait 60 a 70 % de cartilage hyalin et 30 a 40 %
de fibro-cartilage, ce dernier s’étant formé a partir de 1’os spongieux préalablement avivé. Au niveau
opératoire, la technique peut étre conduite par arthrotomie ou arthroscopie selon la taille de la 1ésion. Il
s’agit d’abord de cureter la zone défectueuse a angle droit jusqu’au cartilage hyalin et de creuser pour
atteindre 1’os souschondral (celui-ci est « avivé » afin de favoriser la synthése de fibrocartilage). On
procede ensuite a des forages d’environ 15 mm et de diamétres variables (2 a 9 mm) dans cette zone ; ils

seront les puits de recueillement des futurs greffons.

Le morcellement du tissu implanté procure un avantage comparé a la greffe classique car il permet
d’épouser au mieux la forme de 1’0os au niveau du défect (en particulier si les surfaces articulaires sont
vallonnées) mais cette technique concerne seulement les petites Iésions car la zone de prélévement est
limitée. Le cartilage obtenu est un mélange de fibrocartilage et de cartilage hyalin issu de surfaces non

portantes.

Figure IV-12 : Illustration de la technique de mosaicplastie (http://docteurrouxel.fr/chirurgie cartilage.html).

e) ACI (implantation de chondrocytes autologues) (Figure IV-13)
Pour les défects cartilagineux de taille importante (2 4 5 cm?), une technique d’ingénierie tissulaire a été
développée a la fin des années 1980 par une équipe suédoise (Brittberg) : il s’agit de I’implantation de

chondrocytes autologues. Une biopsie est effectuée afin de prélever un fragment de cartilage sain (en
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général en zone non portante). Les chondrocytes contenus dans ce tissu sont ensuite mis en culture
pendant 3 a 4 semaines afin d’en obtenir un nombre suffisant en vue de leur réimplantation future dans la
zone a traiter’”. Les résultats obtenus sont encourageants, le cartilage synthétisé est majoritairement
hyalin®. Ce procédé a depuis été amélioré et les chondrocytes sont mis en culture sur des patches
composés de collagéne (type I et III) ou des gels de polymére biorésorbables (alginate ou acide

hyaluronique).

La procédure d’ingénierie tissulaire est peu invasive et ne compromet pas la possibilité de réaliser une
autre intervention chirurgicale en cas d'échec. Ce type de greffe cellulaire reste toutefois complexe et
cette technique de thérapie cellulaire est encore en pleine évolution : utilisation des matrices, tissue

engineering.

Figure IV-13 : Implantation de chondrocytes autologues (http://oahawaii.com/wp-

content/uploads/2011/06/carticel.jpg).

f) Arthroplastie

L’arthroplastie est le dernier recours pour soulager I’inconfort du patient. Elle n’est généralement pas
préconisée pour les patients jeunes car la prothése a une durée de vie limitée. L'implant est constitué de
métal (alliage : acier, chrome, cobalt, titane) et de polyéthyléne ultra haute masse molaire (versant tibial)

(Figure IV-14). La fixation a I'os utilise du ciment chirurgical (poly(méthyl métacrylate)) ou un systéme
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de fixation sans ciment. L'intervention chirurgicale dure environ 90 minutes et l'opéré peut s’appuyer sur
I’articulation seulement 48 heures aprés 1’intervention (dans le cas d’une prothése cimentée). Environ

40 000 prothéses de genou sont posées chaque année en France.

"

Figure IV-14 : Schéma d’une articulation du genou aprés arthroplastie totale

(http://hmrortho.ca/index.php?option=com content&view=article&id=24&Itemid=48&showall=1).

L’objectif de ces travaux de thése est de pouvoir agir, via les principes actifs contenus dans les particules
polymére recouvertes de HA modifié, au niveau de liaisons diffuses du cartilage (dans certains cas
d’arthrose). Une prise en charge précoce doit permettre d’éviter, ou au moins de retarder, les traitements

chirurgicaux décrits précédemment.

IV.  Evaluation biologique des particules recouvertes de HAC6

(HABioC6)

Comme nous I’avons démontré dans le chapitre précédent, il est possible de préparer des particules
recouvertes de HAC6 (issu du HANa « Bioiberica ») d’un diamétre inférieur au micron. Nous avons

alors conduit deux types d’expériences :

- Une évaluation in vitro des différentes particules mises en contact avec des chondrocytes ou des
synoviocytes. Il est ainsi possible d’évaluer le potentiel cytotoxique de nos vecteurs pour

déterminer la concentration maximale en particules que ces cellules peuvent tolérer.
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- I’étude in vivo du devenir des particules aprés injection intra-articulaire dans des genoux de rats.
Notre objectif est de montrer que ces vecteurs vont se localiser préférenticllement a proximité

des chondrocytes.

Lors de cette étude, et afin de prouver I’intérét de recouvrir les particules avec du HAC6, nous avons a
chaque fois préparé des particules similaires mais recouvertes de PVA (a 10 g/L dans la phase aqueuse

externe) en utilisant les protocoles de formulation décrits au chapitre V.

Nous avons testé des concentrations en particules de 25 ; 50 et 100 pg/mL.

A. Etudes in vitro
Les différents lots de particules préparés ont été utilisés en biologie pour évaluer les potentiels effets
toxiques ou inflammatoires qu’elles peuvent induire. Parmi les effets délétéres susceptibles d’apparaitre,
certains peuvent étre dus aux produits de dégradation des constituants des particules (HAC6, PLGA,
BSA, ...) ou aux différents procédés de formulation, lavage ou de stockage des particules (traces de

solvant, agrégation, contamination,...)

Ces tests de cytotoxicité consistent a mesurer I’activité mitochondriale d’un ensemble de cellules (test
MTT) et a doser la quantité de lactate déshydrogénase libérée dans le milieu de culture par les cellules
(test LDH), cette derniére peut étre corrélée a la viabilité cellulaire. Enfin une numération des cellules
présentes pour chaque condition expérimentale est effectuée et nous permet de normaliser les tests MTT

et LDH.

1) Etude de I’activité mitochondriale et de la viabilité cellulaire

Pour chaque lot de particules préparé, des tests de cytocompatibilité ont été effectués afin de déterminer

quelle est la concentration maximale en particules supportée par les cellules.

Le test MTT est normalisé par un comptage des cellules dans les différents puits et rapporté aux

conditions témoins qui correspondent a 100 % d’activité mitochondriale.

Pour le test LDH, les contrdles 0 % et 100 % (de libération de LDH dans le milieu de culture) sont

obtenus par dosage du milieu de culture seul et aprés lyse des membranes cellulaires respectivement.
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Les résultats présentés par la suite (Figure IV-15 et IV-16) correspondent aux valeurs obtenues apres
exposition pendant 24, 48 et 72 heures des chondrocytes de rats (P2) a des lots de particules de PLGA
recouvertes de HABi0oC6-31% ou de PVA, et encapsulant ou non du DEX-FITC. Les particules sont en

suspension a une concentration de 100 pg/mL soit la concentration maximale d’exposition testée.
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[}

Temps de contact particule/cellule pour chaque condition (24 h: bleu; 48
h: rouge; 72 h: vert)

Figure IV-15 : Evolution de I’activité¢ MTT des chondrocytes de rats (P2) a 24, 48 et 72h en fonction de leur
exposition a différents lots de particules (100 pg/mL). Les témoins sont des cellules ayant évolué dans un milieu
sans particules. Pour les autres lots, des particules recouvertes de HABi0C6-31% « vides » (@) ou encapsulant du

DEX-FITC, ainsi que des particules recouvertes de PVA « vides » (@) ou encapsulant du DEX-FITC ont été mises

en contact avec les cellules.
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Figure IV-16 : Evolution de la viabilité cellulaire des chondrocytes (P2) a 24, 48 et 72h par dosage de la LDH
libérée dans le milieu de culture en fonction de leur exposition a différents lots de particules (100 pg/mL). Les
témoins sont des cellules ayant évolué dans un milieu sans particules. Pour les autres lots, des particules
recouvertes de HABi0C6-31% « vides » (9) ou encapsulant du DEX-FITC, ainsi que des particules recouvertes de

PVA «vides » (@) ou encapsulant du DEX-FITC ont été mises en contact avec les cellules.

Ces résultats nous donnent de nombreuses informations. Tout d’abord, 1’activité mitochondriale (test
MTT) des chondrocytes exposés aux nanoparticules diminue fortement par rapport a 1’activité des
cellules témoins. Ainsi, pour les particules recouvertes de HACG6, 1’activité mitochondriale des cellules
diminue de 60 % en comparaison avec les cellules témoin. Dans le cas de particules recouvertes de PVA,

la baisse n’est que de 40 % a 24 et 48 heures et elle n’est plus que de 20 % a 72 heures (figure IV-15).

En revanche, la viabilité cellulaire est relativement identique quelle que soit la condition testée et le

temps de contact (figure IV-16).

La diminution de I’activité MTT des cellules mises en contact avec des particules est normale. L’ajout de
nano-objets relativement gros et lourds dans le milieu va perturber le développement normal des cellules.

Concernant la diminution plus importante de 1’activité MTT des cellules mises en contact avec des
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particules recouvertes de HAC6, nous 1’avons attribuée a 1’internalisation des particules (voir plus loin).
En effet, les mécanismes d’internalisation entrent en compétition avec les autres phénomenes cellulaires

et entrainent alors une diminution de 1’activité MTT.

Nous pouvons conclure a la vue de ces résultats que les particules, méme a une concentration de 100

pg/mL, n’induisent pas d’effets délétéres sur les cellules.

2) Internalisation des particules par les cellules?

L’internalisation des nanoparticules par les cellules a pu étre observée dans le cas des particules

encapsulant des molécules fluorescentes.

* Localisation des nanoparticules encapsulant du DEX-FITC
Les chondrocytes sont mises en contact avec des particules (100 pg/mL) recouvertes de HAC6 ou de

PVA et renfermant du DEX-FITC (Figure IV-17).

a) Nanoparticules recouvertes b) Nanoparticules recouvertes
de HAC6 (HABioC6-31%) de PVA

Figure IV-17 : Visualisation en microscopie a fluorescence de la localisation des nanoparticules recouvertes de
HACG (a) et de PVA (b) par rapport aux noyaux des cellules. Les chondrocytes ont été utilisés en P2 et le temps de
contact avec les nanoparticules est de 72 heures. Le noyau des cellules est marqué au DAPI (bleu) et les particules

renferment du DEX-FITC (vert).
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L’internalisation des particules par les chondrocytes est beaucoup plus importante lorsqu’elles sont
recouvertes par du HAC6 comparé au PVA. D’aprés la figure V-17, on peut parfaitement délimiter le
contour des cellules ayant internalisé des particules. Dans le cas des particules recouvertes de PVA,
I’internalisation est beaucoup moins marquée. Dans ce dernier cas il semble que cette internalisation soit
plus due a la gravité qu’a une reconnaissance spécifique car il n’y a pas de concentration des particules

dans les cellules.

Ces résultats valident notre stratégie de ciblage des cellules par du HAC6.

* Localisation des particules contenant de la BSA-Cy3
Puisque nous avons pu prouver que les particules recouvertes de HAC6 sont internalisées par les cellules
et de maniére plus importante que celles recouvertes de PVA, nous n’avons pas cherché a encapsuler de
BSA-Cy3 dans des particules de PVA. En effet, pour la suite de ces travaux, nous nous sommes
concentrés sur 1’encapsulation de molécules d’intérét uniquement dans des particules recouvertes de
HAC®6. L’évaluation de I’internalisation de nanoparticules recouvertes de HAC6 et encapsulant de la

BSA-Cy3 par les chondrocytes est présentée dans la figure IV-18 :

Figure IV-18 : Visualisation en microscopie a fluorescence de la localisation de particules recouvertes de HAC6
par rapport aux cellules. Les cellules sont des chondrocytes humains (P2) dont le noyau est marqué au DAPI (bleu).

Les particules encapsulent de la BSA-Cy3 (rouge) et sont mises en contact pendant 96 heures a 100 pg/mL.

Les particules encapsulant de la BSA-Cy3 sont aussi internalisées par les différents types de cellules. Le

méme comportement que pour les nanoparticules recouvertes de HAC6 et encapsulant du DEX-FITC est
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observé, a savoir que les particules sont concentrées dans le cytoplasme des chondrocytes et que trés peu

de particules se retrouvent libres dans le milieu de culture.

3) Etude de I’influence des particules sur la production d’ARN messagers par les chondrocytes :

Biologie moléculaire

Le dosage des variations de la quantité d’ARN messagers (ARNm) produits par des chondrocytes de rat

(P2) aprées exposition a différentes particules a été effectué. Les lots de particules utilisés sont regroupés

dans le tableau IV-1 :

utilisation de

recouvrement molécule encapsulée Nomenclature
BSA-Cy3
résHABioC6-20% non aucune HA
résHABioC6-20% non CS CS
PVA non aucune PVA
résHABi0oC6-20% 5% aucune HA BSA Cy3-5%
résHABioC6-20% 10 % aucune HA BSA Cy3-10%

Tableau IV-1 : Liste des différentes particules utilisées pour 1’étude des variations de la quantité d’ARNm produits

par les chondrocytes. Le lot de HAC6 utilisé est celui dont I’acidification a été obtenue par la résine échangeuse

d’ions (rés signifie résine).

Pour cette étude, sept génes ont été testés :

- Col2

- Agrecan
-  COMP

- Coll

- Versican
- HAS2

- CDh44

194




Les génes RPLPO et RP29 sont des « génes de ménage » qui nous permettent de normaliser les valeurs

obtenues pour chaque dosage.

Les ARNm, une fois extraits des cellules, sont transcrits en ADN complémentaires (ADNc). Ceux ci
vont alors étre amplifiés puis dosés afin de détecter d’éventuelles variations entre les cellules cultivées
dans différentes conditions. Les figures IV-19, IV-20 et IV-21 présentent les taux d’expression obtenus

pour geénes Col2, Agrecan et COMP respectivement.
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Figure IV-19 : Taux d’expression en ARNm de Col2 chez des chondrocytes de rat (P2) cultivés en monocouche et
mis en contact pendant 24, 48 ou 72 heures avec différents types de particules. Les taux d’expression sont

normalisés par le géne RPLPO.
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Figure IV-20 : Taux d’expression en ARNm de Agrecan chez des chondrocytes de rat (P2) cultivés en monocouche
et mis en contact pendant 24, 48 ou 72 heures avec différents types de particules. Les taux d’expression sont

normalisés par le géne RPLPO.
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Figure IV-21 : Taux d’expression en ARNm de COMP chez des chondrocytes de rat (P2) cultivés en monocouche
et mis en contact pendant 24, 48 ou 72 heures avec différents types de particules. Les taux d’expression sont

normalisés par le géne RPLPO.

Interprétation des résultats obtenus

Les taux d’expression des génes Col2, Agrecan et COMP varient selon 1I’environnement des cellules. On

distingue deux groupes :

- les cellules témoins, c’est a dire non exposées a des particules et celles mises en contact avec les
particules recouvertes de PVA qui expriment des taux d’ARNm semblables
- les cellules mises en contact avec des particules recouvertes de HAC6 dont les taux d’expression

en ARNm restent trés faibles en comparaison avec les cellules témoins.

Nous avons attribué cette variation au fait que les particules recouvertes de HAC6 sont internalisées dans
les cellules, contrairement aux témoins et aux particules recouvertes de PVA. L’internalisation et les

processus biologiques qui en découlent modifient les voies de signalisation des génes Col2, Agrecan et

COMP.
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On remarque de plus que les lots de particules recouvertes de HA présentent les mémes taux

d’expression génique. Les cellules ne semblent pas étre affectées par la présence de BSA-Cy3 ou de CS.

Concernant les autres génes étudiés, nous n’avons pas observé de variation significative des taux
d’expression en ARNm, et ce, quelles que soient les particules mises en contact avec les cellules. Nous
supposons dans ce cas que I’expression de ces génes passe par des voies de signalisation qui ne sont pas

affectées par I’internalisation des particules recouvertes de HAC6.

4) Conclusion sur I’évaluation in vitro des particules

Nous avons observé que les particules recouvertes de HAC6 peuvent étre utilisées in vitro et ne
présentent pas de toxicité avérée, méme a des concentrations de 100 pug/mL et jusqu’a 72 heures de

contact.

Les chondrocytes internalisent beaucoup plus les particules recouvertes de HAC6 par comparaison avec
celles recouvertes de PVA. Nous avons donc montré qu’une interaction spécifique est possible entre le

CD44 et le HA modifié localisé en surface des particules.

Les analyses en biologie moléculaire des taux d’expression de certains génes montrent des variations en
fonction du type de particule mis en contact avec les chondrocytes. L’internalisation des particules de
HACG6 induit des modifications au niveau des processus biologiques et inhibe I’expression de Col2,

Agrecan et COMP.

B. Etudes in vivo

1) Rappel des résultats obtenus précédemment

Une étude préliminaire a été menée au laboratoire concernant le potentiel inflammatoire de
nanoparticules de PLA recouvertes de HAC6 ou de PVA et encapsulant dans chaque cas du DEX-
FITC*. Les analyses effectuées portaient sur les marqueurs de 1’inflammation (IL-18 et TNF-a) ainsi
que la synthése de protéoglycanes au niveau des rotules. Pour cela des rats sains ont recu une injection
intra-articulaire d’une suspension de nanoparticules 40 pL (50 pg/mL) ; ils ont été sacrifiés apres 5 jours

puis les membranes synoviales et les rotules ont été prélevées pour réaliser les dosages.
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Les taux d’expression de deux génes de I’inflammation (IL-15 et TNF-a) ont été ensuite dosés aprés
extraction des ARN totaux, retranscription puis amplification et comparés avec le groupe de rats témoins
ayant recu une injection de solution saline (contrdle 0 % d’inflammation) et un groupe de rats chez

lesquels a été déclenché de I’arthrite par injection de parois de mycobactéries (100 % d’inflammation).

Les résultats obtenus présentés dans la figure IV-22 ont montré que les articulations des rats ayant regu
des injections de particules ne présentent pas de signes particuliers d’inflammation. Les taux
d’expression d’IL-15 et de TNF-a sont similaires a ceux des rats témoins et trés inférieurs a ceux traités
aux parois de mycobactéries. Ceci nous confirme que les particules formulées, quel que soit leur type de

recouvrement, sont compatibles avec une utilisation in vivo.

Taux d'expression des Cytokines en ARNm
(Normalisation RP29) B L2 1 TNFalpha

2.0

1.0+
0.159

0.104

“ml W[l mm Iﬂ

Groupe Témoin PVA NPs (50 ug) HA NPs (50 ug) Paroies de MycobT
Groupes d'animaux injectés

Figure IV-22 : Taux d’expression de deux marqueurs de I’inflammation : IL-15 et TNF-a dosés aprés injection de
suspension de particules dans des articulations de rats sains. Les particules sont soit recouvertes de HAC®6, soit de
PVA et n’encapsulent pas de molécule d’intérét. Les controles 0 % et 100 % sont obtenus par injection d’une
solution saline et déclenchement de 1’inflammation par injection de parois de mycobactéries respectivement. Les

valeurs obtenues sont normalisées par un géne de « ménage » : RP29.
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L’activité de biosynthése des protéoglycanes au niveau du cartilage patellaire a été mesurée par
incorporation de Soufre radiomarqué (Na,”’SO4) 5 jours aprés I’injection des particules. Les résultats

obtenus sont présentés dans la figure IV-23 :

Incorporation $3°
(Anabolisme)
Il Centre Rotulien

4000+ ] Périphérie Rotule

35004 T T

30004

25004

2000+
10004

7504

5004

2504

L L) Ll
Groupe Témoin NPs PVA (50 pg) NPs HA (50 pg)
Groupes d'animaux injectés

Figure IV-23 : Détermination de I’activité de biosynthése des protéoglycanes au niveau du cartilage patellaire par
incorporation de soufre radiomarqué. L’incorporation du radioélément est réalisée 5 jours aprés 1’injection des
particules, les mesures de la radioactivité sont effectuées au centre de la rotule (bleu foncé) ainsi qu’en périphérie

(bleu clair).

Les résultats obtenus n’ont pas montré de variation significative entre la synthése de protéoglycanes chez
les rats témoins et les rats ayant regu des nanoparticules. Malgré la présence de particules dans
I’articulation, I’homéostasie du cartilage a été conservée. Pour rappel, une hausse de la synthése des
protéoglycanes en périphérie conjuguée a une diminution au centre aurait indiqué un effet délétére des

particules injectées.

Ces premicres évaluations in vivo avaient permis de vérifier que les particules ne présentent pas de
toxicité marquée. Nous n’avions pas observé de hausse des marqueurs de I’inflammation ni de variation
de la biosynthése en protéoglycanes. Toutefois, cette premiére série d’expériences avait été effectuée
avec des quantités relativement faibles de particules (2 ug par injection) et on pouvait conclure que le

seuil de toxicité éventuel n’avait pas été atteint.
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2) Poursuite de I’évaluation in vivo des particules, résultats obtenus au cours de nos travaux

Nous avons complété ces travaux par 1’étude du devenir des particules que nous avons formulées, aprés
injection intra-articulaire. Puisque les premiers résultats ne faisaient pas état d’une inflammation au
niveau de I’articulation, nous avons cherché a augmenter la quantité de particules injectées afin de
déterminer le seuil de toxicité. Parallélement, nous avons cherché a comparer les effets d’injections
multiples sur la structure des articulations saines. Des suspensions de nanoparticules (50 pL) a
différentes concentrations (0,5 ; 1 et 2 mg/mL), recouvertes de HAC6 ou de PVA et renfermant ou non

du DEX-FITC ont donc été injectées dans des genoux de rats sains.

Notre objectif était de montrer que les particules sont non toxiques a plus fortes doses in vivo et, si
possible, qu’elles peuvent étre internalisées par les cellules de ’articulation. Une ou deux injections ont

été réalisées a 7 jours d’intervalle, puis les animaux ont été sacrifiés 14 jours aprés la premiére injection.

3) Analyse histologique des compartiments articulaires

Les différentes colorations réalisées sur les coupes histologiques (cf Chapitre V) nous ont permis de
constater 1’absence de variation d’intégrité des tissus. Les clichés obtenus pour les rats témoins (injection
de 50 puL de solution saline) comparés a ceux ayant recu une ou deux injections de suspension de

particules sont présentés dans les figures IV-24 et [V-25.
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témoins 25 pg dans 50 pg dans 100 pg dans
50 uL 50 uL 50 uL

Figure IV-24 : Coupes histologiques et coloration HES des membranes synoviales aprés observation au microscope
(grossissement X20). a) témoins, b) rats ayant recu 25 pg de particules, c) rats ayant regu 50 g de particules, d)
rats ayant regu 100 pg de particules (recouvertes de HABi10C6-31%). Les résultats de la ligne supérieure
concernent les articulations ayant regu une injection et ceux de la ligne inférieure correspondent a deux injections a

sept jours d’intervalle.
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témoins 25 pg dans 50 pg dans 100 pg dans
S0 uL S50 puL 50 puL

1 injection

2 injections

Figure IV-25 : Coupes histologiques et colorations HES des rotules aprés observation au microscope
(grossissement X20). a) témoins, b) rats ayant recu 25 pg de particules, c) rats ayant regu 50 g de particules, d)
rats ayant re¢u 100 pg de particules (recouvertes de HABi0oC6-31%). Les résultats de la ligne supérieure
concernent les articulations ayant regu une injection et ceux de la ligne inférieure correspondent a deux injections a

sept jours d’intervalle.

a) Observation des coupes de membranes synoviales

L’observation des coupes de membranes n’a pas mis en évidence de différence majeure entre les
animaux ayant recu des particules et les témoins. Une 1égére hyperplasie (cellules colorées en violet
foncé) est visible dans chaque cas et semble donc étre la conséquence de I’injection plutét que des
particules. De plus, suite a I’injection de particules nous n’avons pas constaté de néovascularisation (qui

peut étre la conséquence d’une inflammation).

b) Observation des coupes de rotules

L’observation générale du cartilage en coloration HES est la méme pour chaque condition. La surface
articulaire est lisse, la densité cellulaire semble constante et la forme des cellules (notamment celles qui
sont le plus proche de la surface) est identique. Le réseau collagénique (coloration RS LP) et la teneur en
protéoglycanes (coloration BT) n’ont pas varié entre les différents groupes, les particules n’induisent

donc pas de dégradation du cartilage.
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Ces analyses histologiques effectuées sur des animaux sains n’ont pas montré d’effets délétéres des
particules recouvertes de HAC6. La structure du cartilage est préservée mais, en conséquence, rend les
interactions particule/chondrocyte peu favorables. Les membranes synoviales sont légérement
hyperplasiques mais ne présentent pas de signes importants d’inflammation, de plus il n’y a pas de
différence entre les tissus des rats ayant regu des nanoparticules et ceux des rats témoins auxquels on a

injecté une solution saline.

4) Localisation des particules fluorescentes au niveau des tissus

Des coupes histologiques ont été déparaffinées puis un marquage au DAPI a été réalisé (Vectashield®
with DAPI) afin d’observer les noyaux des cellules et ainsi vérifier I’éventuelle internalisation de

particules (Figure IV-26).

(a) rotule (b) Membrane synoviale (c) Membrane synoviale

Figure IV-26 : Observation au microscope des tissus de la patte gauche d’animaux ayant regu 100 pg de particules
aprés coloration des noyaux au DAPI, les noyaux apparaissent en bleu et les particules (FITC) en vert. a) rotule, b)

et c) membranes synoviales (nanoparticules recouvertes de HABioC6-31%).

L’observation des membranes synoviales, fait apparaitre des point d’intensité lumineuse plus marquée
qui nous laissent penser qu’il s’agit d’agrégats de particules car nous avons également observé cette
tendance lors de I’observation en microscopie de I’internalisation des particules pour des cellules
cultivées en monocouche. Ceci est de plus cohérent avec le réle de filtre joué par la membrane synoviale

qui élimine les métabolites présents dans la cavité articulaire.
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Concernant les rotules des animaux ayant regu des particules fluorescentes, nous n’avons pas pu mettre
en évidence la présence de particules a proximité ou dans les cellules. Le cartilage fluoresce
naturellement a des longueurs d’onde similaires a celle émise par la FITC et rend délicate la détection.
Toutefois nous n’avons pas mis en évidence de zone dont I’intensité lumineuse est plus €levée, qui serait

la conséquence d’une accumulation de particules en un endroit précis.

Cette étude de la localisation des particules vient confirmer les résultats observés en histologie : les
particules n’interagissent pas (ou trés peu) avec le cartilage articulaire sain et ont tendance a étre

absorbées par la membrane synoviale.
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Conclusions du chapitre

Nous avons pu démontrer grace a cette étude que les particules sont biocompatibles et non toxiques.

Les tests de toxicité effectués ont montré que méme a une concentration de 100 ug/mL, les particules
sont relativement bien tolérées par les cellules. Nous n’avons pas observé de hausse significative de
I’activité LDH, en revanche, une baisse de I’activitt MTT marquée est visible. On observe ¢galement
une baisse du nombre de cellules dans les puits ou nous avons déposé des particules par rapport aux
témoins. Nous supposons que I’apport de particules limite la prolifération cellulaire en raison des
interactions particule/chondrocyte qui s’établissent, et plus particuliérement lorsque les particules sont

internalisées.

Les particules recouvertes de HAC6 et mises en contact avec des cellules (chondrocytes et synoviocytes)
en monocouche sont progressivement internalisées (a partir de 48 heures). Pour les particules
recouvertes de PVA, seuls les synoviocytes les internalisent de fagon significative. Toutefois, ceux-ci
servent de filtre pour I’articulation et sont beaucoup moins spécifiques que les chondrocytes. Ces
résultats prouvent I’intérét de la couverture en HAC6 des particules pour cibler les cellules de

I’articulation et principalement les chondrocytes.

Les tests réalisés in vivo sur des animaux sains ont confirmé la cytocompatibilité des particules méme a
plus forte concentration (100 pg dans 50 pL). Le cartilage n’a pas présenté d’inflammation ni de
variation de structure. On observe une légére hyperplasie au niveau de la membrane synoviale qui
semble étre la conséquence de 1’injection car le profil des coupes histologiques est le méme chez les rats
témoins. Les particules n’ont cependant pas été internalisées par les chondrocytes en raison de la
structure du cartilage articulaire sain ; il semble que 1’on en retrouve a proximité des synoviocytes mais
il est difficile d’étre affirmatif en raison de 1’autofluorescence des tissus qui parasite le signal de la DEX-
FITC. Ces expériences vont étre renouvelées avec de la BSA-Cy3 comme traceur fluorescent pour

s’affranchir de ce probléme.
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Chapitre V : Matériels et méthodes

I.  Synthése des dérivés amphiphiles du HA

Les protocoles décrits dans cette partie font référence au chapitre II.

Le schéma de la réaction qui conduit a la formation de HAC6 est présenté sur la figure V-1 :

OO0'Na* COO'Na* ; OO'H* O0'H"
Acidification par HCI
ou résine

COO'Na* HAN COO'Na*
d
HAH*
Echange d'ions avec
TBA"OH puis
lyophilisation
Réaction avec COOTBA* COOTBA*
C¢H,:Br dans le
DMSO
COO'Na’ COO'Na*
HAC6 HATBA

Figure V-1: Schéma réactionnel de la synthése de HAC6 (seules les fonctions carboxyliques du HA sont montrées

car elles sont les seules a réagir lors de cette synthése).

A. Protocole de synthése des HAC6
1) Acidification du HANa : Afin de rendre soluble le HANa dans le DMSQO, il faut au préalable le
transformer en son sel de tétrabutylammonium: 10 g de HANa sont tout d’abord mis en

suspension dans un mélange contenant 490 mL d’EtOH 70 % et 10 mL d’HCI 0,06 M, pendant 15
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2)

3)

4)

minutes a 4 °C sous agitation. Le mélange est filtré (filtre borosilicate n°® 4) puis lavé avec de
I’éthanol 70 % afin d’éliminer les ions chlorure et sodium formés au cours de la réaction. Un test
au nitrate d’argent (AgNO; 0,1 mol.L") permet de s’assurer de I’élimination compléte des
chlorures. Le produit filtré est lavé a I’acétone et laissé a température ambiante pendant une nuit
pour évaporer 1’acétone résiduelle.

Le HA alors obtenu sous sa forme acide (HAH") est ensuite mis en suspension dans 1 L d’eau
sous agitation et une solution de TBAOH (hydroxyde de tétrabutylammonium) 0,15 M est ajoutée
progressivement jusqu’a obtenir la neutralisation du mélange a pH 7. Le HA-TBA alors synthétisé
est ensuite lyophilisé.

Le HA-TBA lyophilisé est solubilisé a 1 % (poids/volume) dans le DMSO pendant 24 heures. La
quantité de C¢H3Br ajoutée est calculée en tenant compte du taux de substitution visé et de la
réactivité supposée de ce dérivé. Le mélange est laissé sous agitation pendant 24 heures sous flux
d’azote.

Aprés obtention du HAC6, 110 mL de NaCl 2,5 M sont ajoutés au mélange pendant 1 heure a
température ambiante pour échanger les ions TBA" des groupements carboxylate qui n’ont pas
réagi. Le produit obtenu est précipité dans 6 L d’acétone, I’agitation étant laissée pendant 15
minutes. Le produit filtré (filtre borosilicate n° 4) est lavé avec tout d’abord un mélange
acétone/eau 5/1, puis avec de 1’acétone pure ; puis il est maintenu a température ambiante pour

évaporer I’acétone résiduelle. Le dérivé de HA est finalement stocké a 4 °C.

Acidification du HANa par résine échangeuse de cations

La résine DOWEX 50WX8-400 hydrogen form est conditionnée sous forme H" aprés des lavages a ’eau

puis échange de cations par une solution HCI 1 N pendant 30 minutes. Une fois rincée et filtrée, elle est

conservée au réfrigérateur dans un minimum d’eau. Une solution de HANa dans I’eau (typiquement 10

grammes dans 500 mL d’eau) est ajoutée a la suspension de résine, le mélange est placé sous agitation

pendant 3 heures puis filtré (filtre borosilicate n® 4) pour récupérer le HA acidifié (HAH").

B. Détermination du taux d’acidification

La détermination du taux d’acidification se fait a I’aide d’un appareil de type Autotritator 736 GP Titrino

(Metrohm, Suisse). Pour cela, environ 10 mg de HAH" sont mis en solution dans 12,5 mL d’eau MilliQ
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puis la titration a lieu par ajout de NaOH (1 M). La détermination du point équivalent permet alors de

connaitre la part des fonctions carboxylique du HA qui a été acidifiée.

C. Meéthodes de caractérisation des différents produits

1) Mesure des masses molaires

a) Rappels sur la théorie de la diffusion de la lumiére

La théorie fondamentale de la diffusion de la lumiére par des solutions de polymére découle des travaux
de Debye et Zimm et son application a été considérablement développée depuis 1’utilisation de sources
laser. L’intensité de la lumiére diffusée a un angle donné par une solution diluée de polymére

polymoléculaire est donnée par I’équation :

KC 1 e’ ., 46
—==—+24,C+—R, sin® —
AR, M, 34 2
Ou : C est la concentration du polymére en solution, 4, est le second coefficient du Viriel, A est la

longueur d’onde incidente, R, est le rayon de giration moyen d’ordre z de la pelote macromoléculaire, 6

est I’angle de mesure par rapport au rayon incident,

4Hn2@
~ AN, dC

Avec :

N4:le nombre d’Avogadro, n: I’indice de réfraction de 1’¢luant, dn/dC : la variation de I’indice de

réfraction en fonction de la concentration en polymére.

Un photodiffusiométre permet de déterminer le rapport de Rayleigh :

~

[

7"2
AR, = —-—
I,V

ou /, est I’intensité de la lumiére diffusée par le volume V, mesurée a la distance r de 1’échantillon. /, est

I’intensité de la lumiére incidente.
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Ainsi, grace a la méthode graphique de Zimm qui consiste a faire une double extrapolation a angle nul et
a concentration nulle de I’équation K.C/ AR, = f (C,0), on peut déterminer le rapport (1/M ) pour un

échantillon polymoléculaire.

b) Equipements
Le diffusiométre laser multi-angle est couplé a une série de colonnes chromatographiques d’exclusion
stérique. Le systéme de SEC est constitué :

- d’une pompe Waters 590,

- d’un dégazeur (Degazys DG 1310, Uniflow),

- d’une boucle d’injection de 200 pL,

- d’une série de colonnes PL aquagel -OH 30, 40 et 50 8um (de 100 a 1 000 000 g.mol™) avec une

pré-colonne de méme type.

Une double détection est effectuée a la sortie des colonnes a 1’aide d’un photodiffusiométre de
modéle miniDawn (Wyatt Technology Corporation) et d’un réfractométre différentiel de type Waters
410 installé en série. La longueur d’onde du laser du MALLS est fixée a 690 nm par le constructeur, et
trois photodiodes mesurent 1’intensité diffusée a 45, 90 et 140 °. Les mesures sont pilotées et traitées

avec le logiciel Astra en place.

¢) Conditions expérimentales

Les échantillons ont été analysés selon le protocole décrit ci-dessous :

Le poids sec des échantillons est déterminé préalablement afin de préparer des solutions de
concentrations précises. L’éluant NaNOj; 0,1 M utilisé, est préparé avec de 1’eau milliQ (systéme de
filtration Millipore), puis filtré sur membrane Millipore de 0,1 um. Nous avons vérifi¢é que, dans ces
conditions, les polyméres sont élués quantitativement. Le débit de la pompe est fixé 4 0,7 mL.min™" et 24
heures sont nécessaires pour que le systéme soit équilibré. Les solutions de polymére sont préparées la
veille dans ’éluant considéré, a des concentrations de 0,7 g.L”', puis filtrées juste avant I’injection sur
des filtres Millex GS (Millipore) de 0,22 pm. Les solutions sont injectées deux fois et les courbes sont

traitées selon la méthode de Zimm.

Environ 25 mg de HAH™ (HA sous sa forme acide) sont préalablement mis en solution dans un mélange

contenant 0,5 g de NaCl, 5,6 mL d’éthanol et 2,4 mL d’eau. La solution est placée sous agitation a 4 °C
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pendant une nuit, le HA est ensuite filtré sur fritté n° 4 puis séché a I’étuve. Cet échange d’ions permet
d’obtenir du HANa qui pourra étre comparé avec les HA natifs afin d’estimer les éventuelles pertes de

masses molaires lors de 1’étape d’acidification.

2) Etude par RMN 'H

a) Principe

La détection de la résonance magnétique nucléaire se produit lorsque des noyaux atomiques de spin non
nul sont placés dans un champ magnétique externe uniforme (généralement) et excités par un
rayonnement radiofréquence accordé sur les différences d’énergie entre les différents états de spin

nucléaire possible.

La fréquence de résonance (appelée aussi fréquence de Larmor) vy est proportionnelle au champ

appliqué By tel que :
vo=¥Bo
avec : ¥y = % le rapport gyromagnétique exprimé en MHz/T

Ce rapport gyromagnétique est spécifique pour chaque isotope ce qui permet de régler 1’appareil sur la

fréquence d’excitation du noyau a analyser.

b) Le déplacement chimique
Lorsqu’une molécule est soumise a un champ magnétique, le mouvement des électrons induit des
champs magnétiques locaux qui vont diminuer (diamagnétisme) ou augmenter (paramagnétisme) le

champ magnétique global.

La fagon dont la fréquence de résonance de chaque noyau est affectée par ces champs locaux est

caractérisée par une constante d’écran ¢ qui contient les contributions dia et paramagnétiques :

vL = vo*(1-0)

Le déplacement chimique (ou différence de fréquence due a I’environnement électronique) noté d permet

de caractériser facilement chaque noyau considéré :

_ vL-vref
vO0

S *10°
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ol Vi est la fréquence de la référence choisie (en général le tétraméthylsilane ou TMS pour 1’analyse de

'H).

¢) Conditions expérimentales

Les analyses du HA et des dérivés amphiphiles HAC6 ont été réalisées grace a un spectrométre de
marque Briicker Advance300 a 300,13 MHz et 300 K. le traitement des spectres 'H est effectué par le
logiciel WIN-NMR 6.1 de chez Briicker et les déplacements chimiques sont donnés en prenant pour

référence le solvant deutéré (D,0).

d) Détermination du taux de substitution des HAC6

Une solution de NaOD dans D,0 a 4 % (w/v) a laquelle on ajoute une quantité connue de phtalate de
potassium (environ 25 mg), qui servira de référence interne, est préparée. 25 mg de polymeére (HACO)
sont dissous dans 1mL de la solution NaOD + phtalate et mis en agitation pendant 4 heures a
température ambiante afin d’hydrolyser les liaisons ester. La solution est ensuite transférée dans un tube

RMN pour procéder a 1’analyse.

Les protons du noyau aromatique du phtalate de potassium sont déblindés. On observe leur signal entre

7,27 et 7,36 ppm (Figure V-2).
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Figure V-2 : Spectre RMN 'H d’un hyaluronate modifié par des chaines alkyle (C6) (HABioC6-17% concentration
de 20 mg.mL" dans D,0), avec (a) (b) et (c) les signaux des protons de I’éthanol, (d) le signal des protons du
méthyl du groupement acétamide et (e) les signaux des protons du phtalate de potassium. Le massif entre 3 et 5

ppm correspond aux signaux des protons du squelette de HA.

Aprés hydrolyse, les chaines alkyle se retrouvent libres en solution et on peut donc facilement quantifier
le taux de substitution pour chaque synthése. Les signaux des protons situés sur le carbone comportant la
fonction alcool des chaines alkyle ne sont pas pris en compte lors du calcul du taux de substitution car,
en raison de la proximité du -OH, leur déplacement chimique est déblindé et donc confondu avec le

signal des protons du squelette polysaccharidique.

Le nombre de moles d’hexanol récupérées dans la solution (lors de la réaction HAC6 + NaOD) est donné

par :
_ACH)/11
n(C6) =X phya
avece .

A(C6) et A(ph) la somme des aires des pics attribués a la chaine hexyl (11 protons a 0,75 ; 1.19 et 1,80

ppm) et du phtalate de potassium (4 protons a 7,3 ppm), respectivement.

Ceci nous permet de déterminer alors la quantité de HANa libéré dans la solution:
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m(HAC6)-M(C6)*n(C6)

n(HANa) = M(HANa)

avec:
n(HANa) le nombre de moles d’unités diméres de HA sous forme HANa
M(HANa) la masse molaire d’une unité dimére de HANa (401 g/mol)
m(HACH6) la quantité massique de HAC6 introduit

M(C6) la masse molaire de 1’hexanol

Le taux de substitution est alors calculé par:

A(Ce)
(11[-[)
A(p
n(Ce —i
= DO 4100 = e t——*100

n(C6)+n(HANa) = +m(HANa)
A(pH) " M(HANa)
7 a

D. Propriétés des HAC6 en solution
La caractérisation en terme de pouvoir tensioactif des HAC6 a été effectuée par tensiométrie
superficielle et interfaciale via la technique de I’anneau de Noiiy. Elle consiste a étirer un ménisque de la
solution étudiée a I’aide d’un anneau en platine. L’anneau est tout d’abord plongé dans la solution
considérée, puis on abaisse lentement le récipient contenant le liquide. Lorsque 1’anneau arrive a

I’interface, il va I’étirer et par conséquent, augmente I’aire interfaciale.

Les forces s’exercant sur I’anneau étant les forces de gravité et superficielle, il est possible de relier la
tension interfaciale a cette force de traction. La force de traction qui s’exerce, augmente au fur et a
mesure de 1’étirement du ménisque, passe par un maximum puis décroit jusqu'a la rupture du ménisque.
Il est ainsi possible de mesurer la tension interfaciale statique par la relation suivante :

_ FmaxJR ApgR?®
4mR r' Fmax
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avece

v : la tension interfaciale, Fmax : la force maximale de traction, R : le rayon de I’anneau, r’ : le rayon de
la section de I’anneau, Ap : la différence de densité entre la solution et I’air J: le facteur correctif de

Harkins et Jordan, g: la force de gravité.

* protocoles

Une solution mére de HAC6 a 5 g/L dans 1’eau MilliQ est préparée et mise sous agitation pendant une
nuit. Cette solution est ensuite diluée afin de préparer des solutions de concentration connue (mélange
pendant 1 heure minimum). 20 mL de la solution & analyser sont placés dans un récipient parfaitement
propre et sec. L’anneau de Noiiy (Pt/Ir, RI21, Kriiss) est alors placé a I’interface entre I’eau et 1’air. La
solution est laissée ainsi pendant 30 minutes afin d’atteindre 1’équilibre thermique. Le pilulier contenant

la solution est ensuite abaissé jusqu’au moment de la rupture du film interfacial au niveau de I’anneau.

Le protocole de mesure de la tension interfaciale entre 1’eau et le dichlorométhane est sensiblement le
méme que le précédent. Une fois I’anneau de Noiiy plongé dans la solution aqueuse de HA, 20 mL de
dichlorométhane sont ajoutés au systéme et le tout est laissé 30 minutes au repos pour atteindre
I’équilibre thermique. L’anneau est ensuite poussé verticalement dans la phase organique (par

abaissement du pilulier) jusqu’a rupture du film interfacial. Les mesures sont effectuées a 25 °C.

Pour s’assurer de leur propreté, chaque pilulier destiné a contenir la solution aqueuse de polymére est
plongé dans un mélange eau oxygénée/acide sulfurique (30/70 en volume) pendant 24 heures, puis rincé
abondamment a ’eau MilliQ et enfin placé dans une étuve a 50 °C. L’anneau est lavé a I’eau puis a
I’acétone et finalement séché a 1’aide d’un chalumeau de maniére a le rendre parfaitement propre aprés

chaque mesure. Les différentes concentrations testées sont 5 ;2,5;1;0,5;0,1 et 0,01 g/L.

Ces analyses nous permettent de comparer les produits obtenus en fonction de leur différents taux de
substitution et nous renseignent sur la capacité du HAC6 a stabiliser ’interface créée entre I’eau et le

dichlorométhane lors de la formulation d’émulsions.
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II.  Formulation des nanoparticules

Les protocoles ci dessous font référence au chapitre 111 de ce manuscrit.

A. Généralités sur les émulsions’
Une émulsion est un systéme obtenu par agitation d’une phase dispersée dans une phase dispersante, les
liquides constitutifs de chaque phase étant non miscibles. Le rapport volumique entre les phases peut étre
variable. On parlera par exemple d’émulsion concentrée si la phase continue constitue moins de 30 % du

volume total.

L’agitation pour réaliser 1’émulsion peut se faire de différentes manic¢res (manuelle, barreau aimanté,
ultrasons, ...) et ceci va influencer la taille finale de 1’émulsion. Plus 1’énergie fournie au systéme est
importante, plus la taille des gouttelettes (et donc, dans notre cas apres évaporation du solvant organique,
la taille des particules) sera petite. L’agitation doit étre homogéne au sein du systéme pour permettre

d’obtenir une distribution en taille des gouttelettes la plus faible possible.

L’ajout d’un émulsifiant (ou stabilisant) au systéme abaisse la tension interfaciale entre ces deux phases,

ce qui favorise la formation de gouttelettes plus petites et stabilise le systéme lorsque 1’agitation a cessé.

B. Stabilité des émulsions
La formation des gouttelettes engendre une augmentation de la surface de contact entre les deux phases.
Il existe a Dl’intérieur des gouttelettes une surpression AP appelée surpression de Laplace qui est

proportionnelle a I’énergie interfaciale du systéme et inversement proportionnelle a leur rayon.
AP = —
r

avec :
AP : pression de Laplace (Pa), y : energie interfaciale (mJ/m?), r : rayon (m)

Une fois formulées, les émulsions ne sont pas des systémes thermodynamiquement stables. La démixtion
de I’émulsion formée est plus ou moins rapide selon la composition des phases, la taille des gouttelettes
et la présence ou non d’un agent stabilisant. Il existe quatre phénoménes de déstabilisation des

émulsions :
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¢ Le murissement d’Ostwald

I consiste en un flux de matiére, des petites gouttes vers les grosses. Lorsque la distribution en taille des
gouttelettes n’est pas homogeéne, la surpression de Laplace n’est pas la méme entre les petites gouttes et
les grosses : les potentiels chimiques ne sont pas a 1’équilibre. Le systéme tend donc a s’équilibrer, ce

qui fait disparaitre les petites gouttelettes au profit des grosses.
* La floculation

La floculation provient du fait que les gouttes peuvent adhérer les unes aux autres si les interactions
attractives entre elles sont suffisamment fortes. Ce phénoméne est souvent un signe précurseur de la

sédimentation des gouttelettes.
* La sédimentation et le crémage

En raison de la pesanteur, les gouttes plus denses que la phase dispersante vont se concentrer au fond du
récipient au cours du temps. On parle alors de sédimentation. Dans le cas contraire, lorsque les gouttes
sont plus légéres que la phase dispersante, elles vont migrer a la surface, ce phénomeéne est appelé

crémage. Ces deux processus sont en général réversibles par simple agitation.
* Lacoalescence

Tout comme le mirissement d’Ostwald, la coalescence est un phénomeéne irréversible. C’est le processus
inverse de la dispersion : les gouttes vont fusionner entre elles, ce qui provoquera a terme la démixtion

des phases.

C. Protocole de formulation d’une émulsion simple (o/w)
Dans un tube Falcon™ (BD Biosciences, USA) de 50 mL, 4 mL de phase organique (PLGA 50/50
(Sigma Aldrich, USA) dissout dans du dichlorométhane a 25 g/L) sont émulsifiés par pré-mélange
(agitation + vortex pendant 2 minutes) avec 8 mL de solution aqueuse de HAC6 (5 g/L). Cette émulsion
grossicre est ensuite soumise a ’action d’une sonde a ultrasons pendant 2 minutes a une puissance de 50
% a 50 % de cycle actif, c'est-a-dire que la sonde va produire des ultrasons pendant 1 seconde puis étre
au repos la seconde d’apres (1 seconde d’ultrasons pour un cycle de 2 secondes) (Figure V-3). L appareil
utilisé est constitué d’une sonde a ultrasons couplée a un amplificateur Vibracell 75043 (Bioblock

Scientific, France).
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Sonde 3 ultrasons /

Mélange a émulsifier \

Bain de glace

Figure V-3 : Schéma du dispositif permettant la préparation d’émulsions. La sonde a ultrasons est plongée
au plus profond du tube Falcon™ sans toutefois toucher la paroi, un bain de glace permet d’éviter les

échauffements locaux lors de 1’émulsification.

D. Protocole de formulation d’une émulsion double (Figure V-4)
Dans le cas d’une émulsion double, une premicére émulsion eau dans huile (w/o) est préparée en
mélangeant 400 pL de phase aqueuse dite « interne » contenant de I’albumine de sérum bovin (BSA) a
25 g/L qui agit comme stabilisant interne. Une molécule d’intérét (traceur fluorescent, HA, CS, ...) peut
y étre éventuellement ajoutée. Cette phase aqueuse interne est mélangée a 4 mL de solution organique
(PLGA dans du dichlorométhane a 25 g/L). L’agitation est effectuée au vortex pendant 2 minutes puis
par sonication pendant 2 minutes & 50 % de cycle actif a une puissance de 50 %. On obtient alors la

premicre émulsion w/o.
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L’émulsion double finale est formée par ajout de 8 mL de solution aqueuse de HAC6 (5 g/L) a la
précédente émulsion. Le systéme est agité au vortex pendant 30 secondes puis soniqué pendant 10

secondes a 50 % de cycle actif a une puissance de 35 %.

s . 1 s \ ., ™ .
Une fois I’émulsion double réalisée, la sonde a ultrasons est retirée du tube Falcon ', lavée avec 15 mL

d’eau MilliQ que I’on ajoute dans le flacon de maniére a récupérer la totalité de I’émulsion produite.

Polymeére dans du solvant Phase aqueuse interne +
organique (PLGA dans stabilisant (BSA) et
— dichlorométhane) molécule d'intérét

Phase aqueuse externe

Emulsification contenant du HAC6
-—
Se—
Emulsification Emulsion
o secondaire
(w/o/w)
—

Obtention d'une
suspension de particules
apres évaporation du
solvant organique

Figure V-4 : Schéma représentant les différentes étapes conduisant a 1’obtention de nanoparticules préparées par

double émulsion/évaporation de solvant organique.

E. Evaporation du solvant organique
Nous avons choisi pour cette étape d’évaporer le solvant a I’air libre par agitation au moyen d’un barreau
aimanté. Le dichlorométhane est un solvant a bas point d’ébullition, aussi il est facile et rapide de
I’évaporer. L’évaporation du solvant a 1’aide d’un évaporateur rotatif sous pression réduite a été

envisagée puis abandonnée car trop brutale : elle entraine la précipitation du matériau ceeur.
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Par la suite un bain thermostaté a 35 °C a été utilisé pour favoriser 1’évaporation du solvant organique

tout en conservant une température inférieure :

- a la température du corps humain pour prévenir la dégradation de molécules thermosensibles

- a la température de transition vitreuse (Tg) du PLGA qui est supérieure a 40 °C.

On passe ainsi d’un temps de 4 heures d’évaporation a température ambiante a 2heures grace au bain

thermostaté.

F. Mesure de la taille des particules

1) Principe de la diffraction de la lumiére

Lorsqu’un faisceau laser rencontre une particule, celle-ci va modifier le trajet optique de 1’onde et
réémettre ce faisceau dans différentes directions de I’espace (Figure V-5). Les angles de diffraction
correspondants dépendent de la taille des objets. Plus les objets sont petits, plus 1’angle de diffraction

sera grand.

Ainsi lorsque I’on connait les caractéristiques physiques des particules telles que 1’indice de réfraction
du matériau et I’absorption du milieu dispersant, on peut prévoir le modéle de diffraction a employer

grace aux travaux de Mie sur la diffraction de la lumiére.
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Lumieére diffractée

Source de lumiére

paralléle — =—

Détecteur multi éléments

a progression logarithmique

Figure V-5 : Principe de la diffraction de la lumiére par des particules de différentes tailles (source Malvern

Instruments).

2) Théorie de Mie®
Au début du XXéme siécle, Gustav Mie développe une théorie, basée sur les équations

d’¢électromagnétisme de Maxwell, qui permet de décrire les phénomeénes de diffusion de la lumiére qui

apparaissent lorsque des particules sphériques (opaques ou transparentes) sont soumises a un laser.

Grace a cette méthode, on peut corréler un modeéle de diffraction de la lumiére a un objet de taille
spécifique. Lorsqu’une particule passe a travers un faisceau lumineux émis par un laser, elle va diffuser
une partie de cette lumicre selon un angle qui est directement dépendant de la taille de la particule.
L’angle de diffusion augmente de maniére logarithmique lorsque le diamétre de la particule diminue.

L’intensité de la diffusion est aussi dépendante de la taille : elle diminue avec le volume de la particule.

La théorie de Mie est basée sur 4 principes :

- Les particules mesurées sont sphériques
- La suspension est suffisamment diluée afin d’éviter la diffusion multiple de la lumiére
- Les propriétés optiques de la particule et du milieu environnant sont connues

- Les particules sont homogénes
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Afin de prédire I’intensité de la lumiére diffusée, la théorie de Mie se base sur la différence entre les
indices de réfraction des particules et du milieu. Elle permet aussi de décrire comment 1’absorption
caractéristique de la lumiére par des particules affecte la quantité de lumiére qui est transmise a travers la
particule et est soit absorbée, soit réfractée. Cette propriété est particuliérement importante pour les

particules d’un diamétre inférieur a 50 um.

3) Théorie de Fraunhofer

C’est une version simplifiée de la théorie de Mie. Elle a été beaucoup utilisée a partir de la fin des années
1970 lorsque les ordinateurs n’étaient pas assez puissants pour pouvoir appliquer rigoureusement la

théorie de Mie.
La théorie de Fraunhofer différe de la théorie de Mie par les hypothéses suivantes :

- Les particules sont considérées comme étant des disques opaques
- La lumiére est diffusée seulement aux petits angles
- Chaque particule diffuse la lumiére avec la méme intensité quelle que soit sa taille

- Ladifférence entre I’indice de réfraction de la particule et celui du milieu est infinie

Cette approche simplifiée donne de bons résultats si les particules d’un échantillon ont un diamétre
supérieur ou €gal a 50 pm. En dessous de 50 um, les valeurs obtenues peuvent se révéler fantaisistes
(principalement si les particules ont un diamétre inférieur a 2 um ou si la différence entre les indices de

réfraction est faible).

L hypothése que toutes les particules diffusent la lumiére avec la méme intensité conduit a surestimer le
diamétre des particules de petite taille. En effet, le pouvoir de diffusion diminue rapidement en dessous

de 0,5 um donc la quantité de lumicre diffusée par des particules de ce diamétre est faible.

Malgré ces imprécisions, le modéle de Fraunhofer reste utilis€ de nos jours dans certains cas car il
permet de mesurer des diamétres de particules (au-dela de 50 um) sans connaitre 1’indice de réfraction

du matériau.
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4) Principe de la mesure par le Mastersizer

Un faisceau laser est émis et traverse une suspension de particules. Celles-ci vont diffuser la lumiére
selon un certain schéma qui est dépendant de leur taille. Les petites particules diffusent la lumiére aux
grands angles avec une intensité faible, tandis que les grosses diffusent aux petits angles avec une forte
intensité. L’intensité de cette lumicre diffusée est recueillie par une série de détecteurs, on obtient ainsi
une image de diffraction qui est représentative de la distribution en taille des particules présentes dans
I’échantillon analysé. La théorie de Mie est donc trés utilisée pour la détermination de la taille de

particules par diffraction de la lumiére.

5) Protocole de mesure de la taille des particules par diffraction de la lumiére

70 mL de NaCl 10™* M qui sert de milieu dispersant sont introduits dans la cellule de mesure, I’agitation
est fixée a 1490 rotations par minute (rpm). L’appareil mesure alors la diffraction obtenue pour le milieu
dispersant et ajuste la ligne de base. Puis on ajoute la suspension de particules de maniére a obtenir 5 %
d’obscuration de la lumiére (au-dela de 7 % la suspension devient trop concentrée et des phénomenes de
diffraction multiple faussent la mesure en minimisant la taille des particules de 1’échantillon). L appareil
est réglé pour réaliser trois mesures de chaque échantillon. Aprés traitement du signal regu, on obtient un
diffractogramme représentant la fraction du volume total d’une suspension en fonction du diamétre des
particules ainsi que de multiples valeurs concernant les différentes populations de particules présentes

dans I’échantillon.

6) Confirmation des diamétres de particules par microscopie électronique a balayage

Une suspension de particules est déposée sur une platine porte-échantillon recouverte d’un adhésif
double face. Le solvant est évaporé a température ambiante pendant une nuit. La surface de I’échantillon
sec est ensuite métallisée par un mélange de 60 % de palladium et de 40 % d’or pendant 5 minutes sous
vide a 1,2 kV et 5 mA de courant imposé. On obtient ainsi une couche métallique de 1’ordre de 7 nm

d’épaisseur.
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G. Optimisation des conditions de formulation des particules
Les particules obtenues, une fois le solvant organique évaporé, se trouvent en suspension dans la phase
aqueuse en présence des molécules qui ne sont pas intervenues dans le procédé de formulation. Nous

avons choisi de purifier les nanoparticules par centrifugation.

1) Centrifugations

L’objectif est de déterminer quelle vitesse de centrifugation permet de séparer efficacement les particules
des molécules tout en préservant 1’intégrité physique des particules. Nous avons donc fait varier la
vitesse de centrifugation de 5 000 a 10 000 rpm et mesuré la taille des particules aprés chaque cycle. La
présence de particules ou objets dans les surnageants a la fin du premier cycle a été vérifiée. Des essais
de centrifugation effectués a des vitesses supérieures a 10 000 rpm ont montré que ces vitesses entrainent

une agrégation irréversible des particules.
*  Protocole

Ces tests ont été effectués grace a une centrifugeuse de type JOUAN GR20-22 sur laquelle est adapté un
rotor AG 100-18 d’une capacité de 6 tubes de 100 mL. Chaque suspension est placée dans un tube de
polyéthyléne haute densité (HDPE) et centrifugée pendant 20 minutes a 20 °C.

Une suspension de particules est préparée puis divisée en lots que 1’on centrifuge a des vitesses
différentes (5 000 a 10 000 rpm). Les suspensions subissent deux cycles de lavage et une mesure de la
taille des particules a la fin de chaque cycle est effectuée. Les particules séches sont alors resuspendues
dans I’eau par agitation a I’aide d’un barreau magnétique pendant 5 minutes puis soniquées dans un bain

a ultrasons pendant 20 minutes.

Un cycle de lavage se définit comme une étape de centrifugation, 1’élimination du surnageant pour le
remplacer par 20 mL d’eau MilliQ puis la resuspension des particules par agitation au vortex pendant 5

minutes.

Une fois les conditions de centrifugation optimales déterminées, nous avons transposé ces paramétres
pour une utilisation avec un appareil de type Ultracentrifugeuse optima L-80 XP Beckman Coulter” qui
permet de travailler avec des volumes plus importants de suspension. Le protocole est sensiblement le
méme que précédemment, le rotor utilisé est de type 45 Ti (Beckman Coulter, France). Afin d’atteindre

la méme accélération (12085 g), la vitesse de centrifugation a été fixée a 10 200 rpm.
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2) Protocole de lyophilisation des particules

Aprés lavage par centrifugation, les suspensions de particules sont placées dans un tube Falcon®™ stérile
puis celui-ci est plongé dans une solution d’azote liquide jusqu’a congélation compléte. L’eau présente

dans les tubes est lyophilisée pendant 24 heures et on obtient une poudre séche de particules.

3) Lyoprotecteurs

L’utilisation de lyoprotecteurs a été envisagée pour faciliter la redispersion des particules séches et
limiter leur agrégation lors de la lyophilisation. Une suspension de particules est préparée puis divisée en
plusieurs lots. Les lots sont purifiés par centrifugation (deux cycles de lavage) selon le protocole défini
précédemment. Une fois le surnageant éliminé, les particules sont redispersées soit avec de 1’eau, soit
avec une solution aqueuse de lyoprotecteur (5 g/L). De la méme fagon, les particules lavées a 1’eau sont
soit lyophilisées dans I’eau, soit dans une solution aqueuse de lyoprotecteur (5 g/L). Voici la liste des

différents lots obtenus apres lyophilisation :

1) Un échantillon lavé a I’eau et lyophilisé dans de I’eau

2) Un échantillon lavé a 1’eau et lyophilisé dans une solution de Tréhalose (5 g/L)
3) Un échantillon lavé a I’eau et lyophilisé dans une solution de Mannitol (5 g/L)
4) Un échantillon lavé et lyophilisé dans une solution de Tréhalose (5 g/L)

5) Un échantillon lavé et lyophilisé dans une solution de Mannitol (5 g/L)

III.  Electrophoreése Capillaire

1) Historique de I’¢électrophorése

Les travaux sur I’électrophorése remontent au milieu du XIX™ siécle et au phénoméne appelé
cataphorése développé par Quincke. Il a montré que I’on peut déplacer des particules colloidales sous
I’action d’un champ électrique. Helmholtz mettra en évidence par son concept d’électro-osmose que les
espéces chargées migrent vers 1’électrode opposée a leur charge. Ces techniques ont pu étre développées

grace aux connaissances acquises en matiére d’électricité et d’électrostatique (Volta, Ampére, Coulomb).

Le chercheur suédois Arne K. W. Tiselius (prix Nobel de chimie 1948) est considéré comme le pére de

I’¢électrophorése moderne. En 1937, il met au point la technique dite d’électrophorése libre afin de
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séparer les protéines du sérum sanguin par application d’un champ électrique. La séparation se déroule
dans un tube en forme de U et de section carrée pour permettre la détection optique des composés a
travers le tube en mesurant en continu 1’indice de réfraction de la solution. Les techniques
¢électrophorétiques sont nombreuses et peuvent étre effectuée en 1 ou 2 dimensions. On peut citer
I’exemple de I’électrophorése 2D sur gel d’agarose pour la séparation de fragments d’ADN’.

L’électrophorése capillaire a ensuite été développée grace a Jorgenson et Lukacs®.

2) Principe
C’est une méthode d’analyse et de séparation en solution qui se base sur la différence de « mobilité » des
composé€s ionisés ou non lorsqu’on applique un champ électrique. La migration s’effectue dans un

capillaire et on peut quantifier chaque composé lors de son passage a travers la fenétre de détection. La

figure V-6 représente le principe de fonctionnement d’une électrophorése capillaire :
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Figure V-6 : Schéma descriptif d’une électrophorése capillaire.

L’électrophorése capillaire est un appareil relativement simple composé :

- D’un capillaire dont le diamétre interne mesure entre 25 et 100 um et dont la longueur varie
selon les caractéristiques de mesure entre quelques dizaines de centimétres a prés d’un métre. La
paroi interne du capillaire est le plus souvent constituée de silice fondue et présente a la surface
des groupements silanol (-Si-OH) sensibles au pH.

- D’un tampon électrolyte qui assure la continuité du circuit électrique dans le capillaire. Il doit

étre stable et non dégradant envers les composés a séparer.
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- D’une alimentation é€lectrique qui permet de délivrer une tension comprise entre 0 et 30 kV ou
un courant entre 0 et 200 pA. On va ainsi générer des champs électriques jusqu’a plusieurs
centaines de volts par métre. Le générateur est relié au capillaire par I’intermédiaire de deux
¢électrodes de platine plongeant dans la solution tampon qui assure la continuité du circuit
¢électrique.

- D’un systéme de contréle de la température du capillaire. Du fait des tensions importantes
appliquées, la dissipation de 1’énergie produite par effet joule est nécessaire.

- D’un détecteur couplé a un systéme de traitement du signal.

L’électrophorése capillaire permet de séparer rapidement des composés et de détecter de faibles

quantités, ¢’est donc une technique de choix pour la biologie.

3) L’électro-osmose

Lorsque I’on applique un champ électrique a une solution, les espéces chargées vont migrer vers
I’¢électrode de signe opposée a leur charge. Les espéces neutres ne sont pas affectées. Dans le cas de
I’¢électrophorése, on observe une migration de toutes les espéces dans le méme sens en raison du flux

électro-osmotique, la mobilité globale des especes, notée Ly, €st donnée par la relation suivante :

Wapp = Wep + WUeo
avee |

- Hep: la mobilité propre de ’espéce due au flux électrophorétique et dépendant de la charge ainsi
que de la taille de I’espéce considérée.

- Meo: le flux électroosmotique (mobilité du tampon).

Le flux électrophorétique i, correspond a la vitesse a laquelle se déplace une espece chargée lorsqu’elle

se trouve dans un champ électrique (E). Il est donné par la relation suivante :

q
6*Tr*N*r

Hep=

avec n la viscosité de la solution, q et r respectivement la charge et le rayon de 1’ion.
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Le flux électroosmotique L, correspond au déplacement d’une couche ionique liquide par rapport a une
couche d’ions fixes (la paroi du capillaire) sous 1’effet du champ électrique. Les groupements silanol
présents sur la surface interne du capillaire sont plus ou moins hydrolysés selon le pH de 1’électrolyte et
ils vont attirer des contre-ions présents dans la solution tampon. Cette double couche ionique engendre
une différence de potentiel entre la paroi et I’intérieur du capillaire appelée potentiel zéta ({). Lorsqu’un
champ électrique est appliqué, les cations les moins retenus de cette double couche ionique vont migrer
vers la cathode et emporter les molécules du tampon.

e*(

4%T¥n)

e

avec ¢ la constante diélectrique, C le potentiel z&ta et 1 la viscosité de la solution.

Le flux électroosmotique [, est généralement supérieur aux flux électrophorétiques Li.,, ce qui permet

de détecter toutes les espéces présentes dans le mélange.

Lorsqu’une tension positive est appliquée, les constituants de 1’échantillon vont migrer vers la cathode

selon I’ordre suivant : cations, molécules neutres, anions.

4) Electrophorése capillaire par association ionique

Le mode « association ionique » consiste & modifier la paroi interne du capillaire en ajoutant des contre-
ions cationiques dans le tampon de travail. Dans le cadre de ces travaux de thése, la dégradation du HA
et de la CS conduit a des oligoméres dont le rapport masse/charge est identique. Aussi leur détection
n’est pas possible par ECZ. L’ajout de tétrabutylammonium phosphate (présent dans le PicA Reagant” et
qui joue le role de contre-ion) dans le tampon employé permet, d’une part de réduire le flux
¢électroosmotique par interaction ionique avec les groupements silanol et d’autre part de former des
complexes avec les oligosaccharides et les ions borates du tampon. Ceci facilite la séparation et donc la

détection des résidus de la dégradation enzymatique.

5) Protocoles utilisés pour le dosage des polysaccharides

a) CasduHA

Avant chaque dosage, une courbe d’étalonnage est réalisée en utilisant le HACG6 utilisé pour recouvrir les
particules. Une quantité connue de HAC6 est ainsi solubilisée dans un tampon acétate 20 mM pH 6

(typiquement 1 mg/mL). Puis, cette solution mére est ensuite diluée pour obtenir une gamme

232



d’étalonnage de 0 a 250 pg/mL. A 200 pL de chaque solution, on ajoute 30 uL d’enzyme reconstituée a

1000 unités par mL dans le tampon acétate et la dégradation a lieu pendant 72 heures a 37 °C.

b) CasdelaCS

Une droite d’étalonnage de 0 a 100 pg/mL est réalisée a partir d’une solution mére de CS dans une
solution tampon de Tris HC1 50 mM pH 8 (Euromedex, France). 200 pL de chaque solution a différentes
concentrations en CS sont ajoutés a 30 pL. de chondroitinase ABC. Les solutions sont agitées pendant 72

heures a 37 °C pour permettre la digestion de la chondroitine sulfate.

¢) HA en surface : protocole 1

10 mg de nanoparticules sont mises en suspension dans 1 mL de NaOH 0,1 M pendant 2 heures afin
d’hydrolyser la liaison ester du HAC6 et libérer alors du HANa et des chaines hexyle. Puis 1 mL d’acide
acétique 0,1 M est ajouté et enfin 3 mL d’eau MilliQ de maniére a obtenir une solution de tampon
acétate a 20 mM et pH 6. 200 pL de cette suspension résultante sont mis en contact avec 30 puL de
hyaluronidase issue de Streptomyces Hyalurolyticus (Sigma Aldrich, France) reconstituée a 1000 unités
par mL dans le tampon acétate. La suspension est agitée pendant 72 heures a 37 °C pour permettre la
digestion du HA puis filtrée sur des tubes a filtre Ultrafree®-MC de 10 000 NMLW (Nominal Molecular
Weight Limit) (Millipore Corporation, USA) afin d’éliminer ’enzyme et de ne conserver que les

hydrolysats du HA.

Ce protocole ne permet pas de dégrader la matrice de la particule et ne permet donc que de doser le HA

qui était présent sous forme HAC6 en surface des particules.

d) Quantité totale de HA ou de CS : protocole 2

Afin de recueillir la totalité des molécules d’intérét encapsulées, nous avons tout d’abord déstructuré les
particules par dissolution de la matrice hydrophobe dans du tétrahydrofurane (THF). 10 mg de particules
sont ainsi dissoutes dans 1 mL de THF pendant 1 heure. Une solution de NaOH 0,1 M est ajoutée et le
mélange est mis en agitation pendant 2 heures. Enfin 1 mL de solution d’acide acétique 0,1 M et 3 mL
d’eau MilliQ sont ajoutés a la solution. Le THF est finalement évaporé a 1’aide d’un évaporateur rotatif
sous pression réduite et la matrice de PLGA va précipiter. Les molécules d’intérét encapsulées (HA ou

CS) ainsi que le HA obtenu par saponification du HAC6 de surface sont libérées dans la phase aqueuse,
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ce qui permet leur dosage. 200 pL de la solution résultante sont ensuite prélevés et mis en contact avec
30 uL de hyaluronidase ou de chondroitinase ABC issue de Proteus vulgaris (Sigma Aldrich, France)

pendant 72 heures a 37 °C puis la solution est filtrée sur des filtres Ultrafree™-MC 10 000 NMLW.

e) Dosage par ECZ

Une fois I’hydrolyse des différents échantillons terminée, environ 200 pL de chaque solution sont
centrifugés a 10 000 rpm sur des filtres Ultrafree®-MC NML 10 000 pendant 1 heure a 4 °C. 170 uL du
filtrat sont prélevés et on y ajoute 5 uL de MixB (Beckman Coulter, France) qui sert de référence
interne. Le MixB est composé d’acide 4-hydroxybenzoique (0,72 mM) et d’acide 4-
hydroxyphénylacétique (0,66 mM).

Chaque solution est ensuite analysée par ECZ-AI (par Association lonique) grace a un appareil de type
P/ACE™ MDQ (Beckman Coulter, France), équipé d’un capillaire de type eCAP Neutral Capillary
(Beckman Coulter, France) de 57 cm (détection a 50 cm). Le tampon de migration est composé de 4,625
mL de tampon borate/acide borique [tampon B/AB : tétraborate de sodium 10 mM (BORAX, Sigma
Aldrich, France)/acide borique 50 mM (Merck, Allemagne)] additionné de 375 pL d’une solution de
PIC® Reagent A (Waters Corporation, USA) préalablement diluée au 3/8°™ dans le tampon B/AB. La
migration des espéces a lieu durant 30 minutes a 30 kV. La détection des espéces se fait a 1’aide d’une

barrette de diode et a une longueur d’onde fixée a 232 nm.

La présence de MixB dans chaque échantillon permet de normaliser et de comparer les résultats obtenus.
Le temps de rétention sur les électrophérogrammes est propre a la molécule séparée alors que I’aire sous

la courbe est proportionnelle a la quantité de molécule présente.

Pour doser facilement le HA ou la CS présents dans les particules, nous avons effectué des analyses de

solutions étalons. Ceci nous a permis d’obtenir une droite de type y = ax.
Avec :

-y représentant le rapport entre la somme des aires sous la courbe des oligoméres constitutifs du
HA (ou de la CS) et les aires sous la courbe du MixB.

- areprésentant le coefficient directeur de la droite d’étalonnage.
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- x représentant la concentration en HA ou CS dans I’échantillon (concentration totale dans le cas

du HANa encapsulé).

On peut de cette facon et en utilisant les deux protocoles décrits précédemment déterminer la quantité de

HACG6 présente en surface des particules, ainsi que la quantité de HA ou de CS encapsulés.

Une fois I’intégration des aires sous la courbe obtenue (y), on peut retrouver la quantité (x) de HA ou de

CS présente dans I’échantillon.

Cette quantité (x) présente dans les 170 puL de solution digérée et filtrée correspond a une quantité (x’)

de HA ou de CS dans le mélange surnageant (200 puL) + enzyme (30 uL) :

o230
170

x’ correspond a la quantité de HA ou de CS présente dans 200 pL de surnageant, soit cinq fois plus dans

1 mL de surnageant.

La quantité totale (x’’) de HA ou de CS dans les particules est donc calculée par rapport a la

concentration de départ en particules dans la suspension :

29 X’ 5
[particules]

On obtient ainsi la quantité de HA ou de CS présente en microgramme par milligramme de particule.

IV. Partie évaluation biologique des nanoparticules

Cette partie regroupe les protocoles relatifs aux expérimentations décrites au chapitre IV de ce

manuscrit.

A. Etude in vitro du potentiel inflammatoire des particules
Afin de s’assurer de la non toxicité des différents constituants des particules, nous avons au préalable
exposé des chondrocytes et des synoviocytes a chaque produit intervenant dans la formulation des

particules a la concentration maximale utilisée lors de la formulation a savoir :

- 40 mg/ml de HAC6 (HABioC6-17%)
- 10 mg de BSA
- 2mgde DEX-FITC
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Le PLGA n’a pas pu étre testé car il n’est pas dispersable en 1’état dans I’eau, il précipite lorsqu’on

évapore le solvant organique aprés formation de I’émulsion.

Seuls les lots issus du HANa fournit par Bioibérica ont été utilisés lors de 1’étude biologique.

1) Resuspension des particules

Les particules lyophilisées sont resuspendues dans une solution saline (NaCl 0,15M) a une concentration
de 1 mg/mL. Cette suspension est agitée au vortex pendant 1 minute puis soniquée pendant 20 minutes
dans un bain a ultrasons. La suspension est ensuite stérilisée par ulra-violets au GelDoc™ (Bio-Rad,
USA) pendant 10 minutes. La concentration finale en particules est obtenue par dilution de la suspension
dans du milieu de culture DMEM (Gibco®, USA) contenant 10 % de sérum de veau feetal (SVF, Thermo
Scientific HyClone, USA) ainsi que 1 % de pénicilline et de streptomycine (Gibco®, USA) ; on parle

alors de « milieu complet ».

2) Culture cellulaire de chondrocytes

Les chondrocytes sont préparés a partir de cartilage articulaire de rats sains. Le cartilage est prélevé au
niveau de I’épiphyse des tétes fémorales. Il est lavé trois fois avec une solution de NaCl 0,9 % (B.Braun,
Boulogne, France) supplémenté en pénicilline et en streptomycine (10 mg/ml) (Gibco®, USA). Il est
ensuite soumis a une digestion par une solution de pronase (2 mg/ml) (Sigma Aldrich, USA) dans du
NaCl 0,9 % durant deux heures a 37 °C sous 5 % de CO,. Aprés trois ringages par du NaCl 0,9 %, le
cartilage est soumis a une deuxiéme digestion par une solution de collagénase B (1,5 mg/ml) (Roche,
Suisse) pendant une nuit a 37 °C sous 5 % de CO,. La collagénase B permet la libération des
chondrocytes par destructuration de la matrice extra cellulaire. Elle est reconstituée dans du milieu de
culture DMEM/F12 (Gibco®, USA) supplémenté & 1 % en pénicilline et en streptomycine (Gibco®,
USA). Les solutions sont filtrées sur filtre de 0,22 pm de diamétre (Pall, USA) afin de les stériliser. Cette
suspension est ensuite prélevée et centrifugée a 250 g pendant 8 minutes. Le culot est récupéré et mis en
culture dans des flasques de 75 cm” contenant du milieu complet (DMEM/F12 supplémenté par 2 mM de
L-glutamine (Gibco®, USA), 100 U/mL de pénicilline et 100 pg/mL streptomycine) contenant 10 % de

SVF (sérum de veau feetal) décomplémenté.
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3) Culture cellulaire des synoviocytes

Les synoviocytes sont récupérés a partir de membranes synoviales de genoux de rats sains. Les
membranes synoviales sont incubées dans une solution de collagénase/dispase (0,1 U/mL et 0,8 U/mL,
Roche) pendant toute une nuit. Les suspensions sont ensuite prélevées et centrifugées a 250 g pendant 8
minutes. Le culot cellulaire est récupéré et mis en culture dans des flasques de 75 cm? avec du milieu
complet a 10 % de SVF. Les cultures sont maintenues dans un incubateur a 37 °C en atmosphére humide

contenant 5 % de CO,.

4) Entretien des cellules

Les cellules se multiplient et sont transférées dans de nouveaux flacons une fois a confluence. Lors de
nos tests, nous avons utilisé des chondrocytes en 1 passage et des synoviocytes en 3™ passage pour
limiter la dédifférenciation de ces cellules. Pour chaque passage, les cellules a confluence sont lavées
avec du PBS (Invitrogen) et récupérées suite a 1’action de 2,5 mL de trypsine (Invitrogen, USA) pendant
cinq minutes a 37 °C et une neutralisation par du « milieu complet ». La suspension de cellules est
centrifugée, puis le culot cellulaire est repris dans du « milieu complet ». Un comptage sur cellule de

Malassez est réalisé afin de déterminer le nombre de cellules en vue de leur utilisation.

5) Evaluation de la cytotoxicité des particules vis a vis des cellules

Ces tests s’effectuent sur des cellules cultivées en monocouche dans des plaques 96 puits a raison de
3 000 cellules par puits pour les synoviocytes et 4 000 cellules par puits pour les chondrocytes (100 pL
de suspension de cellules par puits). Aprés 24 heures d’incubation, le milieu de culture de chaque puits
est aspiré et 100 uL d’une suspension de particules a la concentration désirée est ajoutée. L’exposition a
lieu pendant 24, 48 et 72 heures et les différents tests de toxicité sont effectués. Une observation des

puits au microscope est opérée afin de visualiser une éventuelle internalisation des particules.

Les résultats sont présentés sous forme d’histogrammes et chaque échantillon est normalisé par rapport
aux cellules témoins qui correspondent a la valeur maximale que 1’on peut obtenir. Le milieu de culture
de ces témoins est changé aprés 24 heures et remplacé par du milieu de culture complet contenant 10 %

de NaCl 0,15 M.

Parallélement, un comptage du nombre de cellules contenues dans deux puits pour chaque condition est

effectué afin de normaliser les résultats obtenus.
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a) Test MTT

Le test MTT est une méthode colorimétrique qui sert a doser 1’activité mitochondriale et par conséquent
la viabilité cellulaire. Il consiste en la réduction du sel de tétrazolium MTT (bromure de 3-[4, 5-
diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tétrazolium) par la succinate déshydrogénase mitochondriale qui

conduit a la formation de cristaux de formazan de couleur violette (Figure V-7).

Q reduced form ( ]
: N—N

N N electron mediator Q_( H

< >—<N ) N N=N_

{xcm fcm

Ch, MTT formazan

MTT

Figure V-7 : Schéma de la réaction de réduction du sel de tétrazolium MTT en formazan d’apres :

http://www.itsbio.co.kr/main/goods_view.php?category2=58&no=122.
* Protocole de dosage

Aprés avoir €liminé le surnageant de culture, un mélange contenant 100 uL de milieu complet et 25 pL
de MTT (5 mg/mL dans du PBS) (Sigma Aldrich, USA) est mis en contact avec les chondrocytes
pendant 4 heures a 37 °C sous 5 % de CO,. Le surnageant est ensuite éliminé et les cellules sont lysées
par un tampon SDS-DMF (80 g sodium dodécylsulfate, 200 mL diméthylformamide, 200 mL H,O, pH
4.7) durant 24 heures a 37 °C pour solubiliser les cristaux de formazan. La densité optique (DO) de

chaque puits est déterminée sur un spectrophotométre Thermo Labsystems Multiskan EX a 580 nm.

b) Test LDH
La mesure de I’activité de la lactate déshydrogénase (LDH) présente dans le surnageant de culture est

réalisée a I’aide d’un kit (« Cytotoxicity Detection Kit », Roche).
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La méthode est basée sur la réduction du NAD en NADH,H", suite a la transformation par la LDH du
lactate en pyruvate. La diaphorase transfére alors le H” du NADH sur le sel de tétrazolium (chlorure de
2-[4-i0dophényl]-5-phényltétrazolium) qui sera réduit en sel de formazan (Figure V-8). L’augmentation
de I’activité LDH est directement corrélée avec la production de formazan. Ainsi, la coloration rouge qui

se forme est proportionnelle au nombre de cellules dont la membrane cytoplasmique est altérée.
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Figure V-8 : Schéma de la réaction de réduction du NAD en NADH,H" aprés transformation par la LDH du lactate

en pyruvate.

Le surnageant de culture (90 pL) est mélangé avec 90 uL d’une solution contenant du NAD", du sel de
tétrazolium et du lactate de sodium. L’ensemble est incubé 10 minutes a I’obscurité. La réaction est
ensuite arrétée par 45 uL d’HCI (0,1 N) et I’absorbance est lue a 490 nm spectrophotométre Thermo
Labsystems Multiskan EX.

Les témoins 0 % et 100 % sont obtenus respectivement par réaction du kit avec du milieu de culture seul
et par lyse de toutes les cellules d’un puits pour chaque condition par une solution de Triton X-100

(Sigma Aldrich, USA) a 1 % (v/v) dans du milieu de culture puis dosage du surnageant.

¢) Microscopie optique
Les lots de particules encapsulant les molécules fluorescentes (DEX-FITC et BSA-Cy3), ont également

été observés en microscopie pour les localiser par rapport aux cellules:

- Les particules sont visualisées a I’aide des filtres adéquats en fonction de la molécule

fluorescente encapsulée.
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- Le noyau des particules peut étre observé aprés un marquage au DAPI (4',6'-diamidino-2-

phénylindole).

*  Protocole de culture sur lamelles
Chaque lamelle de verre est placée dans un puits d’une plaque 24 puits et désinfectée par ajout de 1 mL
d’éthanol 70 % pendant 24 heures. Puis des cellules (synoviocytes ou chondrocytes) sont ensemencées a
raison de 20 000 cellules par lamelle pendant 24 heures afin de leur assurer une bonne adhésion. Le
surnageant est finalement aspiré et remplacé par 1 mL d’une suspension de particules dans du milieu de

culture.

*  Protocole de coloration des noyaux
Le DAPI posséde la caractéristique de se lier a I’ADN, c’est un agent intercalant. Aprés absorption de la
lumiére UV, il émet une fluorescence bleue et on peut de cette manicre localiser précisément les noyaux

des cellules.

Les lamelles sont lavées au PBS pour éliminer les débris (cellules non adhérées et particules libres). A
I’abri de la lumiére, 2 pL. de DAPI (5 mg/mL) sont dilués dans 10 mL de MeOH froid puis 400 pL de
cette solution sont ajoutés dans chaque puits, les plaques sont placées dans un incubateur a 37 °C
pendant 10 minutes. L’excés de DAPI est finalement éliminé par une solution de MeOH. Les lamelles
sont ensuite égouttées puis montées sur des lames de verre (Superfrost”, MENZEL-GLASER) avec une
goutte de Vectashield® Mounting Media (Vector Laboratories, USA) et séchées pendant une nuit a ’abri

de la lumiére.

6) Biologie moléculaire

a) Extraction des ARN totaux de cellules cultivées en monocouches

Aprés décongélation des cellules, I’extraction des ARN totaux se fait grace au kit RNeasy (QIAGEN,
Courtaboeuf, France). Les cellules sont resuspendues dans 350 uL de tampon RLT, additionné de S-
mercapto-éthanol (10 uL/mL) (Sigma). Cette étape a pour but de lyser les membranes cellulaires et de
libérer ainsi leur contenu en acides nucléiques. De 1’éthanol a 70 % (v/v) est ajouté avant de passer ce
mélange sur la colonne d’extraction d’ARN, 3 lavages sont ensuite réalisés par les tampons RW1 (1 fois)

et RPE (2 fois) fournis dans le kit. L’élution est réalisée avec 25 pulL d’eau exempte de nucléases.
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Afin d’éliminer d’éventuelles contaminations par de I’ADN génomique lors de 1’extraction des ARN
totaux, chaque échantillon est traité a la DNase I (1 U/uL, Invitrogen). Suivant la concentration en ARN
obtenue par dosage spectrophotométrique, des échantillons contenant 1 pug d’ARN sont préparés (qsq
avec de I’eau), sachant que le volume total final est de 11 pL au maximum. La DNase (1 pL) mélangée a
un tampon (v/v) est alors ajoutée (15 minutes a température ambiante). Cette réaction est arrétée par
addition d’EDTA qui va chélater les ions divalents et ainsi inhiber I’action de la DNase. 11 faut
cependant inactiver cette enzyme avant de réaliser la transcription inverse par une incubation des

échantillons de 10 minutes a 65 °C.

b) Vérification de I’intégrité des ARN totaux extraits

Ce dosage permettra d’effectuer 1’étape de transcription inverse a partir de la méme quantité d’ARN
totaux dans tous les échantillons. La quantité d’ARN est mesurée par spectrophotométrie a 260 nm. La
concentration en ARN est donnée par la formule suivante : [ARN]=A260 x 1/D x 40 pg/ml, ou D =

facteur de dilution de 1’échantillon.

Parallélement, le rapport A260/A280 (absorbance a 260 et 280 nm) est mesuré. Il doit étre compris entre
1,8 et 2 pour que ’on puisse estimer que nos extraits d’ARN ne sont pas contaminés par des extraits

protéiques.

¢) Transcription inverse avec la reverse transcriptase M-MLV

Cette réaction permet d’obtenir un ADN simple brin complémentaire (ADNc) a 1’aide d’une amorce
poly-dT et d’une enzyme, la transcriptase inverse MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus,
Invitrogen). Cette enzyme posséde une activité ADN polymérase ARN dépendante ainsi qu’une activité
exoribonucléasique hybride dépendante permettant la dégradation des ARN contenus dans les hybrides

ADN / ARN.

L’ADNCc est obtenu a partir d’une quantité d’ARN comprise entre 500 ng et 1 pg (la quantité d’ARN est
différente selon les manipulations, elle dépend de I’extraction d’ARN réalisée auparavant), en utilisant
des amorces se fixant sur la partie poly-adénylée des ARN messagers (ARNm). Suite au dosage des
ARN, il faut réaliser différentes dilutions afin que nos échantillons aient tous la méme concentration. Le
mélange réactionnel contient 11 pL de solution d’ARN et 9 pulL de tampon réactionnel. Ce tampon est

composé de 4 pL de tampon de RT, de 2 pL de DTT, de 1 uL de ANTP, 1 puL d’oligodT et de 1 uL de
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transcriptase inverse. La réction de transcription inverse se déroule pendant 1 heure a 37 °C. Les ARN

restants sont dénaturés par la chaleur (5 minutes a 95°C).

d) PCR quantitative en temps réel

1. Principe

L’étude de I’expression des génes est réalisée en biologie moléculaire a 1’aide d’une technique, imaginée
par K. Mullis en 1985, appelée PCR (Polymerase Chain Reaction) pour amplification en chaine de
I’ADN par une polymérase. Cette technique permet d’obtenir a partir d’un échantillon, d’importantes
quantités d’un fragment d’ADN spécifique et de longueur définie. Pour cela il est nécessaire, a partir de
I’échantillon, d’extraire les ARN totaux des cellules et de les rétrotranscrire (RT) en ADN

complémentaire (ADNc).

Cet ADN complémentaire va servir de matrice a la technique de PCR pour connaitre 1’expression des
génes a étudier a I’aide d’amorces spécifiques. Pour chaque géne étudié, il est possible de déterminer
quantitativement (PCR quantitative en temps réel) ou semi-quantitativement (PCR classique ou semi-

quantitative) le taux d’expression de ce géne dans la cellule.

La réaction de PCR se déroule en trois étapes : dénaturation, hybridation et élongation (Figure V-9). Elle
nécessite, en plus de I’ADNc, la présence d’amorces spécifiques du géne a étudier, d’oligonucléotides
qui vont servir a la synthése des brins complémentaires, d’une Taq polymérase thermostable qui va

synthétiser les brins complémentaires et d’un tampon contenant du MgCl, pour stabiliser la réaction.

Dans un premier temps, les brins d’ADNc (ADN complémentaire) sont dénaturés a 95 °C, ce qui
entraine une séparation des deux brins d’ADN, puis les amorces oligonucléotidiques spécifiques vont se

fixer sur les brins d’ADN : ¢’est 1’étape d’hybridation.

Enfin, 1’élongation des amorces a lieu a 72 °C, la Taq-polymérase synthétisant le brin complémentaire
apres la séquence d’hybridation, c6té 3°. Ces cycles sont répétés en général une quarantaine de fois ; la
quantité d’ADN correspondant au géne, doublant a chaque cycle, augmente de fagon exponentielle et

devient majoritaire dans le mélange réactionnel.
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Figure V-9 : Principe de la technique de PCR. Les brins d’ADN complémentaires sont dénaturés a 95 °C puis les
amorces spécifiques se fixent sur les brins et enfin la polymérase synthétise les brins complémentaires a 1’aide des
oligonucléotides présents dans le milieu réactionnel

(http://www.inrp.fr/Acces/biotic/biomol/techgen/html/schempcr.htm).

2. Intérét de la technique de PCR quantitative

Comparativement aux autres techniques de biologie moléculaire classiquement utilisées pour étudier
I’expression des génes (PCR classique, Northern-Blot), la PCR quantitative apporte une plus grande
fiabilité. Cette technique est rapide, sensible, précise et trés reproductible. En outre, quelques

nanogrammes d’ ADNc suffisent pour I’analyse.
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3. Principe de la technique de PCR quantitative

Au début de la réaction, le mélange réactionnel contient de I'ADN dénaturé, les amorces et le
fluorophore non lié. Aprés hybridation des amorces, le fluorophore se lie au double brin. La liaison a
I'ADN se traduit par une augmentation de la fluorescence. Pendant I'étape d'élongation, le nombre de
molécules de fluorophore lié a 'ADN synthétisé augmente ce qui se traduit par une augmentation de la

fluorescence.

a) Exploitation des données

Une gamme est réalisée, en paralléle des échantillons, afin de pouvoir quantifier ’expression des
différents génes. Pour cela, de I’ADNc correspondant au géne a étudier est récupéré, purifi¢ et dosé, puis
une dilution est réalisée pour faire une gamme de 10 a 107 pg/mL (Figure V-10). Cette gamme est

analysée en méme temps que les échantillons et permet de quantifier le géne étudié.

106 105 10* copies

Fluorescence

Nombre de cycles

Figure V-10 : Quantification de I’expression d’un géne en fonction d’une gamme d’ADNCc.

1. Protocole expérimental
Chaque extrait d’ADNc obtenu aprés la transcription inverse est dilué au quart dans de 1’eau ultra pure

(exempte de DNase).

244



Le mélange réactionnel contient 4,5 pL. d’extrait d’ADNc, 5 pL. de Master Mix et 0,5 uL d’amorces. Les

amorces sont choisies spécifiquement suivant le géne que I’on veut amplifier (Tableau V-1).

Génes Amorce Forward Amorce Reverse T en °C
RPLPO 61
Col II GCCTCGCGGTGAGCCA | CTCCATCTCTGCCACG 60
TGATC GGGT
Agrécane ACACCCCTACCCTTGC | AAAGTGTCCAAGGCAT 59
TTCT CCAC
. GCAGCGACCAGCAGAT
Versican TGACCGCCCCGATGTC 60
ACACT
HAS-2 TCGGAACCACACTGTT | TGGATAAACTGGTAGC 60
TGGA CAACAATATAA

Tableau V-1 : Caractéristiques des amorces des génes étudiés en PCR en temps réel.

2. Courbe de fusion
Chaque produit d’ADN double brin synthétisé posséde une température de fusion (Tm) spécifique,
définie comme étant la température a partir de laquelle 50 % de I’ADN est sous forme double brin et 50
% sous forme simple brin. La vérification de cette Tm nous permet de vérifier la spécificité de

I’amplification lors de la PCR (un pic correspond a un géne amplifié).

b) Analyse des résultats

Afin de pouvoir comparer les échantillons entre eux, nous commengons systématiquement par effectuer
une PCRq d’une séquence d’un géne de ménage (codant, dans notre cas, pour la protéine ribosomale
RPLPO0) dont le taux d’expression ne varie pas selon les stimuli ou traitements infligés aux cellules (in
vivo ou in vitro). Cette étude permettra d’affecter un facteur de correction aux résultats obtenus pour

I’analyse de I’expression des génes d’intéréts.

Enfin pour évaluer les concentrations du fragment d’ADN considéré, dans chaque échantillon a tester,
nous réalisons une gamme d’étalonnage a partir de la séquence d’ADN cible préalablement amplifiée par

PCRq, purifiée et diluée a différentes concentrations (10~ & 107 ng/pl).
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¢) Traitement statistique des résultats

L’interprétation statistique des résultats est faite avec le logiciel GraphPad® :

- Par ANOVA et test a posteriori pour échantillons non appariés, au risque o = 0,05, pour les
manipulations avec les contraintes d’agitation.
- Par test t pour échantillons non appariés au risque o = 0,05, pour les manipulations avec

comparaison des biomatériaux.

Les résultats sont exprimés en moyenne +/- 1’écart type pour chaque valeur étudiée avec n = 3 pour

chaque série.

B. Etude in vivo du devenir des particules
1) Préparation des animaux

Lors de notre étude, nous avons travaillé avec des rats Wistar males (Wistar Han, Charles River, Saint-
Germain sur 1’Arbresle, France) dont le poids varie entre 150 et 175 grammes. Les animaux sont
conservés en cages contenant 5 individus chacune, dans une animalerie pendant 1 semaine avant le début
des expériences pour leur permettre de s’acclimater. La température y est régulée (23 °C = 1 °C) ainsi
que I’alternance des cycles jour/nuit (cycles diurnes de 6 heures a 18 heures et nocturnes de 18 heures a
6 heures). Les animaux ont a tout moment accés a de la nourriture ainsi qu’a de I’eau. Avant chaque
injection, les rats sont anesthésiés par inhalation d’isofluorane (AErrane™™- Baxter S.A., Branquart,

Belgique).

2) Injection d’une suspension de particules

Des injections intra-articulaires de 50 uL de suspension de particules a différentes concentrations (0,5 ; 1
et 2 mg/mL) dans une solution de NaCl 0,15 M ont été réalisées. Pour chaque individu, une premiére
injection est réalisée dans chaque genou, en dessous de la rotule puis, aprés une semaine, une deuxiéme
injection est effectuée dans le genou gauche selon les mémes conditions. Le groupe de rats témoins
servant de controle négatif a recu une et deux injections de 50 uL de NaCl 0,15 M dans le genou droit et

gauche, respectivement. Les animaux sont sacrifiés une semaine aprés la deuxiéme injection.
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3) Sacrifice et dissection

Les animaux sont anesthésiés par injection intra-péritonéale d’un mélange d’hydrochlorure de kétamine
(37,6 mg/kg) (Imalgene 500, Merial, Saint-Priest, France) et d’acépromazine (1,25 mg/kg) (Vetranquil,
Ceva Santé Animale, Libourne, France) préalablement a leur sacrifice par dislocation cervicale.

On récupére sur chaque animal les rotules ainsi qu’un échantillon de chaque membrane synoviale.

4) Histologie et microscopie

Chaque tissu est fixé immédiatement apreés prélévement dans une solution de paraformaldéhyde 4 %
(v/v) (Sigma, Saint-Quentin Fallavier) dans du PBS (pH = 7,4) pendant 24 heures, décalcifié (Rapide
Décalcifiant Osseux, Eurobio) pendant 6 heures a température ambiante et enfin fixé dans du
paraformaldéhyde 4 % avant d’étre incorporé dans de la paraffine. Les tissus sont ensuite coupés a I’aide

d’un microtome (LEICA RM 2135) pour obtenir des échantillons de 5 um d’épaisseur.

e Les différentes colorations utilisées

Nous avons choisi trois colorations pour évaluer qualitativement 1’état de I’articulation aprés les
différentes injections de particule : HES (hématoxyline/éosine/safran), Bleu de Toluidine et rouge Sirius.
Les échantillons sont déparaffinés dans le Tissue Clear (MEDITE), réhydratés dans des bains d’alcool

puis colorés.

a) Hématoxyline-Eosine-Safran (HES)

L HES est une coloration trichromatique standard permettant de visualiser les différents constituants des
tissus. L’Hématoxyline chargée négativement forme un complexe positif avec un sel métallique qui va se
lier 4 la chromatine nucléaire’, on peut donc visualiser les noyaux des cellules (bleu foncé) et les
glycosaminoglycanes (violet foncé). L’Eosine sert de contre coloration a I’hématoxyline et permet de
colorer les fibres tissulaires, nerveuses et les cytoplasmes en différentes teintes du rose au rouge. Enfin le
Safran confére une coloration jaune aux collagénes et a certaines protéines. Les lames sont plongées
dans des bains d’Hématoxyline 0,5 %, d’Eosine 1 % et de Safran 1 % pendant 5 minutes a chaque fois.
Aprés déshydratation, elles sont montées avec une résine synthétique (VOGEL, Bayer diagnostic,

France).
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b) Rouge Sirius

La coloration au rouge Sirius permet de visualiser 1’organisation du réseau collagénique par réaction
entre les groupements sulfonique du colorant et les fonctions basiques des collagénes’. Les lames sont
plongées dans une solution saturée en acide picrique & 0,1 %’ puis rincées dans un bain d’acide
chlorhydrique 0.01 N pendant 2 minutes, dans une solution d’alcool a 95 ° et enfin dans de 1’alcool
absolu pendant 2 minutes. Elles sont ensuite déshydratées et montées avec la résine synthétique VOGEL

(Bayer diagnostic, France).

La visualisation des tissus s’effectue en deux temps, premiérement en lumiére classique puis en lumiére

polarisée a 45 ° grace a deux filtres spécifiques afin d’observer 1’architecture du réseau collagénique.

¢) Bleu de toluidine

Le bleu de toluidine ou chlorhydrate de trimétylthionine est un colorant basique progressif®. Il est
métachromatique et colore les glycosaminoglycanes en bleu. Les lames sont plongées dans une solution
de bleu de toluidine a 1 % pendant 5 minutes puis rincées a 1’acétone et 1’éthanol absolu pour étre
déshydratées. Le montage des lames est réalisé avec la résine synthétique VOGEL (Bayer diagnostic,

France).
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Conclusion générale

Les travaux présentés dans ce manuscrit concernaient 1’élaboration de nanoparticules polymére dont
I’objectif est de favoriser la biodisponibilité, au niveau de 1’articulation, des principes actifs qu’elles
renferment. Cette biodisponibilité est augmentée grace au recouvrement des particules par des dérivés de
HA amphiphiles, ce qui permet une reconnaissance spécifique par les récepteurs CD44 et donc facilite

I’internalisation des particules dans les chondrocytes.

Nous avons pu démontrer que malgré la difficulté de travailler avec I’acide hyaluronique, il est possible
de le modifier pour lui conférer des propriétés tensio-actives, certes faibles, mais suffisantes pour
I’utiliser comme stabilisant lors de la formulation de nanoparticules par double émulsion/évaporation de

solvant.

La formulation par double émulsion/évaporation de solvant conduit & I’obtention de particules dont le
diamétre est inférieur a 2 micrométres (dans le cas de particules « vides »). Les particules obtenues ont
pu étre purifiées et lyophilisées ; ces conditions de stockage facilitent leur utilisation lors de tests

biologiques, elles sont de plus facilement redispersables.

Nous avons déterminé expérimentalement la quantité de HAC6 adsorbée a la surface des particules a
environ 13,5 pg par mg de particule. Cette valeur peut sembler faible, mais la rigidité du polysaccharide
explique ce probléme. De plus, les évaluations biologiques ont pu démontrer que cette quantité de HA

modifié en surface est suffisante pour induire une reconnaissance par les récepteurs CD44 des cellules.
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Au niveau biologique, les évaluations in vitro ont démontré que les particules n’induisent pas de toxicité
jusqu’a une concentration en particules de 100 pg/mL. On observe au niveau des chondrocytes une

baisse de leur activité mitochondriale qui semble étre la conséquence de 1’internalisation des particules.

Des traceurs fluorescents (DEX-FITC et BSA-Cy3) ont été encapsulés afin de prouver cette
internalisation par microscopie. La visualisation de la quantité de particules internalisée a de plus permis
de démontrer I’intérét du recouvrement en HAC6 par comparaison avec un recouvrement en PVA ;
I’intensité de fluorescence due aux traceurs est plus importante et mieux repartie au niveau des cellules

dans le cas du recouvrement en HAC6.

S’il est possible d’encapsuler des molécules hydrophiles, le HA et la CS ont posé des problémes car la

taille des particules obtenues n’est pas compatible avec une application au niveau biologique.

Enfin, une premiére évaluation du devenir des particules in vivo a permis de montrer qu’elles n’induisent
9
pas d’inflammation dans des genoux de rats sains, toutefois nous n’avons pas pu observer

d’internalisation dans des chondrocytes sains.

Ce projet de recherche se poursuit au laboratoire, avec 1’étude du devenir in vivo des particules contenant
de la BSA-Cy3 dans des articulations de rats saines ou pathologiques. L’objectif est de pouvoir cibler
préférentiellement des zones de cartilage 1ésé pour ne vectoriser des principes actifs qu’au niveau des

chondrocytes dont I’environnement est dégradé.

Si I’encapsulation de HA et de CS doit étre améliorée, d’autres molécules sont a 1’étude telles que des
oligonucléotides. Ceux ci devraient, s’ils sont libérés de maniére intracellulaire, favoriser la réponse
chondrocytaire et donc stimuler la production de matrice extracellulaire ou inhiber la synthése de

cytokines pro-inflammatoires.
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L’originalité de ces travaux est de concevoir des vecteurs modulables et pouvant encapsuler une ou
plusieurs molécules d’intérét (molécules hydrophiles et/ou hydrophobes). Si notre étude s’est limitée a
I’évaluation du devenir et de la compatibilité de particules recouvertes de HAC6 au niveau de
I’articulation, il est tout a fait envisageable d’utiliser ces particules dans d’autres domaines d’application.
Nous avons montré dans le second chapitre de ce manuscrit que le récepteur CD44 est présent a la
surface de nombreux types cellulaires, particuli¢rement au niveau de cellules cancéreuses.
L’encapsulation de molécules anticancéreuses telle que la doxorubicine peut ainsi étre envisagée ; les
particules vont préserver le principe actif et le recouvrement en HAC6 va favoriser 1’internalisation par

les cellules.

Nos travaux ont contribué a 1’élaboration d’une “boite a outils thérapeutiques”, dont le contenu peut étre
modifié et enrichi au gré de I’avancée des recherches, afin de proposer une réponse adaptée aux

différentes pathologies a traiter.
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Figure I-13: Structure moléculaire des a-, - et y- cyclodextrines d’aprés Stanistaw Skowron.

Figure I-14: Principe du complexe d’inclusion entre une cyclodextrine et une molécule hydrophobe (d’aprées

http://www.pharmainfo.net/pharma-student-magazine/cyclodextrins-pharmaceuticals-overview-0).
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Figure I-15: Schéma des deux modes de synthése des dendrimeéres d’apres

http://fr.wikipedia.org/wiki/Dendrimére.

Figure I-16: Représentation schématique de la couleur d’émission des quantum dots en fonction de leur diamétre
(d’aprés http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/brands/Molecular-Probes/Key-Molecular-Probes-

Products/Qdot/Technology-Overview.html?icid=fr-qdot-1).

Tableau I-1: Exemples d’utilisation des nanoparticules polymériques pour la vectorisation de principes actifs.
Tableau I-2: Exemples de molécules encapsulées au sein de SLN.

Tableau I-3: Exemples de molécules encapsulées grace a des cyclodextrines et leurs applications.

Tableau I-4: Classification des particules d’oxydes de fer en fonction de leur taille.

Tableau I-5: principales applications des nanoparticules d’or en vue d’une utilisation biomédicale (type de

synthése, greffage, cible).

Chapitre 11

Figure II-1: Schéma d’un motif disaccharidique de I’acide hyaluronique (I’acide D glucuronique est a gauche et la
N acétyl glucosamine a droite).

Figure II-2: Représentation des liaisons hydrogéne qui peuvent s’établir & partir d’un tétrasaccharide de HA : a)
dans un solvant aprotique et b) dans I’eau'".

Figure II-3: Mod¢le atomique représentant la structure du HA, on peut voir les 8 carbones qui forment un domaine
hydrophobe (boules blanches marquées d’une croix bleue)'.

Figure II-4: Schéma de la synthése du HA par la bactérie streptococcus thermophilus YIT 2084. Le lactose
internalisé par la cellule est converti en glucose et en galactose qui peuvent ensuite intervenir dans la synthése du
HA”.

Figure II-5: Schéma du CD44 avec les différents domaines : domaine distal, domaine proximal, transmembranaire
et cytoplasmique de haut en bas*'.

Figure II-6: Schéma de la protéine RHAMM-P1 (une des isoformes de RHAMM). Les domaines hélicoidaux sont
représentés en rouge49.

Figure 1I-7: Représentation schématique de LYVE-1 et CD44°°.
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Figure II-8: Schéma d’un motif disaccharidique du HA. Les groupements susceptibles de réagir sont colorés : en
bleu les groupements hydroxyles, en vert le groupement acétamide et en rouge le groupement carboxylique.
Figure I1I-9: Schéma représentant les différentes modifications possibles. Les chaines de HA sont représentées en
noir et les molécules greffées en rouge.

Figure II-10: Schéma réactionnel de la synthése de HAC6 (seules les fonctions carboxyliques du HA sont
montrées car elles sont les seules a réagir lors de cette synthése).

Figure I1-21: Spectre RMN 'H d’un hyaluronate modifié par des chaines alkyle (C6) (HABioC6-17%
concentration de 20 mg.mL™" dans D,0), avec (a) (b) et (c) les signaux des protons de ’éthanol, (d) celui des
protons du méthyl du groupement acétamide et (e) les signaux des protons du phtalate de potassium. Le massif
entre 3 et 5 ppm correspond aux signaux des protons du squelette de HA.

Figure II-12: Schéma représentant 1’évolution de la tension interfaciale d’un systéme composé de 2 phases non
miscibles en fonction de la concentration en tensio-actif. La zone 1 correspond a des concentrations faibles en
tensio-actif, les molécules sont dispersées a I’interface. Dans la zone 2, les tensio-actifs sont de plus en plus
nombreux a I’interface et on arrive a la CMC en fin de zone 2 c'est-a-dire que les tensio-actifs saturent I’interface.
Enfin la zone 3, au-dela de la CMC, la tension interfaciale ne diminue plus malgré 1’ajout de tensio-actifs.

Figure II-13: Principe de mesure de la tension interfaciale au moyen d’un tensiométre utilisant la méthode de
I’anneau de Noiiy’®.

Figure II-14: Evolution de la tension superficielle (g) en fonction de la concentration en HAC6 ou HANa dans
I’eau a 25 °C.

Figure II-15: Evolution de la tension interfaciale (g) du systéme (eau + polymeére)/dichlorométhane en fonction de

la concentration en HAC6 ou HANa dans 1’eau a 25°C.

Tableau II-1: Quantités de HA dosées dans différents tissus humains et de mammiféres*’.

Tableau II-2: Taux d’acidification du HA selon les différentes synthéses.

Tableau II-3: Evolution des masses molaires moyennes du HA avant et aprés avoir subi le protocole de synthése
(Figure 11-10).

Tableau II-4: Comparatif entre le taux de substitution visé 40 % et le taux de substitution réel obtenu pour chaque
synthése réalisée. Le taux de substitution en C6 correspond au nombre de chaines C6 pour 100 unités

disaccharidiques.

Chapitre 111

Figure III-1: Structure moléculaire d’une unité de répétition du HA et de la CS.

Figure I11-2: Schéma représentatif du mode de fonctionnement du Mastersizer'>.
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Figure III-3: Diffractogramme obtenu dans le cas d’un lot de particules formulées par double émulsion avec du

HABIi0C6-31% utilisé comme stabilisant de la phase aqueuse externe.

Figure III-4: Evolution de la taille des nanoparticules recouvertes de HABioC6-17% obtenues par double
émulsion/évaporation de solvant en fonction de la concentration en BSA dans la phase aqueuse interne : 25 g/L (en

rouge) et 50 g/L (en vert).

Figure III-5: Observation en microscopie électronique a balayage de nanoparticules de PLGA recouvertes de
HABIi0C6-24% a différentes concentrations, préparées par double émulsion (BSA a 25 g/L dans la phase aqueuse
interne). Les concentrations en HABi0C6-24% sont de 0,5 ; 1 ; 2,5 et 5 g/L pour les clichés A, B, C et D,

respectivement.

Figure III-6: Représentation graphique de 1’évolution de la taille en nanométre des particules, mesurée dans les
surnageants en fonction de la vitesse de centrifugation en rpm. Le HABi0oC6-31% a été utilisé a 5 g/ comme

stabilisant de la phase externe.
Figure III-7: Structure moléculaire du a) mannitol et du b) tréhalose.

Figure III-8: Structures moléculaires de la Fluorescéine (a), de la Fluorescéine Isothiocyanate (b) et du DEX-FITC

©'".

Figure III-9: Droites d’étalonnage de 1’intensité de fluorescence émise par le DEX-FITC (en coups par seconde)
par rapport a la concentration (ug/mL). La solution de DEX-FITC dans I’eau est représentée en bleu, le mélange
DEX-FITC + BSA (a 25 g/L) est en rose et la solution de DEX-FITC ayant subi le protocole de double émulsion

est en vert.

Figure III-10: Structure moléculaire de la cyanine 3. Les groupements R peuvent étre des chaines aliphatiques si la
cyanine 3 est utilisée seule ou des groupements réactifs (N-hydroxysuccinimide ou maleimide) permettant de

coupler la cyanine 3 a une autre molécule.

Figure III-11: Cliché obtenu aprés internalisation de particules recouvertes de HAC6 et contenant de la BSA-Cy3
(5%). Les cellules sont des chondrocytes de rat (P2) et ont été¢ mises en contact avec les particules pendant 72

heures. Les particules apparaissent en rouge et les noyaux des cellules sont marqués au DAPI (bleu).

Figure III-12: Dégradation enzymatique de 1’acide hyaluronique (HA) par la hyaluronate lyase. (I) Interaction
entre la fonction carboxylique du HA et I’asparagine 349 de 1’enzyme, création d’une liaison hydrogéne entre la
tyrosine 408 et I’oxygéne de la liaison glycosidique (O4) ; (IT) Déprotonation en B du C5 du HA par I’histidine 399
formant ainsi une double liaison entre le C4 et le C5 ; (II) Déprotonation de la tyrosine 408 par la liaison osidique

et clivage de la liaison osidique.

Figure III-13: Electrophérogramme d’un point de gamme 250 pg/mL du HANa aprés digestion et ajout de MixB

dans la solution.
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Figure III-14: Diffractogramme obtenu apres analyse de la taille des particules de HABi0C6-24% « vides » (vert)

ou encapsulant du HANa Bioiberica a raison de 5 g/L. dans la phase aqueuse interne (rouge).

Figure III-15: Diffractogrammes obtenus apres analyse de la taille des particules de HABi0C6-24% « vides »
(rouge) ou encapsulant de la chondroitine sulfate a 5 g/L (noir), 10 g/L (bleu) et 25 g/L (vert) dans la phase aqueuse

interne.

Figure III-16: Electrophérogramme du point de gamme 50 (50 ug/mL) de la CS aprés dégradation enzymatique.

Tableau III-1: Evolution des tailles des particules préparées par simple émulsion o/w puis évaporation du solvant

en fonction de la concentration en HAC6 dans la phase aqueuse externe.

Tableau III-2: Evolution des diamétres des particules préparées par double émulsion (aprés évaporation du solvant

organique) en fonction de la concentration en HAC6 dans la phase aqueuse externe.

Tableau II1-3: Evolution des tailles de particules présentes dans les surnageants en fonction de la vitesse de

centrifugation. Le HABi0oC6-31% a été utilisé a 5 g/L comme stabilisant de la phase externe.

Tableau II1-4: Evolution des tailles des particules contenues dans le culot de centrifugation en fonction de la
vitesse de centrifugation. Les particules sont redispersées pendant 5 minutes au vortex aprés chaque centrifugation.

Le HABi0C6-31% a été utilisé a 5 g/l comme stabilisant de la phase externe.

Tableau III-5: Evolution des tailles des particules obtenues en fonction de la vitesse de centrifugation aprés
lyophilisation, redispersion et sonication 20 minutes au bain a ultrasons. Le HABioC6-31% a été utilisé a 5 g/L

comme stabilisant de la phase externe.

Tableau II1-6: Récapitulatif des tailles de particules en fonction des conditions de lavages et de lyophilisation (a
I’eau ou dans une solution contenant des cryoprotecteurs). Les particules sont stabilisées par du HABioC6-31% a 5
g/L, aprés lyophilisation, elles sont redispersées dans 1’eau puis soniquées pendant 20 minutes dans un bain a

ultrasons.

Tableau III-7: Récapitulatif des tailles de particules obtenues pour I’encapsulation de DEX-FITC dans des
particules de PLGA recouvertes de HAC6 (HABioC6-17% et HABioC6-31% a 5 g/L).

Tableau III-8: Tailles de particules obtenues aprés ajout de différentes quantités de BSA-Cy3 dans la phase
aqueuse interne. Utilisation de HABi0C6-24% (5 g/L) dans la phase aqueuse externe.
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Chapitre IV

Figure IV-1: Schéma d’une diarthrose (http://www.info-arthrite.fr/articulations.php).

Figure IV-2: Voie de différenciation des cellules mésenchymateuses en chondrocytes

(http://genesdev.cshlp.org/content/16/21/2813.full.pdf+html).

Figure I'V-3: Cliché d’un chondrocyte observé en microscopie électronique a balayage, les lettres M et N
représentent respectivement les mitochondries et le noyau de la cellule

(http://www.answers.com/topic/mitochondrion).

Figure IV-4: Les différentes étapes de la formation de fibres de collagéne a partir de pro-collagénes

(http://www-3.unipv.it/webbio/anatcomp/freitas/2009-2010/biocell_ LSBUSB09-10.htm).

Figure I'V-5: Structure d’une fibre de collagéne (http://coursel.winona.edu/sberg/ILLUST/figl 1-2.gif).

Figure IV-6: Association entre collagénes de type II, IX et XI au sein de la MEC

(http://www.cellprep.com.ar/tecnologia/cultivo/protocolo2/implante.htm).

Figure IV-7: Motif de répétition des GAGs (http://www.ulysse.u-

bordeaux.fr/atelier/ikramer/biocell_diffusion/gbb.cel.fa.103.b3 /content/access.htm).

Figure IV-8: Représentation d’une molécule d’agrécane

(http://stevetakeshisfirststep.wordpress.com/tag/rheumatology/).

Figure IV-9: Schéma d’un genou atteint par 1’arthrose (http://knol.google.com/k/l-arthrose-et-ses-
traitements#L(27)arthrose).

Figure IV-10: Représentation des différents degrés d’avancement de I’arthrose®".

Figure IV-11: Réparation d’une articulation arthrosique par la méthode des microfractures

(http://www.cartilage.fr/reparer-microfractures.php).
Figure IV-12: Illustration de la technique de mosaicplastie (http://docteurrouxel.fr/chirurgie_cartilage.html).

Figure IV-13: Implantation de chondrocytes autologues (http://oahawaii.com/wp-

content/uploads/2011/06/carticel.jpg).

Figure IV-14: Schéma d’une articulation du genou apreés arthroplastie totale

(http://hmrortho.ca/index.php?option=com_content&view=article&id=24&Itemid=48&showall=1).

Figure IV-15: Evolution de I’activitét MTT des chondrocytes de rats (P2) a 24, 48 et 72h en fonction de leur
exposition a différents lots de particules (100 pg/mL). Les témoins sont des cellules ayant évolué dans un milieu

sans particules. Pour les autres lots, des particules recouvertes de HABi0C6-31% « vides » (@) ou encapsulant du
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DEX-FITC, ainsi que des particules recouvertes de PVA « vides » (@) ou encapsulant du DEX-FITC ont été mises

en contact avec les cellules.

Figure IV-16: Evolution de la viabilité cellulaire des chondrocytes (P2) a 24, 48 et 72h par dosage de la LDH
libérée dans le milieu de culture en fonction de leur exposition a différents lots de particules (100 pg/mL). Les
témoins sont des cellules ayant évolué dans un milieu sans particules. Pour les autres lots, des particules
recouvertes de HABi0oC6-31% « vides » (@) ou encapsulant du DEX-FITC, ainsi que des particules recouvertes de

PVA «vides » (0) ou encapsulant du DEX-FITC ont été¢ mises en contact avec les cellules.

Figure IV-17: Visualisation en microscopie a fluorescence de la localisation des nanoparticules recouvertes de
HACG (a) et de PVA (b) par rapport aux noyaux des cellules. Les chondrocytes ont été utilisés en P2 et le temps de
contact avec les nanoparticules est de 72 heures. Le noyau des cellules est marqué au DAPI (bleu) et les particules

renferment du DEX-FITC (vert).

Figure IV-18: Visualisation en microscopie a fluorescence de la localisation de particules recouvertes de HAC6
par rapport aux cellules. Les cellules sont des chondrocytes humains (P2) dont le noyau est marqué au DAPI (bleu).

Les particules encapsulent de la BSA-Cy3 (rouge) et sont mises en contact pendant 96 heures a 100 pg/mL.

Figure IV-19: Taux d’expression en ARNm de Col2 chez des chondrocytes de rat (P2) cultivés en monocouche et
mis en contact pendant 24, 48 ou 72 heures avec différents types de particules. Les taux d’expression sont

normalisés par le géne RPLPO.

Figure IV-20: Taux d’expression en ARNm de Agrecan chez des chondrocytes de rat (P2) cultivés en monocouche
et mis en contact pendant 24, 48 ou 72 heures avec différents types de particules. Les taux d’expression sont

normalisés par le géne RPLPO.

Figure IV-21: Taux d’expression en ARNm de COMP chez des chondrocytes de rat (P2) cultivés en monocouche
et mis en contact pendant 24, 48 ou 72 heures avec différents types de particules. Les taux d’expression sont

normalisés par le géne RPLPO.

Figure IV-22: Taux d’expression de deux marqueurs de 1’inflammation : IL-15 et TNF-a dosés apres injection de
suspension de particules dans des articulations de rats sains. Les particules sont soit recouvertes de HAC6, soit de
PVA et n’encapsulent pas de molécule d’intérét. Les controles 0 % et 100 % sont obtenus par injection d’une
solution saline et déclenchement de 1’inflammation par injection de parois de mycobactéries respectivement. Les

valeurs obtenues sont normalisées par un géne de « ménage » : RP29.

Figure IV-23: Détermination de I’activité de biosynthése des protéoglycanes au niveau du cartilage patellaire par
incorporation de soufre radiomarqué. L’incorporation du radioélément est réalisée 5 jours aprés 1’injection des
particules, les mesures de la radioactivité sont effectuées au centre de la rotule (bleu foncé) ainsi qu’en périphérie

(bleu clair).
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Figure IV-24: Coupes histologiques et coloration HES des membranes synoviales aprés observation au
microscope (grossissement X20). a) témoins, b) rats ayant regu 25 pg de particules, ¢) rats ayant regu 50 pg de
particules, d) rats ayant recu 100 pug de particules (recouvertes de HABi0oC6-31%). Les résultats de la ligne
supérieure concernent les articulations ayant regu une injection et ceux de la ligne inférieure correspondent a deux

injections a sept jours d’intervalle.

Figure IV-25: Coupes histologiques et colorations HES des rotules aprés observation au microscope
(grossissement X20). a) témoins, b) rats ayant recu 25 ug de particules, c¢) rats ayant recu 50 pg de particules, d)
rats ayant re¢u 100 pg de particules (recouvertes de HABi0C6-31%). Les résultats de la ligne supérieure
concernent les articulations ayant recu une injection et ceux de la ligne inférieure correspondent a deux injections a

sept jours d’intervalle.

Figure IV-26: Observation au microscope des tissus de la patte gauche d’animaux ayant recu 100 pg de particules
apres coloration des noyaux au DAPI, les noyaux apparaissent en bleu et les particules (FITC) en vert. a) rotule, b)

et ¢) membranes synoviales (nanoparticules recouvertes de HABioC6-31%).

Tableau IV-1: Liste des différentes particules utilisées pour 1’étude des variations de la quantité d’ARNm produits
par les chondrocytes. Le lot de HAC6 utilisé est celui dont I’acidification a été obtenue par la résine échangeuse

d’ions (rés signifie résine).

Chapitre V

Figure V-1: Schéma réactionnel de la synthése de HAC6 (seules les fonctions carboxyliques du HA sont montrées
car elles sont les seules a réagir lors de cette synthése).

Figure V-2: Spectre RMN 'H d’un hyaluronate modifié par des chaines alkyle (C6) (HABioC6-17% concentration
de 20 mg.mL™" dans D,0), avec (a) (b) et (c) les signaux des protons de 1’éthanol, (d) le signal des protons du
méthyl du groupement acétamide et () les signaux des protons du phtalate de potassium. Le massif entre 3 et 5
ppm correspond aux signaux des protons du squelette de HA.

Figure V-3: Schéma du dispositif permettant la préparation d’émulsions. La sonde a ultrasons est plongée au plus
profond du tube Falcon™ sans toutefois toucher la paroi, un bain de glace permet d’éviter les échauffements

locaux lors de I’émulsification.

Figure V-4: Schéma représentant les différentes étapes conduisant a 1’obtention de nanoparticules préparées par

double émulsion/évaporation de solvant organique.
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Figure V-5: Principe de la diffraction de la lumiére par des particules de différentes tailles (source Malvern

Instruments).
Figure V-6: Schéma descriptif d’une électrophorése capillaire.

Figure V-7: Schéma de la réaction de réduction du sel de tétrazolium MTT en formazan d’apres :

http://www.itsbio.co.kr/main/goods_view.php?category2=58&no=122.

Figure V-8: Schéma de la réaction de réduction du NAD en NADH,H" aprés transformation par la LDH du lactate

en pyruvate.

Figure V-9: Principe de la technique de PCR. Les brins d’ADN complémentaires sont dénaturés a 95 °C puis les
amorces spécifiques se fixent sur les brins et enfin la polymérase synthétise les brins complémentaires a 1’aide des
oligonucléotides présents dans le milieu réactionnel

(http://www.inrp.fr/Acces/biotic/biomol/techgen/html/schempcr.htm).

Figure V-10: Quantification de I’expression d’un géne en fonction d’une gamme d’ADNc.

Tableau V-1: Caractéristiques des amorces des génes étudiés en PCR en temps réel.
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Lorsque le cartilage d’une articulation synoviale est dégradé, la réponse biologique des chondrocytes (les cellules du
cartilage) n’est pas suffisante pour stopper cette dégradation ou réparer le tissu. Les thérapies non chirurgicales actuelles sont
essentiellement basées sur I’administration d’anti-inflammatoires afin de soulager la douleur. Parallélement, de nombreuses
molécules aux effets potentiellement thérapeutiques ne sont pas utilisées en raison d’une faible biodisponibilité au niveau
articulaire ou d’effets secondaires trop importants.

L’objectif de ces travaux est de préparer des particules polymere pouvant améliorer la biodisponibilité au niveau articulaire
des principes actifs qu’elles contiennent. Ceci est obtenu par le recouvrement de ces particules avec des dérivés de 1’acide
hyaluronique (HA), polysaccharide naturellement présent dans le cartilage et qui poss¢de une forte affinité pour un récepteur
présent en surface des chondrocytes : le CD44. Ce ciblage actif permet de concentrer les molécules d’intérét & proximité ou
dans ces cellules en cas d’internalisation et donc, d’obtenir des effets biologiques avec des concentrations moins importantes
en principe actif.

Nous avons tout d’abord estérifi¢ le HA par des groupements hydrophobes pour lui conférer des propriétés tensio-actives.
Puis les dérivés obtenus ont servi de stabilisant lors de la formulation d’émulsions conduisant a 1’obtention de particules
polymeére. Ces particules ont pu étre caractérisées en termes de taille, distribution et de quantit¢ de HA modifié présent en
surface. L encapsulation de traceurs fluorescents a permis de démontrer que les particules peuvent €tre internalisées par des
chondrocytes in vitro et que leur administration par injection intra-articulaire dans des genoux de rats sains n’engendre pas
d’inflammation. L’encapsulation de molécules d’intérét telles que le HA ou la chondroitine sulfate (CS) est possible mais les
tailles des particules alors obtenues sont plus importantes. De plus il ne nous a pas été possible de déterminer précisément les
quantités encapsulées.

Ces travaux ouvrent la voie vers de nouvelles thérapies dans le traitement des pathologies articulaires : I’injection intra-
articulaire de particules polymére recouvertes de HA modifié permet un adressage actif des molécules d’intérét qu’elles
contiennent au niveau des chondrocytes.

Mots clés : acide hyaluronique, nanoparticules, articulation, vectorisation, cartilage

A defect in articular cartilage yield to a biological response of the chondrocytes (the cells of the cartilage). However, this
response is not sufficient to stop the damage or heal the tissue. The non-chirurgical therapies available are based on the
administration of anti-inflammatory in order to relieve the pain. In the meantime, many molecules which might have
therapeutic effects are not used because of poor bioavailability in the articulation or severe side effects.

The work described in this study is the elaboration of polymeric nanoparticles that can enhance articular bioavailability of
entrapped drugs. One can reach this goal by using HA derivatives at the surface of such particles. HA is a polysaccharide
naturally present in the articulation and with a strong affinity with one of the receptor present on the membrane of the
chondrocytes: the CD44. Such an active targeting will allow the accumulation of drugs near or in the cells in case of
internalization and therefore, the observation of biological effects with lower concentration of drugs.

First, we chemically modified the HA by esterification with hydrophobic chains in order to give it tension-actives properties.
Then, those HA derivatives were used as the stabilizer in the formulation of polymeric particles. The characterization of the
size, distribution and amount of HA derivatives present at the surface of the particle was conducted. The encapsulation of
fluorescent probes proved that an in vitro internalization by the chondrocytes was possible. Moreover, intra-articular injection
of such particles in the knees of healthy rats did not show any inflammation. Entrapment of molecules of interest such as HA
or CS was possible but the size of the particles then formulated was higher and the amount of molecules encapsulated could
not be precisely measured.

This work is promising for new therapies in articular diseases, the intra articular injection of polymeric particles covered by
HA derivatives allow an active targeting in the chondrocytes of the drugs that they entrap.

Key words: hyaluronic acid, nanoparticles, articulation, vectorization, cartilage
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