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Résumé

Dans ce travail de thése, nous avons synthétisé des dérivés de poly(acide (R,S)-3,3-
diméthylmalique) (PDMMLA). Les copolyméres de PDMMLA sont composés
principalement de deux monomeéres: un monomere hydrophobe contenant un groupement
hexylique et un monomeére hydrophile contenant un groupement acide. Gréace a la proportion
de chaque monomére dans le copolymeére final, la balance hydrophile/hydrophobe est ajustée.
Donc six copolyméres ont été obtenus: trois copolymeéres statistigues PDMMLAH,-co-
Hexioo-n et trois copolyméres a blocs PDMMLAH,-b-HeXi00.n. Ces copolymeres sont a
I’origine de nanoparticules sans et avec un principe actif. La Warfarine a été encapsulée a la

fois avec des nanoparticules de PDMMLAH;-co-HeXigo-, et de PDMMLAH-b-HeX1g0-n.

Les nanoparticules formées sont caractérisées afin d'en déterminer la forme, la taille et la
charge de surface. Donc des nanoparticules de forme sphérique, ayant une taille inférieure a
100 nm et ayant une charge de surface inférieure a -30 mV ont été obtenues. Les
nanoparticules de PDMMLAH3o-co-Hexyo, ont été choisies pour étudier la libération
contrblée de la warfarine dans des conditions de température et de pH physiologiques. Les
résultats obtenus montrent une libération lente et progressive de la warfarine a partir des
systémes nanoparticulaires ainsi congus et réalisés. De tels systémes nanoparticulaires a base
de dérivés amphiphiles du PDMMLA offriraient ainsi des outils d'intérét pour I'encapsulation
et la libération contr6lée de nombreux principes actifs hydrophobes tels que le dérivé
coumarinique inhibiteur de la thrombine (DCBC) dont l'activité antithrombine en systéme

purifié est plus élevée que celle de I'argatroban.

Mots clés: PDMMLA, synthése, nanoparticules, encapsulation, warfarine, DLS, MET,
HPLC.



Abstract:

In this work we synthesized derivatives of poly((R,S)-3,3-dimethylmalic acid) (PDMMLA).
PDMMLA copolymers are mainly composed of two monomers: a hydrophobic monomer
containing a hydroxyl group and a hydrophilic monomer containing an acid group. Due to the
proportion of each monomer in the final copolymer, the hydrophilic / hydrophobic balance is
modulated. Thus, six copolymers were obtained: three random copolymers PDMMLAHnN-co-
Hex100-n and three block copolymers: PDMMLAHN-b-Hex100-n.

These copolymers are at the origin of nanoparticles without and with an active principle.
Warfarin, which has been successfully encapsulated with both PDMMLAHnN-co-Hex100-n
and block, copolymer nanoparticles: PDMMLAHN-b-Hex100-n. The formed nanoparticles
showed fairly high encapsulation efficiency for both types of copolymers.

The PDMMLA nanoparticles are characterized in order to determine their shape, size and
surface charge. Thus nanoparticles of spherical shape, having less than 100 nm size and
having a surface charge of less than -30 mV have been obtained. The PDMMLAH3,-co-Hexzo
nanoparticles were chosen to study the controlled release of warfarin under physiological
temperature and pH conditions. Obtained results show a slow and progressive release of
warfarin. Such nanoparticulate systems based on amphiphilic derivatives of PDMMLA would
thus offer tools of interest for the encapsulation and controlled release of many hydrophobic
active principles such as the coumarin derivative thrombin inhibitor (DCBC) whose

antithrombin activity in purified system is higher than that of argatroban.

Key words: PDMMLA, synthesis, nanoparticles, encapsulation, warfarin, DLS, MET, HPLC.
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Introduction génerale

La nanotechnologie est I’ingénierie et la production des matériaux a 1’échelle atomique et
moléculaire, c’est une technologie transformative ayant le potentiel de stimuler 1’innovation
scientifique par le développement des nouvelles modalités thérapeutiques plus efficaces et
plus sdres [1]. La nanotechnologie est souvent décrite comme potentiellement
«révolutionnaire» en termes d’impact possible sur les méthodes de production industrielle.
Elle apporte des solutions possibles a toute une série de problemes actuels par le biais de
matériaux, composants et systemes plus petits, plus Iégers, plus rapides et plus efficaces. Des

progrés énormes sont aujourd’hui réalisés dans la course mondiale a la nanotechnologie [2].

Au cours de la derniere décennie, la nanotechnologie a eu un impact de plus en plus important
sur le développement préclinique en médecine. Aujourd'hui, plusieurs types de nanoparticules
sont en phase clinique citant les nanoparticules de dioxyde de titane et d’oxyde de zinc dans
les produits cosmétiques, un ciment orthopédique contenant des nanoparticules
d’hydroxyapatite permettant d’accélérer 1’intégration osseuse, et le paclitaxel dans une

formulation de nanoparticules liées a 1’albumine en 2016 etc...(ANSM)

Par ailleurs, I’application de la nanotechnologie a la délivrance des principes actifs pourrait
largement changer la physionomie de I’industrie pharmaceutique et biotechnologique dans un
avenir proche. En effet le développement continu des nouveaux systémes de libération est
déterminé par le besoin d’optimiser I’activité thérapeutique et minimiser les effets secondaires
des principes actifs. Ce développement est essentiel pour une thérapie efficace des futurs
principes actifs, ce qui implique des composés synthétiques plus variés et plus sophistiqués
[3]. Pour cette raison les nanoparticules sont devenues de plus en plus impliquées dans le
développement des nouveaux matériaux pour l’innovation des applications d’imageries
médicales et de systemes de libération contr6lée telle que les nanoparticules polyméres

biodégradables.

La vectorisation de molécules thérapeutiques vers 1’organe, le tissu ou la cellule malade
constitue un défi majeur pour le traitement des maladies humaines. Pour atteindre ce but, des

nanoparticules auto-assemblées a partir de polymeres amphiphiles ont éteé largement etudiés



pour I'administration de médicaments [4][5]. La formulation de ces nanoparticules dépend du
choix du systeme polymére approprié ayant une encapsulation maximale, I'amélioration de la
biodisponibilité et le temps de rétention. Ces criteres sont influencés par la taille des

particules, la charge de surface, la modification de surface et I'nydrophobie [6].

En effet, le choix du polymeére biodégradable et bioassimilable approprié pour une telle
application médicale passe obligatoirement par des monomeres ayant des propriétés bien
déterminées. Suite a la polymérisation de ces derniers, une variété de polymeres avec des

propriétés bien définies peut étre obtenue.

Les dérivés du PDMMLA sont des nouveaux polyesters amphiphiles tres prometteurs. En
effet, les copolymeéres amphiphiles sont constitués d’une partie hydrophobe et d’une partie
hydrophile et forment des systemes tres efficaces utilisés comme vecteurs pour la libération
des principes actifs grace a leur versatilité de synthése qui permet d’ajuster leur balance
hydrophobe/hydrophile. Cette modulation se fait au cours de leur synthése en jouant d’abord
sur le choix du monomere et sur le pourcentage de ce dernier, par conséquent des polyesters
amphiphiles, hydrophobes, hydrophiles ou aussi neutres peuvent étre obtenus. En plus, les
dérivés du PDMMLA peuvent étre synthétisés avec des masses moléculaires bien déterminées
par une polymérisation anionique par ouverture de cycle des lactones monomeres. Cette
polymérisation a permis d’avoir soit des longues chaines de copolymére avec une masse
moléculaire assez élevée en choisissant un rapport amorceur/monomére = 10 ou des courtes
chaines de ces derniers avec une faible masse moléculaire en choisissant le rapport

amorceur/monomére = 102,

Gréace a cette polymérisation, deux types de copolymeéres ont été obtenus : les copolymeres
statistiques et les copolymeres a blocs. Avec les copolymeéres statistiques, trois copolymeres
ont été synthétisés avec des proportions différentes de la lactone benzylique et de la lactone
hexylique. Les mémes proportions sont utilisées pour synthétiser les copolymeéres a blocs. A
partir de ces copolymeres, des nanoparticules ont été préparées par nanoprécipitation. Cette
méthode est simple a mettre en ceuvre, rapide et efficace particulieérement pour 1’encapsulation

des principes actifs hydrophobes comme la warfarine.

La warfarine constitue a ce niveau un principe actif hydrophobe modele qui sera encapsulée
dans des conditions comparables a celles envisagées pour d'autres molécules bioactives

hydrophobes telles que le 2,5-dichlorophéenyl-6-(chlorométhyl)-2-oxo0-2H-1-benzopyran-3-



carboxylate (DCBC), un dérivé inhibiteur de la thrombine dont I'activité anticoagulante est
évaluée dans ce travail.

Le 2,5-dichlorophényl-6-(chlorométhyl)-2-oxo-2H-1-benzopyran-3-carboxylate (DCBC),
dérivé coumarinique de structure comparable a celle de la warfarine, est évalué pour son
activité anticoagulante, en préalable a une encapsulation dans les mémes systemes

nanoparticulaires et a I'étude ultérieure de sa cinétique de libération.

Il est a noter que la synthése du DCBC a été réalisée dans le cadre d'un projet de recherche
incluant le présent travail de thése et comportant de méme I'encapsulation et la cinétique de
libération de cette molécule a partir des mémes systémes nanoparticulaires et I'évaluation

biologique de ces derniers dans des modeles expérimentaux.

La formulation des nanoparticules est optimisée afin d’obtenir une meilleure encapsulation,
une bonne stabilité et une libération contr6lée du principe actif. Des nanosphéres seront
formées avec les copolymeéres statistiques (warfarine dispersée dans la matrice copolymere) et
des structures cceur-couronne avec les copolymeres a blocs (warfarine dispersée dans un ceeur

hydrophobe et protégée par une couronne hydrophile).

Enfin, les caractéristiques des nanoparticules sans et avec le principe actif ont été mises en
évidence par différentes techniques physico-chimiques. La forme des nanoparticules a été
déterminée par la Microscopie Electronique a Transmission (MET), la taille et la charge de la

surface en mesurant le potentiel zéta par la Diffusion Dynamique de la Lumiére (DLS).

La libération controlée de la warfarine est suivie par la Chromatographie Liquide a Haute
Performance en Phase Inverse (RP-HPLC) dans des conditions proches des conditions
physiologiques (Tampon phosphate pH= 7,4, température =37 °C et sous agitation). Le but de
cette libération contrdlée est d’évaluer la libération de la warfarine d'une maniére prévisible et
contrdlable en fonction du temps et par la suite améliorer son efficacité. L’encapsulation de la
warfarine permet aussi de la protéger contre la dégradation et 1’élimination physiologique. En
effet au fur et a mesure de la dégradation des copolymeres, la warfarine se libére. La cinétique
de libération du principe actif va dépendre des propriétés physico-chimiques des copolymeres.
Donc on va identifier et essayer de comprendre les mécanismes mis en jeu dans le processus

de la libération.
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I.  Coagulation sanguine et hémostase

Les maladies cardiovasculaires (MCV) comptent parmi les causes les plus courantes de déces
de la population active et en particulier dans les pays industriels ou en développement ou ces
maladies tendent également a devenir plus fréquentes[7][8] (Figure 1) . A I’échelle mondiale,
le nombre de déces attribuables aux maladies cardiovasculaires ne cesse d’augmenter au fur et
a mesure que les populations vieillissent et adoptent un mode de vie de plus en plus occidental

caractériseé par la sédentarité et la consommation accrues de graisses [9][10].

Projection de la mortalité mondiale pour certaines causes de maladies, 2002-2030

Cancers
Maladies cardiaques ischémiques

projection
8
dela

% HIV/AIDS

mortalité RSO

£ -
mondiale

(millions) 4 1 Tuberculose

. Autres maladies infectieuses
Malaria

- Accidents de la route

O OO G

2000 2010 2020 2030

Année

Figure 1: Représentation des maladies fréquentes dans le monde selon I’OMS (2007)

La lutte contre ces maladies cardiovasculaires est une priorité pour la santé publique. Des
diagnostics précoces et des moyens d'améliorer les traitements sont indispensables [11]. Les
principales formes de maladies cardiovasculaires sont la coronaropathie et les accidents
cérébrovasculaires. Les MCV (crise cardiaque, insuffisance cardiaque, angine) sont des
maladies du cceur (muscle cardiaque) ou des vaisseaux sanguins (vasculature). Le terme
maladie cardiaque (ou coronaropathie) est utilisé pour les affections provoquées par le
rétrécissement des vaisseaux sanguins du cceur (maladies coronariennes) par l'athérome. Les
maladies cérébrovasculaires (accident cérébral vasculaire et attaque ischémique transitoire)
sont des maladies des artéeres du cerveau [12]. Les maladies des arteres coronaires sont

généralement dues a une occlusion athérosclérotique des arteres coronaires [10].



L'athérosclérose continue d'étre I'un des principaux sujets de la recherche pathologique. La
complexité intrigante de sa pathogénie ainsi que l'importance de ses séquelles cliniques
fournissent une justification pour cette maladie [13].

Par conséquent, I'un des moyens les plus importants pour améliorer la survie de I'nomme et la
qualité de vie est toujours la surveillance des MCV par la détection et les traitements précoces
[14]. Pour surmonter ces nouveaux défis, les connaissances fondamentales des sciences de la
vie doivent étre intégrées aux progres des sciences physiques pour développer des nouveaux
outils moléculaires pour mieux diagnostiquer, surveiller et traiter ces maladies complexes
[15].

|.1. L athérosclérose :
«Athérosclérose» est un mot inventé en 1904 par Félix Marchand a partir du grec athéré qui
signifie ‘bouillie’ et de skléros qui signifie ‘dur’. Donc c’est une maladie inflammatoire

chronique qui touche les artéres de larges et moyens diameétres [16].

L’organisation mondiale de la santé (OMS) définit 1’athérosclérose comme «une association
variable de remaniements de I’intima des artéres de gros et moyens calibres consistant en une
accumulation focale de lipides, de glucides complexes, de sang et de produits sanguins, de
tissus fibreux et de dépots calcaires. Le tout s’accompagne d’une modification de la média»
(OMS). Donc I’athérosclérose est la conséquence d’un processus inflammatoire chronique
[17]. C’est une maladie qui évolue lentement : elle commence dés I’enfance mais elle ne se
manifeste que a moyen age ou méme plus tard [18]. C’est un phénomeéne biologique trés
dynamique et important qui aboutit a la formation d’un caillot de fibrine localisé au site de la
Iésion vasculaire [1]. Ce phénoméne est médié par deux principaux mécanismes : la

coagulation sanguine et 1’activation des plaquettes [2].
L’athérosclérose se produit en étapes (Figure 2):

» Une I¢ésion de I’endothélium d’une artére, provoquée par une hypercholestérolémie, est
suivie par une infiltration de ’espace extracellulaire par des lipoprotéines de faible densité

(LDL) riches en cholestérol dans I’intima (1).



(1)

e Adventice
LDL

cellules musculzires lisses et lamelles élastiques

limitante élastique interne

~~ Espace sous-endothélizl constitué de tissu conjonctifi

v" les lipides sont captés par des macrophages de I’intima et les fibroblastes de 1’espace
sous endothélial proliférent (2).

Macrophage

. la surface de I'endothélium est lisse :
-~ mais laregion recouvrant I'espace |
i sous-endothélial Iésé est bosselée !

Fibroblaste

v' les macrophages rélarguent les lipides dans I’espace sous endothélial et les cytokines

dérivées des macrophages stimulent la production de collagene par les cellules musculaires
lisses en prolifération (3).

(3)

Une plaque d'athérome (contenant des lipides) est formée
. Deslipides libres s'accumulent dans I'espace sous endothélial
la limitante élastique interne est interrompue par la plaque d'athérome

les cellules musculaires lisses qui ont proliféré déposent des fibres de collagéne qui
compriment les cellules de la média, provoquant leur atrophie.



v’ Tulcération de la plaque d’athérome favorise la formation de thrombose (formation

d’un thrombus contenant de la fibrine et des plaquettes) (4).

(4)

Plaque d'athérome ulcérée

Calcification de la plaque d'athérome

Le collagéne (produit par les cellules musculaires lisses) infiltre et
— - remplace les cellules musculaires lissesrestantes de la média

Figure 2: Mécanisme de formation de 1’athérosclérose

Ce processus est a 1’origine de conséquences graves dans 1’athérosclérose coronarienne
lorsqu’il aboutit a I’obstruction de la lumiére vasculaire, provoquant un infarctus du myocarde

ou parfois la mort subite [19].

|.2. La thrombose:
La thrombose est une réponse protectrice critique qui stabilise la perte de sang en générant la
thrombine et en précipitant des dép6ts de fibrine et de plaquettes au niveau des sites de Iésion
vasculaire. En effet, les composants moléculaires et cellulaires de la cascade de coagulation
peuvent déclencher et propager des processus inflammatoires qui peuvent finalement
favoriser la maladie. Le cas de I'athérosclérose souligne comment l'interface entre la
thrombose et l'inflammation peut contribuer & une maladie chronique. L'activation de la
cascade de coagulation provoque une série d'événements moléculaires qui déclenchent des
signaux inflammatoires athérogenes, conduisant a la progression et la rupture de la plaque et
favorisant les événements qui peuvent provoquer une formation de thrombus occlusif, un
infarctus du myocarde, un accident vasculaire cérébral ou une ischémie des membres. Les
taux de thrombine augmentent dans les sites de lésion vasculaire et pendant les syndromes
coronariens aigus. La thrombine posseéde des effets pro-inflammatoires puissants sur les
cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les plaquettes qui favorisent le

développement de la maladie vasculaire [20].



L'athérosclérose coronaire sans thrombose est en général une maladie bénigne. La survie est
assez importante si les complications par une formation de thrombus sont évitées. Le risque
de la thrombose associée a I'athérosclérose depend principalement du type de la plaque plutot
que de la taille de cette derniére. Seule la plaque athéromateuse riche en lipides est vulnérable
a la rupture avec la formation subséquente de thrombus [21]. Par conséquent, il est clair que la
composition de la plaque et sa propension a la rupture sont des déterminants majeurs des

événements ischémiques futurs.[22]

Les troubles thrombotiques (la thrombo-embolie veineuse et la thrombose artérielle) sont la
cause la plus fréquente de mortalité dans le monde. La thrombose veineuse est le résultat de la
stagnation du sang dans les veines: stase sanguine en absence de lésion endothéliale, alors que
la thrombose artérielle est principalement déclenchée par la rupture des plaques
d'athérosclérose. Les deux procédés nécessitent I'activation des plaquettes et la formation de
la fibrine. La thrombose affecte non seulement les grands vaisseaux, mais se produit

également dans les micro-vaisseaux [23].

Dans toutes les formes de la thrombose, la coagulation et l'inflammation sont deux voies
principales qui agissent ensemble dans la «réponse a la Iésion». Malgré de nombreuses
différences dans les facteurs contributifs, l'interface principale semble étre I'endothélium
vasculaire, servant de régulateur critique de I'écoulement, de I'hypercoagulabilité et de la
thrombose. L'implication endothéliale dépend de ses réponses sur l'interaction dynamique
entre la paroi vasculaire et le compartiment sanguin. Le systeme de coagulation joue un role
important dans le maintien de l'intégrité endothéliale ainsi que dans ['initiation ou
I'accélération de la pathophysiologie menant a la thrombose. En outre, I'endothélium n'est pas
une entité unique, il est tres hétérogene dans son phénotype et son comportement, ce qui est

peut étre pertinent pour la localisation de la thrombose. [24]

1.3 Structure normale des vaisseaux sanguins:
La paroi des vaisseaux est composée de trois tuniques, I’adventice, la média et I’intima,

tunique la plus interne [25] (Figure 3).



adventice média intima

Endothélium

membrane membrane
élastique externe  élastique interne

Figure 3: Vue schéematique des couches de la paroi des artéres (Moore et al.[26])

L’intima : constituée d’une limitante ¢élastique interne et de I’endothélium (couche
monocellulaire de cellules endothéliales). Elle est située au contact direct du sang circulant
dans la lumiere, reposant sur une assise conjonctive, la lame basale [25] riche en collagéne

[27]. Cette tunique est présente dans tous les types de vaisseaux [25].

La média : est dans la paroi artérielle saine la tunique la plus épaisse. La composition de la
média détermine les propriétés mécaniques des arteres. Elle est constituée de cellules
musculaires lisses (CMLSs) empilées de facon concentrique en couches perpendiculaires au
flux sanguin formant ainsi des unités lamellaires. Chaque unité lamellaire est constituee de
CMLs entourées d’une matrice extracellulaire (MEC) composée de protéines fibreuses et
élastiques (collagéne et élastine), et de protéoglycanes de la substance fondamentale et
séparée de I’intima d’une part et de I’adventice d’autre part, par une couche conjonctive : la

«limitante élastique». Cette limitante n’est retrouvée qu’au niveau des vaisseaux de gros

calibres [28][29].

L’adventice : couche conjonctive et externe de la paroi vasculaire. Son épaisseur est
extrémement variable selon les territoires artériels. Elle est composée en grande partie de
collagene mais également de cellules musculaires lisses, notamment dans les veines. Dans ces
dernieres, 1’adventice est souvent la couche la plus développée. Dans I’adventice des
vaisseaux ayant une paroi épaisse, on observe de petits vaisseaux sanguins, le vasa vasorum
qui envoie des rameaux pénétrant dans la média pour lui fournir du sang. Ils n’en existent pas
dans les vaisseaux plus petits dont les parois sont oxygénées par diffusion a partir de la
lumicre. Dans ’adventice cheminent également des nerfs du systéme nerveux autonome

innervant le muscle lisse de la média [30].



I.4. Systéme cardiovasculaire :

Le systéme cardiovasculaire composé du cceur et des vaisseaux sanguins est le premier organe
fonctionnel formé pendant I’embryogénése chez les vertébrés [31]. Grace a ce systeme le

cceur pulse le sang dans le vaste réseau vasculaire du corps[32].
Les différents types de vaisseaux sanguins :
Il existe 3 grands types de vaisseaux sanguins : les arteres, les veines et les capillaires.

e Lesartéres:

On peut distinguer deux grands types d’artéres d’apres la composition générale de la média :
- Artéres de type élastique
- Artéres de type musculaire

Le type élastique caractérise les grandes artéres proches du cceur (aorte et tronc pulmonaire
avec leurs branches importantes). Les artéres qui naissent plus loin sont de type musculaire.
Ce sont ces derniéres qui permettent le mieux d’observer les trois couches de la paroi et qui

seront donc décrites les premiéres [26][19].

e Lesveines:
Caractérisées par une fine média pauvre en fibres musculaires lisses et riche en fibres
¢lastiques. La grande extensibilité de leurs parois induit une faible résistance a 1’écoulement

et la possibilité d’une grande capacité [33].

Les capillaires ont la structure la plus simple, faite d’une couche de cellules endothéliales, et

ideale pour assurer les échanges moléculaires [34].
1.5. La coagulation sanguine et I’hémostase :

1. Historique :

Au départ, on pensait que 1’exposition du sang a I’air était le déclencheur de la coagulation
apres une blessure et jusqu'au milieu de 19°™ siecle que le concept de la capacité de coaguler
était dépendant des composants spécifiques du sang. Au début des années 1900, on croyait
que le seul processus enzymatique necessaire a la formation d'un caillot était la conversion de

prothrombine (FII) en thrombine (Flla) et que tous les autres composants identifiés étaient des
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produits de déegradation de la prothrombine et donc des artefacts [35]. Les modeles de
coagulation ont été développés au début du 20°™ siécle en décrivant les phases finales de la
coagulation quand le fibrinogene est converti en fibrine par la thrombine, mais le mécanisme

responsable de la génération de la thrombine n'a été découvert que beaucoup plus tard [36].

2. La coagulation sanguine :

La coagulation sanguine est un mécanisme ayant comme objectif la protection contre
I’hémorragie 1étale. Ce mécanisme est constitué d’une série de réactions enzymatiques
hautement régulées [24][37] et d’un systéme équilibré de facteurs pro-et anticoagulants,

aboutissant a la formation de la fibrine réticulée[38][39].

La coagulation est traditionnellement décrite comme un mécanisme par lequel, la réponse
naturelle de l'organisme et le saignement contrdlé par des agents hémostatiques sont des
processus physiologiques complexes qui impliquent deux cascades distinctes d'événements
d'activation protéolytiques : les voies intrinséque et extrinseque [40][41]. La coagulation
sanguine est toujours considérée comme un facteur déterminant qui agit sur la thrombose et
I’hémostase [42].

3. L'hémostase :

L’hémostase est un changement de I’état physique du sang d0 a la transformation d’une
protéine plasmatique, le fibrinogene, en monomeéres de fibrine, qui, apres polymeérisation,
forment un gel solide consolidant le clou plaquettaire. Cette transformation a pour finalité la
limitation de la déperdition de sang au niveau de la bréche vasculaire, grace au colmatage de
celle-ci. Ce processus physiologique comporte deux étapes, 1’hémostase primaire qui
représente I’ensemble des interactions complexes entre la paroi vasculaire, les plaquettes et
les facteurs hémodynamiques permettant ainsi la formation d’un thrombus plaquettaire
constituant le clou plaquettaire. L’hémostase obtenue par ce dernier est fragile et temporaire,
et doit étre consolidée par la coagulation plasmatique a travers la génération d’un réseau
protéique qui réalise ainsi une hémostase permanente. Ce phénoméne implique treize

protéines plasmatiques (Facteurs | a XIII de la coagulation).

La coagulation plasmatique est une cascade de réactions d’activations enzymatiques
aboutissant au clivage enzymatique du fibrinogene en fibrine par la thrombine qui est
I’enzyme clé de la coagulation. Elle fait intervenir un ensemble de protéines plasmatiques

appelés facteurs de la coagulation circulant sous forme de zymogeénes (précurseurs
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d’enzymes) et de cofacteurs inactifs, les plaquettes, une lipoprotéine tissulaire (facteur
tissulaire), certaines structures vasculaires et les ions calcium. Ces facteurs de la coagulation
sont activés séquentiellement en particulier au contact de la surface plaquettaire activée
[24][37].

La coagulation sanguine est un mécanisme complexe hautement régulé a travers un équilibre
dynamique entre forces pro-et anticoagulantes, ces derniéres étant constituées par des
systéemes inhibiteurs [38][39].

4. Physiologie de la coagulation :

Chez les humains et d’autres vertébrés, la coagulation sanguine est la premicre ligne de
défense contre les traumatismes du systéme vasculaire. Dans le cas d’une blessure non
intentionnelle (cas des accidents) ou intentionnelle (cas de chirurgie), la coagulation sanguine
forme rapidement un caillot de sang. Le temps approximatif pour I’arrét d’un saignement est
en moyenne 2-5 minutes si le systéme fonctionne correctement. S’il y a une défaillance a un

certain niveau, le saignement peut considérablement étre prolongé [43].

Généralement la coagulation sanguine est initiée par 1’exposition du collagéne sous-
endothélial et du facteur tissulaire (FT) au contact du sang au niveau de la lésion [44]. Les
plaquettes adhérent au contact du collagene, s'activent et acquierent une surface
phospholipidique chargée négativement, au contact de laquelle s'effectue I’activation en

plusieurs étapes des facteurs de la coagulation aboutissant a la génération de la thrombine.

Le FT se lie au facteur VII pour l'activer en facteur Vlla. Le complexe Vlla-FT active le
facteur X, pour donner le Xa, qui en présence du facteur Va, transforme la prothrombine en
thrombine (thrombino-formation). Cette voie d’activation est connue classiquement sous le
nom de la voie extrinséque, reconnue comme prépondérante. Un effet rétroactif positif de la

thrombine sur I'activation des cofacteurs V et VIII, rend sa genération explosive.

D'autre part, I'activation dite des facteurs de contact, débutant par I'activation du facteur XII
en Xlla, représente une deuxieéme voie de génération de thrombine appelée classiqguement

voie intrinseque.[45]

La nouvelle théorie de la coagulation, propose une voie unique triphasique constituée par une
phase d'initiation (déclenchée par le contact du FT avec le sang, ancienne voie extrinseque)

une phase de propagation a travers le FXla par la thrombine a leur surface (voie alterne). Le
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FXla peut aussi étre obtenu a travers l'activation des facteurs de contact (ancienne voie
intrinseque) [46][47] (Figure 4).

PTT (Intrinsic) PT (Extrinsic)
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Figure 4: voies intrinseque et extrinseque de la coagulation sanguine (Vandita et al.[48])

La formation excessive de la fibrine est limitée par plusieurs mécanismes anticoagulants. Sous
les conditions physiologiques normales, un niveau de base d’une coagulation activée est
maintenu d’une maniére FT dépendante [49]. Ce taux faible d’activité offre un systéme
flexible qui peut répondre rapidement a une lésion endothéliale. Cette derniére déclenche la
cascade de coagulation mais aussi la voie fibrinolytique. Dans celle-ci, le plasminogéne est
transformé en plasmine dégradant le fibrinogéne et la fibrine, limitant la taille du caillot formé
et par ailleurs réduisant le caillot fibrino-plaquettaire une fois la lésion endothéliale réparée
[24].

5. Le facteur tissulaire :
Le FT est une glycoprotéine membranaire intégrale qui est étroitement liée aux
phospholipides. Il a une forte affinité au facteur VII qui circule dans le sang. Quand une
Iésion vasculaire se produit, les deux protéines forment un complexe en présence des ions de
calcium ce qui facilite la conversion du facteur VII a une sérine protéase (FVIla) par une

protéolyse [50].
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6. La thrombine :

La thrombine est une sérine-protéase de type trypsine [51], elle est I’enzyme finale de la
cascade de coagulation et I'enzyme-clé de la coagulation [52][48]. La thrombine est critique
pour l'amorcage, la propagation et l'atténuation de la réponse hémostatique. Elle régule
également sa propre production soit en la stimulant en particulier par un mécanisme de
rétroaction positive en activant en retour les facteurs V et VIII, soit en I’abaissant par un
mécanisme de rétroaction négative en particulier quand elle se lie a la thrombomoduline, une
glycoprotéine de la surface des cellules endothéliales [48][53], a ce moment, la thrombine se

transforme d’un procoagulant a un anticoagulant et active la protéine C [45] ( Figure 5).

Figure 5 : Role procoagulant et anticoagulant de la thrombine (Marcello et al.[54])

1.6. Les anticoagulants :
Les anticoagulants sont des agents primordiaux pour la prévention et le traitement des
troubles thromboemboliques. En effet, les choix des anticoagulants ont augmenté de facon
exponentielle ces derniéres années, avec de nouvelles options disponibles pour la prévention

et le traitement de la maladie thrombotique.

Le traitement anticoagulant réduit l'incidence de déces et les événements thromboemboliques
Le risque de saignement associé au traitement est la principale limite pour I'utilisation des

anticoagulants [55].

Depuis plus de 60 ans, ’utilisation des anticoagulants oraux était limitée aux antagonistes de
la vitamine K (AVK). Les AVK sont efficaces et recommandés pour la prévention de la

thromboembolie veineuse et artérielle dans les maladies cardiovasculaires, mais leur
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pharmacodynamie est difficile a prédire et les réponses interindividuelle et intra-individuelle
tres variables au traitement expliquent la nécessité d'une surveillance continue. Cela a incité a
I'exploration intensive de nombreuses substances au cours de la derniére décennie pour tenter

de combler les lacunes de I'anticoagulation orale actuelle avec les AVK [56].

1. Régulation du systéeme de la coagulation :

Trois types d'anticoagulants naturels régulent la coagulation sanguine :

e La voie de l'inhibiteur du facteur tissulaire TFPI (Tissue Factor Inhibitor

Pathway) :

L'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI) est une protéine sécrétée par I'endothélium,
est le principal inhibiteur naturel de la coagulation a travers le facteur tissulaire (FT). Le TFPI
est un inhibiteur de type Kunitz qui inhibe le complexe FT-FVIla via un mécanisme de
rétroaction en deux étapes par formation d'un complexe biomoléculaire FXa-TFPI qui
interagit ensuite avec FT-FVIla, donnant un complexe quaternaire inactif et aboutissant a la

terminaison de l'activation de FX catalysée par FT-FVIla [57][58].

e Le systeme de protéine S-protéine C :

La protéine S est une composante essentielle de la voie de la protéine C. La protéine C activee
(APC) est une serine protéase qui inhibe la production de la thrombine par inactivation des
facteurs de coagulation Va et Vllla. La protéine S est un cofacteur dans ces réactions qui
augmente l'activité anticoagulante de I'APC jusqu'a 20 fois. La protéine S peut également

diminuer la production de la thrombine en absence d'APC [57][59].

e Les inhibiteurs physiologiques circulants : antithrombine et héparine cofacteur

I :
L'antithrombine (AT) et I'héparine cofacteur Il (HCII) sont deux inhibiteurs physiologiques
plasmatiques circulants des sérine-protéases de la coagulation. Leur effet inhibiteur est
augmenté par I'néparine et les polysaccharides heparin-like. Le complexe antithrombine-
héparine (ATH) réagit rapidement avec la thrombine et catalyse efficacement I'inhibition de la

thrombine ou du facteur Xa par I'antithrombine exogéne [60] (Figure 6).
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Figure 6: Mécanisme d’inhibition de la thrombine par I’héparine (Weitz et al. [64])

2. Les anticoagulants directs et indirects :

Deux classes d’agents antithrombotiques ont été étudiées: les molécules anticoagulantes et les
molécules antiplaquettaires qui inhibent la formation et la croissance du thrombus. La thérapie
anti-thrombotique est utilisée pour la prévention et le traitement de la thrombose artérielle et
veineuse. La thrombose artérielle est formée sous des conditions de forces de cisaillement
assez élevées générant ainsi des plaquettes riches en fibrine. Par conséquent les médicaments
anti plaquettaires sont plus efficaces dans le traitement de la thrombose artérielle, cependant
les antithrombotiques sont généralement plus efficaces dans la prévention et le traitement de

thrombo-embolismes veineux [61].

Les médicaments anti-thrombotiques sont utilisés pour la prévention et le traitement de la
thrombose ciblant différentes composantes du systeme. Ces agents comprennent les agents
antiplaquettaires, anticoagulants, et les agents fibrinolytiques [62]. La plupart des

anticoagulants oraux, notamment la warfarine, sont des antagonistes de la vitamine K [63].

En effet les inhibiteurs de la thrombine peuvent étre classés comme étant soit direct ou
indirect. Les inhibiteurs indirects de la thrombine, tels que les héparines et les antagonistes de
la vitamine K, bloquent respectivement l'action et la production de la thrombine, soit en
activant des inhibiteurs de la thrombine d'origine naturelle ou en inhibant des facteurs
spécifiques dans le systeme de coagulation pour les premiers ou en empéchant la production

de facteurs de la coagulation fonctionnels au niveau hépatique pour les seconds. [64].

Les antagonistes de la vitamine K étaient les agents primaires utilisés pour 1’anticoagulation
dans certaines maladies cardiovasculaires et thromboemboliques durant plus de 50 ans. Leur
action est parfois problématique, car il existe des différences individuelles interpatients qui

donnent lieu a une efficacité variable du traitement et de sa durée d'action. Des problémes
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sont aussi liés a l'utilisation des héparines, tels le risque hémorragique et la thrombopénie
induite par I'néparine (TIH) [65].

Par conséquent, les inhibiteurs directs de la thrombine ont été développés et examinés pour
leurs utilités dans la prophylaxie et le traitement de thromboemblismes veineux, le syndrome

coronarien aigue et la TIH.

Répondant aux besoins de nouveaux anticoagulants, actuellement plusieurs inhibiteurs directs
de I’activité de la thrombine sont approuvé par la «Food and Drug Administration» (FDA)
comme: lepirudine, desirudine, hirudine, mélagatran, bivalirudine et 1’argatroban [63]. Ces
inhibiteurs directs de la thrombine, atteignent leur effet anticoagulant en se liant directement a
la molécule de la thrombine 1’empéchant ainsi d'interagir avec ses substrats [64] (Figure 7).

Low molecular
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. Aguv:u\ s ‘ l { l
| Thrombin D lia
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Fibrin binding site
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Heparin binding site

Figure 7: Interaction de la thrombine (l1a) avec les différents anticoagulants directs
(Lee etal. [63])

3. Exemple d’inhibiteur compétitif direct de la thrombine : L argatroban:

L'activité anticoagulante de la molécule de dérivé coumarinique (DCBC) synthétisée, qui est

un inhibiteur direct de la thrombine (démontré par Raphaél et al [66]), a été évaluée en
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comparaison avec un inhibiteur compétitif direct de la thrombine, 1’argatroban, ¢’est un dérivé
synthétique commercial de la L-arginine utilisé dans la prophylaxie et le traitement des
thrombopénies induites par I'néparine [67].

L’argatroban est un inhibiteur sélectif, direct et puissant de la thrombine [68] découvert en
1970 par Shousuke Okamoto [69] (Schémal). C’est un dérivé d'arginine, de faible poids
moléculaire avec une demi-vie de 39 a 51 min [70]. L’argatroban est dotée d’une action

antithrombine rapide et efficace.
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Schéma 1 : Structure chimique de 1’Argatroban

L’argatroban se lie au site actif de la thrombine d’une fagon sélective et réversible inhibant
ainsi ses activités catalytiques [67] contrairement a I’héparine qui inhibe la thrombine en
stimulant 1’action inhibitrice de la protéase de I’antithrombine III [71], I’argatroban inhibe la
thrombine directement via 1’interaction avec le site actif de la sérine, donc il inhibe tous les
effets médiés par la thrombine y compris 1’agrégation plaquettaire, la formation de fibrine, et
I’activation de facteur XlIIla en absence de I’antithrombine IIl. L’argatroban possede une
courte durée d’action (25 min) chez les animaux et les humains [70]. Pour toutes ces raisons,
cette molécule a été choisie afin de comparer ses activités antithrombiques a celles du dérivé

coumarinique synthétise.

En revanche, la plupart des médicaments antithrombotiques sont caractérisés par une
efficacite thérapeutique tres limitée a cause de leur nature hydrophobe [72], ces médicaments
présentent deux limitations majeures : un indice thérapeutique étroit et une fluctuante relation
dose-réponse [73][74].

Toutefois, les dérivés coumariniques constituent une partie de ces médicaments.
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I1. Les dériveés coumariniques

les dérivés coumariniques sont des molécules naturelles qui se trouvent généralement dans les
herbes, les orchidées, les agrumes et les légumes dans toutes les parties des plantes (feuilles,
tige, racines, etc...) [14][75] ou synthétiques[76]. Ces composes appartenant a la famille de
benzopyrones [77] sont connus pour leur importance dans la médecine [78] avec un large

¢éventail d’activités biologiques [13].

Jusqu'a preésent, plus de 1300 coumarines ont été identifiées de sources naturelles. Elles ont
pris leur nom de «coumarou», le nom vernaculaire de la feve de tonka (famille des Fabacées),
a partir de laquelle la coumarine est isolée en1820 [79][80]. Les coumarines sont solubles
dans ’alcool [15] et sont connues par leurs odeurs agréables [81]. Quelques huiles essentielles
contiennent aussi de la coumarine, particulierement I’huile des écorces de cannelle, I’huile de
feuille de cassia, et I’huile de lavande. Bien que la plupart des coumarines naturelles sont
isolées a partir des plantes, une partie de coumarines est découverte dans les microorganismes

tels que Streptomyces et Aspergillus [82].

Les coumarines (2H-1-benzopyran-2-ones) sont des coumarines synthétiques, appartenant a la
famille de benzopyrones[77]. ces sont des hétérocycles contenant de I’oxygene, et elles
comprennent une classe trés large de substances phénoliques incolores ayant un goGt amer
[11] (Schéma 2).

5 4
6 X 3
7

BOO

Schéma 2 : Structure chimique de la coumarine [83]

Certains dérivés coumariniques d’origines naturelles et synthétiques ont montré diverses
activités biologiques y compris : des activités anticancéreuse [84], anti-HIV [77], anti-
inflammatoire [85], antibactérienne [86] et dans la maladie d’Alzheimer [87][88]. Par ailleurs,
ils sont utilisés dans la conception des médicaments et aussi comme marqueurs biologiques
[89]. les propriétés pharmacologiques et biochimiques des coumarines ainsi que leurs

applications thérapeutiques dépendent de motifs de substitution [79].
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les principales applications des dérivés coumariniques correspondent a la prévention et au

traitement des maladies thromboemboliques [90], gréace a leurs activités anticoagulantes [16].

Les coumarines ont été synthétisées pour la premiére fois en 1868, elles étaient utilisées dans
I’industrie pharmaceutique comme des précurseurs de la synthése d’un certain nombre des

anticoagulants pharmaceutiques synthétiques [83].

L’histoire de la découverte et le développement des effets anticoagulants de coumarines a
commencé dans les années 1920 dans le Nord du Dakota (Etats-Unis) et en Alberta (Canada),
lorsque les bovins ont été frappés par un nouveau type de maladie hémorragique. En 1939,
Campbell et Link ont identifié I’agent hémorragique : «le dicoumarol». En 1941, ce dernier a
été testé avec succes, comme agent anticoagulant, dans le traitement des thromboses
postopératoires chez les patients de la clinique Mayo. Cependant, par crainte d’une éventuelle
toxicité, il a fallu attendre les années 1950 pour que les dérivés coumariniques soient
introduits en medecine. Depuis, les dérivés coumariniques ont démontré leur efficacité

clinique dans la prévention et le traitement des thromboembolies veineuses et artérielles [17].

Certains dérivés coumariniques agissent comme des inhibiteurs compétitifs de la vitamine K
époxyde réductase, qui est responsable de la régénération de la vitamine K réduite, apres
qu’elle ait été consommée comme cofacteur pour la synthése des facteurs de coagulation : 11,
VII, IX et X (appelés facteurs de la coagulation vitamine K dépendants), entrainant ainsi la
formation de protéines non fonctionnelles [18]. La formation de facteurs fonctionnels requiert
en particulier une y-carboxylation, qui ne peut étre réalisée en l'absence de vitamine K ou en
présence d'agonistes de celle-ci. 1l en résulte une production hépatique PIVKA (Protein
Induced by Vitamin K Absence/Agonists) dépourvues d'activité procoagulante [19]. Les

coumarines créent aussi un déficit fonctionnel des protéines anticoagulantes C et S [20].

Les anticoagulants oraux sont introduits dans la pratique médicale depuis des années, mais
leurs mécanismes d’action restent incomplétement connus. L’utilisation extensive de ces
médicaments dans la prévention et le traitement des maladies thromboemboliques les ont

rendu un parmi les agents pharmacologiques les plus utilisés [91].

Actuellement, la plupart des agents anticoagulants sont des coumarines comme la warfarine,
le dicoumarol, et 1’acénocoumarol. Ces molécules appartiennent a la classe des 4-
hydroxycoumarines qui sont des anticoagulants oraux utilisés pour la prévention du

thromboembolisme veineux primaire et secondaire, I’embolisme systémique et la fibrillation
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artérielle. Ces sont aussi des prophylactiques utilisés chez les patients ayant souffert
d’infarctus aigu du myocarde, et dans la prévention de I’embolisme systémique chez les

patients ayant un risque éleve de sténose mitrale [92].

Il convient de souligner que les patients sous anticoagulants oraux doivent étre suivis pour le

contr6le des effets secondaires [93].

Les limites d'utilisation des anticoagulants existants, antagonistes de la vitamine K et
héparines en particulier, ont conduit au développement de nouvelles thérapies
anticoagulantes. Par conséquent, des nouveaux anticoagulants ont été concus pour cibler

specifiquement des enzymes ou des étapes de la coagulation [94] [95]. (Figure 8)

Anticoagulation Drugs-Targets

Intrinsic system Extrinsic system
(surface contact) (tissue damage)
Xlla Tissue factor

.....................

Heparins-UFH/LMWH V—>\/a

Vitamin K anatgonists I » M3 Thrombin
Direct thrombin inhibitors ‘

Factor Xa inhibitors Fibrinogen » Fibrin

Figure 8: Les principaux sites d’action des anticoagulants (Jay et al.[95])

Ainsi des nouveaux anticoagulants sont actuellement sous évaluation dans les essais cliniques
y compris : des inhibiteurs indirects et directs de facteur VIla/FT, inhibiteur de facteur FXa,

activateur de la protéine C et les inhibiteurs directs de la thrombine (ANSM).

Le ximelagatran, un inhibiteur oral direct de la thrombine, est le premier d’une série de
nouveaux agents qui semblaient prometteurs. La phase Ill des essais cliniques évaluant le
ximelagatran pour la prévention secondaire de thromboembolisme veineux, et la prévention
des événements d’embolie cardiaque chez les patients souffrant d’une fibrillation artérielle a

été effectuée [94]. Toutefois, ce médicament a été retiré du marché aprés sa
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commercialisation, suite a un cas d’hépatite grave survenu chez un patient aprés 35 jours de

son utilisation (ANSM).

Selon des études récentes, de nouveaux dérivés de la warfarine dans laquelle le groupe
fonctionnel «phenylpentan-2-one» en position C3 sont remplacés par une chaine latérale
d’isoprenyl, sont évalués pour leurs propriétés anticoagulantes in vitro. L’étude a montré que
d’autres groupes fonctionnels, structurellement différents en les comparant avec le 4-

phenylpentan-2- one, peuvent aussi contribuer a 1’activité anticoagulante [96].

1. Lawarfarine :

La warfarine, de son nom chimique 4-hydroxy-3-(3-0xo-1-phénylbutyl)-2H-chromén-2-one
[97] appelée aussi coumaphene ou coumadine a €té largement utilisée depuis plus de 50 ans
[98] et se présente comme I’un des principaux anticoagulants oraux administrés pour le
traitement prophylactique de divers troubles thromboemboliques [99] (Schéma 3). Selon les
statistiques, dans la prescription cardiovasculaire, la warfarine occupe le quatrieme rang
[100]. A l'origine, elle était utilisée comme rodenticide, sa premiére utilisation humaine était
une tentative de suicide en 1952 [101].

OH
Jo0®
o "0
Schéma 3 : Structure de la Warfarine

La warfarine est un antagoniste de la vitamine K. Elle exerce son effet anticoagulant en
interférant avec la conversion cyclique de la vitamine K, par conséquent, la production de
facteurs de coagulation vitamine K dépendants (Il, VII, IX et X) non fonctionnels et les

inhibiteurs de la thrombine (protéine C et protéine S) (Figure 9).
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Figure 9: Action de la warfarine sur le cycle de la vitamine K [102]
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En outre, la relation dose-réponse de la warfarine différe entre les sujets sains et peut varier
largement chez les patients. Elle peut étre influencée par plusieurs facteurs tels que les
facteurs pharmacocinétiques en raison des différences dans I'absorption ou la clairance
métabolique de la drogue induite ou pas par des interactions médicamenteuses ou le sexe du
patient [103].

Bien gue ce médicament soit utilisé depuis longtemps et frequemment, les complications qui
peuvent survenir en raison de son faible indice thérapeutique, et les difficultés générales
associées au suivie de cette substance et de la corrélation avec I'état physiologique du patient
[98] restent les limitations majeures pour son utilisation. De plus, rappelons que I’utilisation
de la warfarine est ainsi limitée par un indice thérapeutique étroit qui exige une surveillance
fréquente et une thérapie particuliére personnalisée pour chaque patient [92]. La warfarine
peut étre quantifiée par plusieurs méthodes d'analyse comme: la spectrophotométrie, la
fluorimétrie, et ’HPLC [97]

D’autre part, la warfarine est plus utilisée que 1’acenocoumarol en raison de sa demie vie plus
longue (36 h), théoriqguement la warfarine entraine un effet anticoagulant stable et évite les
variations du facteur VII qui pourrait éventuellement se produire pendant le traitement avec

I’acenocoumarine (demi-vie = 10 h) [83].
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2. Mécanisme d’action de la warfarine :
La warfarine interfere avec la synthese des facteurs de la coagulation vitamine K dépendants
par I'inhibition de la sous-unité C1 du complexe enzymatique Vitamine K époxyde réductase
(VKORCL), ce qui réduit la régenération de la vitamine K réduite. Le degré d'inhibition
dépend de la dose administrée et, en partie, du génotype VKORC1 du patient. Les doses
thérapeutiques de la warfarine diminuent la quantité totale de la forme active de chacun des

facteurs de coagulation dépendant de la vitamine K produite par le foie d'environ 30% a 50%.

Un effet anticoagulant se produit généralement dans les 24 heures apres I'administration du
médicament. Cependant, I'effet anticoagulant optimal peut étre retardé de 72 a 96 heures. La
durée d'action d'une seule dose de warfarine racémique est de 2 a 5 jours. Les effets de la
warfarine peuvent devenir plus prononcés quand les effets des doses quotidiennes se
chevauchent. Les anticoagulants n’ont aucun effet direct sur un thrombus établi, ni sur les
dommages dans les tissus ischémiques. Cependant, une fois un thrombus formé, I'objectif du
traitement anticoagulant est d'empécher une nouvelle extension du caillot et prévenir les
complications thromboemboliques secondaires qui peuvent entrainer des séquelles graves et
parfois fatales [104].

3 Cycle de la vitamine K
La vitamine K est responsable de la conversion post-traductionnelle des résidus du glutamate
en acide glutamique «Gla» dans un nombre limité de protéines. Les plus connues d’entre elles
sont les facteurs de coagulation sanguine I, VII, 1X, X, protéine C, protéine S, protéine Z, et

les protéines de la matrice osseuse [20].

L’acide y-carboxyglutamique permet la liaison du calcium & ces protéines induisant, de ce
fait, leur changement conformationnel, indispensable a leur liaison avec les différents
cofacteurs actifs de la surface cellulaire. La forme réduite de la vitamine K (KH;) agit comme
un coenzyme pour la carboxylase. L’oxydation de la vitamine par I’oxygeéne en vitamine k-
époxyde (KO) fournit de 1’énergie pour fixer le dioxyde de carbone (COy) & la position y du
résidu glutamate [20].

A ce moment la, la vitamine K sera recyclée, d’abord par la vitamine KO réductase en
vitamine K (quinone), ensuite par la vitamine K réductase en vitamine KH;
(hydroxyquinone). Les anticoagulants oraux inhibent la vitamine KO réductase et la vitamine

K réductase, induisant la diminution de la vitamine KH; et, par conséquent, I’accumulation de
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vitamine KO dans les tissus comme le foie et le plasma (Figure 10) et la production de
facteurs de la coagulation vitamine K dépendants non fonctionnels appelés PIVKA (Protein
Induced by Vitamin K Absence/Agonists [105][106].

Warfarine
Epoxy de /
( réductasse \

Vitamine K Vitamine K
réduite époxyde

0, /
Acide glutamique Acide y-carboxyglutamique
des facteurs de coagulation

Hy0

Figure 10: Cycle de la vitamine K.

4. Exemple d’un dérivé coumarinique inhibiteur direct de la thrombine : le
2,5-dichlorophényl-6-(chlorométhyl)-2-oxo-2H-1-benzopyran-3-carboxylate
(DCBC) :

Le 2,5-dichlorophényl-6-(chlorométhyl)-2-oxo-2H-1-benzopyran-3-carboxylate  (DCBC)
(Schéma 4) est un dériveé coumarinigue synthétisé dans le cadre d'un projet global dans lequel
s'inscrit la présente étude, possédant des similarités de structure avec la warfarine qui,
rappelons-le, est prise comme molécule modéle dans [I'élaboration des systémes

nanoparticulaires a base de dérivés de PDMMLA et servant de systéeme de libération

controlée.

Cette molécule a été synthétisée en premier lieu par Raphaél et al [66] ainsi que d’autres

dérivés coumariniques afin de déterminer leurs effets antithrombiques vis-a-vis du facteur Ila
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(la thrombine) et du facteur Xa de la coagulation. Le DCBC a montré une activité

antithrombique plus efficace par rapport a tous les autres dérivés dans un systéeme purifié.

0 Cl
OH 0
N cl N 0
Cl
') o) (@) (@)
Warfarine DCBC

Schéma 4 : Structure chimique de la Warfarine et de DCBC

Ce dérivé ne possede pas d'activité antivitamine K, analogue a celle de la warfarine, mais
possede néanmoins des propriétés anticoagulantes d'intérét en tant qu'inhibiteur direct de la

thrombine, enzyme clé de la coagulation.

I11. Les polymeres biodégradables

L’ingénierie des biomatériaux est un domaine passionnant et multidisciplinaire. Il s'agit de
matériaux congus et développés pour des applications biomédicales destinées a I'amélioration
de la santé et de la qualité de la vie humaine. Un biomatériau est une substance qui est utilisée
dans les prothéses ou dans des dispositifs médicaux congus pour une application bien
déterminée pendant une durée de temps bien précise dans I'organisme [107].

Les applications des biomatériaux vont des applications diagnostiques telles que le
développement des réseaux de génes et de biocapteurs, des équipements médicaux tels que les
poches de sang et des outils chirurgicaux, des traitements thérapeutiques jusgqu'aux les
implants et les dispositifs médicaux ainsi que la médecine régénérative impliquant le génie
tissulaire [108].

Par ailleurs, ces matériaux présentent un intérét exponentiel dans les applications médicales et

pharmaceutiques comme :

26



e les systemes d’administration de médicaments,

e Le traitement local d’un cancer,

o Développement de vaccins,

e La formulation de nanoparticules avec une amélioration de la demi-vie plasmatique,

e Les systemes de libération contrélée autorégulés,

e Les appareils orthopédiques et la lutte contre I’insuffisance organique [109],

[110],[111]

Dans le domaine de I’ingénierie tissulaire [112].

La sélection de biomatériaux joue un roéle trés important dans la conception et le

développement des implants médicaux et de produits d’ingénierie tissulaire [113][114].

Les polymeres, a la fois synthétiques et naturels, constituent des classes tres diversifiees de
biomatériaux. lls sont disponibles dans une grande variété de compositions et des propriétés.
IIs peuvent étre facilement traités pour former des formes complexes avec toutes les tailles en
fonction de leur application finale. En outre, leurs propriétés de surface, qui sont importantes
dans les applications biologiques, peuvent étre facilement modifieées physiquement,
chimiquement ou biochimiquement [107]. Par conséquent le développement rapide des
exigences en matiere de techniques et d'appareils, implique de plus en plus des nouveaux

systémes bases sur des matériaux polymeres [73].

Actuellement et avec le progres des applications biologiques des polymeres, un polymeére doit
avoir plusieurs caractéristiques, essentiellement la bioassimilabilité, la non toxicité et la
biodégradabilité [115].

Par conséquent des biopolymeéres ayant des diverses propriétés spécifiques sont nécessaires
pour des applications in vivo en raison de la diversité et de la complexité des environnements
in vivo. Par conséquent, les polymeres biodégradables ont connu un intérét croissant au cours
des deux derniéres décennies dans la recherche fondamentale, ainsi que dans l'industrie
chimique [116].

Dans ce contexte, I'évolution du génie tissulaire, de la médecine régénérative, de la thérapie
génique et de la libération contrdlée des médicaments a suscité la nécessité de nouvelles

propriétés des biomatériaux biodégradables [117].
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En effet, les matériaux dégradables ont suscité un intérét croissant pendant ces derniéres
années [118]. Un polymére donc est considéré comme biodégradable si la dégradation est due
a D’action des enzymes, ou un processus chimique comme I’hydrolyse et 1’oxydation. Les
polymeres biodégradables constituent une classe intéressante de matériaux lesquels se
dégradent pour donner des produits non-toxiques. Ces polymeéres sont utilises pour le
développement des matériaux écologiques, pour la conception des matériaux de chirurgie
comme les plaques de fixation osseuse, les sutures, les dispositifs d’administration de
médicaments dans le domaine pharmaceutique et dans les structures de soutien (scaffolds)

pour des applications en ingénierie tissulaire [119].

Les polymeres biodégradables, qui ont été utilisés pour les applications biomédicales, peuvent

étre divisés en deux classes générales:

v’ Les polymeéres naturels qui sont disponibles dans une large variété de compositions et
propriétés [120] : polysaccharides tels que I’acide hyaluronique, la chondroitine sulfate, la
chitine et le chitosane, les alginates et la cellulose [121], et des protéines telles que le
collagene [120][122].

v' Les polymeres synthétiques : comme les poly(alkylcyanoacrylates)[123], le
poly(éther-ester) [124], les polyesters aliphatiques et aromatiques [119][125], le poly(amino)
acide [115], le polyurethanes[126], les polyanhydrides[107], les poly(ortho) esters [127], les
polyphosphazénes[128] et les polydepsipeptides[129]...

Les biopolyméres naturels et synthétiques biodégradables ont attiré une attention
considérable. De nos jours, les biopolyméres synthétiques sont devenus des alternatives
attrayantes pour les applications biomédicales pour les raisons suivantes:

> Bien que la plupart des polymeéres biodégradables naturels possedent une bonne
biocompatibilité, certains peuvent déclencher une réponse immunitaire dans le corps humain,
qui pourrait éventuellement étre évitée par l'utilisation d’un biopolymeére synthétique
approprie;

» Les modifications chimiques des polymeres biodégradables naturels sont difficiles;

» Les modifications chimiques provoguent vraisemblablement la modification des

propriétés globales des polymeéres biodégradables naturels.

Par conséquent, on peut obtenir une variété de propriétés avec la possibilité d’effectuer
plusieurs modifications avec des biopolymeres synthétiques convenablement congus sans

modifier les propriétés originales [117]. Ainsi les polymeéres synthétiques sont souvent
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préférés par rapport aux polyméres naturels, étant donné qu’ils peuvent faire I'objet d'un
meilleur contréle de I’lhomogénéité et des propriétés mecaniques désirées qu'on veut leur faire
acquérir [130]. lls peuvent étre facilement transformés pour constituer des formes complexes
avec des tailles diverses selon leurs applications finales. En plus, leurs propriétés de surface,
qui sont importantes dans les applications biologiques, peuvent étre facilement modifiées
[131].

La structure chimique des polymeres joue un role essentiel dans leur biodégradation : elle est
liée a la stabilité de leurs groupements fonctionnels, leur réactivité, et leur hydrophilie [132].
Les polymeéres synthétiques sont utilisés dans plusieurs domaines comprenant le transport, la

construction, emballage, électronique, et les applications médicales [133].

Citant I’exemple des stents cardiovasculaires biodégradables comme une application médicale
essentielle et croissante des polymeres biodégradables, les stents actuels sont principalement
constitués de matériaux métalliques, tels que l'acier inoxydable, le cobalt-chrome ou le
nitinol. Cependant, les complications a long terme associées aux endoprothéses métalliques
ont conduit a des recherches de remplacement totalement dégradables. Plusieurs exigences
clés doivent étre assurées par le stent polymeére, les deux premieres étant des propriétés
mécaniques et des caractéristiques de dégradation, dans ce sujet les produits de dégradation
devraient étre biocompatibles et le processus de dégradation ne devrait pas compromettre

I'intégrité structurale de I'appareil jusqu'a 6 mois [134][108].

Le poly (acide glycolique) (PGA), le poly (acide lactique) (PLA), et leurs copolymeres poly
(acide glycolique-acide co-lactique) (PLGA) sont les polymeres synthétiques dégradables les
plus utilisés en médecine. Le PGA a la structure la plus simple et est plus hydrophile que le
PLA. Le PGA est hautement cristallin et possede un point de fusion élevé et une faible
solubilité dans les solvants organiques. Le PGA a été utiliseé dans le développement de la

premiere suture résorbable totalement synthétique [128].

D’un autre cOté, le poly (e-caprolactone) (PCL) est un polyester aliphatique qui a été etudié
d’une maniere intensive comme biomatériau. La découverte de la dégradation de PCL par les
micro-organismes a conduit a I'évaluation du PCL en tant que materiau d'emballage
biodégradable; plus tard, il s'est avéré que le PCL peut également étre dégradé par un
mécanisme hydrolytique dans des conditions physiologiques. Dans certaines circonstances, le

PCL réticulé peut étre dégradé par voie enzymatique, selon le mécanisme d'érosion de
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surface. Par rapport au PGA ou au PLA, la dégradation du PCL est nettement plus lente. Par
conséquent le PCL, été utilisé pour la conception des matériaux ayant une dégradation a long
terme, tels que les systemes implantables, et les dispositifs contraceptifs implantables [128].

En particulier, les homopolymeres et les copolyméres de 1’acide lactique et glycolique ont été
utilises dans la recherche comme des polyméres appropries pour les systémes
d’administration des médicaments en raison de leur biocompatibilité¢ et leur dégradation
hydrolytique en acides lactique et glycolique, qui sont ultérieurement éliminés sous forme de
dioxyde de carbone et d’eau via le cycle de Krebs [110][135]. Par conséquent, les recherches
dans I'utilisation des polymeéres synthétiques comme vecteur pour la libération controlée des

médicaments ont évolué rapidement ces derniéres années [136][137].

1. les dérivés de poly (acide (R,S)-3,3-diméthylmalique) PDMMLA :
Les dérivés de poly (acide (R,S)-3,3-diméthylmalique) (PDMMLA) sont des nouveaux
polymeres biodégradables et bioassimilables obtenus a partir du produit commercial «2-oxal-
propionate de diéthyle» par une polymeérisation par ouverture de cycle. Cette technique de
polymérisation s'est avérée étre une voie de synthese utile de polymeres tres spécifiques et
intéressants avec des propriétés contrélables [138].

La polymérisation par ouverture de cycle ou Ring Opening Polymerization (ROP) de lactones
pour produire des poly (ester) aliphatiques fournit des polymeéres biocompatibles et
biodégradables polyvalents possédant des bonnes propriétés mécaniques. Ces avantages sont a
I’origine d’une attention croissante au cours des derniéres années, grace a leur application en

tant que substituts biodégradables pour les applications dans le domaine biomédical [139]

Le poly acide malique (PMLA) est a I’origine du PDMMLA. En effet le PMLA est hautement
biodégradable et biocompatible grace a sa solubilité dans I'eau. Les propriétés de PMLA
peuvent étre modifiées pour diversifier ses applications par la modification chimique des
groupes carboxyliques latéraux [140]. La méthylation des groupes carboxyles latéraux, a
permis la formulation des nanoparticules stables et solubles dans I'eau, qui peuvent étre
chargées avec des protéines ou des médicaments pour des applications d'administration de
principes actifs [141]. L'application la plus avancée rapportée pour le PMLA est le
développement de «Polycefin», un prototype pour le transport et la distribution cellulaire
d'oligonucléotides antisens ou d'autres médicaments [142]. Le PMLA est utilisé aussi comme
un transporteur pour les médicaments anticancéreux comme le témozolomide [143] et le
doxorubicin [144].
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Ce polymeére, avait été initialement synthétisé dans le but d'étre utilisé comme un précurseur
de medicament macromoléculaire. Cependant, ce polymére biodégradable est considéré
actuellement comme un composé parent d'une grande famille de polyméres fonctionnels, de
copolymeéres et polystreoisomeéres [88] [145]. Le PMLA peut étre produit naturellement par
Penicillium cyclopium, Physarumpolycephalum, et Aureobasidium, et aussi par plusieurs

méthodes industrielles représentatives qui sont décrites [146].

En 1975, Ringsdorf introduit I'idée de précurseurs macromoléculaires adaptés [10]. Le
médicament peut étre fixé a un squelette polymeére soluble dans I'eau ou biodégradable par
une liaison chimique biodégradable ou par I'intermédiaire d'un élément de liaison. Le modéle
Ringsdorf était la base pour le développement de supports «transporteurs» de médicaments.
Les polymeres utilisés doivent étre non toxiques, biocompatibles, non-immunologenes, et ne
doivent en particulier pas avoir des sites de réactifs exposés et un faible indice de
polydispersité (distribution étroite du poids moléculaire). Un grand nombre de polymeéres
naturels et synthétiques portant des groupes fonctionnels multiples ont été exploités pour la
conjugaison a des médicaments, y compris des polymeéres hydrosolubles synthétiques tels que
le poly éthyléne glycol, le poly glutamylglutamine et les polyméres hydrosolubles naturels
tels que l'acide hyaluronique, I'héparine et I'albumine. Le PMLA est un polyester
biocompatible, non toxique, non immunogene et hydrosoluble. 1l est dégradé en acide
malique, qui est un intermédiaire du cycle de I'acide tricarboxylique, et il est complétement

biodégrade en dioxyde de carbone [143].

Par conséquent, le poly(acide (R,S) -3,3-dimethylmalique) (PDMMLA) semble étre un
polyester aliphatique attrayant, soluble dans l'eau avec des groupes acide carboxylique
latéraux le long de la chaine. Le PDMMLA est biocompatible et se dégrade in vivo en
donnant le L'acide (R, S) 3,3-dimethylmalique, qui est une molécule non toxique [147]. Ces
nouveaux matériaux présentent des propriétés amphiphiles découlant de la présence conjointe
de deux monomeres qui sont le poly(acide (R,S) -3,3-dimethylmalique) hydrophile et le
poly(hexyle (R,S) -3,3-dimethylmalique) hydrophobe [148]. La partie hydrophile des
copolymeéres va permettre sa solubilisation dans les liquides physiologiques et la partie

hydrophobe va permettre I’encapsulation du principe actif hydrophobe.

Par conséquent, deux types de copolymeres dérivés du PDMMLA : des copolymeres
statistiques et des copolymeres a blocs ont été obtenus par un procédé de polymérisation

anionique par ouverture de cycle.
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A partir de ces copolyesters biodégradables statistiques et a blocs, des nanoparticules
amphiphiles et biodégradables congues comme des vecteurs potentiels de médicaments ont été
préparées. Ces nouveaux matériaux presentent des propriétés amphiphiles [149].

Dans d’autres études le PDMMLA a été utilise pour vectoriser 1’amphotéricine B et la
clofazimine qui sont des médicaments puissants entravés par leurs faibles solubilités dans
I’eau et leurs toxicités. Les vecteurs capables d'augmenter leurs solubilités dans I'eau, sont
susceptibles d'améliorer les effets thérapeutiques de ces médicaments et d'autres molécules
ayant des propriétés similaires. Les copolymeéres statistiques amphiphiles dérivés de
poly(acide dimethylmalique) ont été obtenus en utilisant différents rapports d'hydrophobicité
et des tailles différentes. La solubilité du pyréne, de la clofazimine, et d’amphotéricine B dans
I'eau a été augmentée respectivement, jusqu'a 10 000, 20 000 et 1000 fois, dans des solutions
aqueuses contenant ces polymeéres [150].

La préparation des o, o, R-lactones-R-trisubstituées a ouvert la voie a la polymérisation
vivante anionique par ouverture de cycle de ces monomeéres. Par conséquent, les réactions de
transfert dues a la présence d'hydrogéne en o de la fonction carbonyle ont été limitées et il est

maintenant possible de contréler le poids moléculaire des polymeres.

En outre, les groupes terminaux vivants conduisent a la préparation de séquences de
copolymeéres a blocs avec des longueurs contrélées. De la méme maniére, des copolymeres
statistiques avec des masses moléculaires élevées ont été synthétisés. La synthése d’ a, a, B-
lactones-R-trisubstituées a ainsi ouvert la voie a l'obtention de nouveaux dérivés de la famille
des polymeres de l'acide malique. Plus important encore, le processus vivant de la
polymérisation anionique permet I'adaptation des matériaux tels que les polyesters statistiques
et multi blocs avec des masses moléculaires bien contr6lées et une polymolécularité étroite.
Aprés la déprotection du groupement benzyle, ces nouveaux polymeres amphiphiles
pourraient former des auto-assemblages et des agrégats micellaires nanométriques de
différentes morphologies en solution [151].

IVV. La nanotechnologie

La nanotechnologie est la science de la manipulation de matériaux a I’échelle nanométrique
[152]. La nanotechnologie, étant un domaine interdisciplinaire, a trois principaux domaines
qui se chevauchent largement : nanoélectronique, nanomatériaux, et nanobiotechnologie, avec

des applications dans le domaine médical [153].
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La nanotechnologie est un domaine multidisciplinaire qui couvre un éventail vaste et
diversifié de dispositifs issus du génie, la physique, la chimie et la biologie. Le nouveau
domaine en plein essor de la nanotechnologie, ouvert par les progreés rapides de la science et
de la technologie, crée de nouvelles possibilités pour faire avancer le traitement médical dans
le domaine de la santé humaine [154]. Les applications de la nanotechnologie dans ce
domaine impliquent des matériaux et des dispositifs congus pour interagir avec le corps a

I’échelle atomique et moléculaire avec un haut degré de spécificité [155] (Figure 11).
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Figure 11: La nanotechnologie (Chauvierre et al.[156])

Par ailleurs, la nanotechnologie est une technologie transformative ayant le potentiel de
stimuler I’innovation scientifique par le développement de nouvelles modalités thérapeutiques

plus efficaces et plus sdres [157].

L’application de la nanotechnologie a la délivrance des principes actifs pourrait largement
changer la physionomie de 1’industrie pharmaceutique et biotechnologique dans un avenir
proche [158]. En effet le développement continu des nouveaux systemes de libération est
déterminé par le besoin d’optimiser 1’activité thérapeutique et minimiser les effets secondaires
des principes actifs [159]. Ce développement est essentiel pour une thérapie efficace des
futurs principes actifs ce qui implique des composeés synthétiques plus variés et plus
sophistiqués. Pour cette raison les nanoparticules sont devenues de plus en plus impliquées

dans le développement de nouveaux matériaux pour I’innovation des applications d’imagerie
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médicale et de systemes de libération contrdlée telles que les nanoparticules polymériques
biodégradables [160][161].

En fait la nanotechnologie a été introduite il y a plus d'un demi-siécle par Feynman (1960),
basee sur l'idée d'avoir un médecin & l'intérieur du corps, une bonne métaphore pour
l'utilisation des nanoparticules dans la médecine visant I'évaluation, le diagnostic et / ou le
traitement. En conséquence, les progrés récents de la science et de la technologie des
polyméres a permis de concevoir et de synthétiser une large gamme de polymeres avec des
propriétés souhaitables [22]. Les nanoparticules polymériques sur mesure ont réguliérement
acquis une importance en médecine grace a leur longue demi-vie dans la circulation sanguine
[23]. Leurs multiples possibilités de fonctionnalisation et I'incorporation de divers matériaux
organiques et inorganiques [24], ainsi que leurs propriétés adaptables sont nécessaires pour
des applications in vivo en raison de la diversité et de la complexité des environnements
biologiques [25]. Par conséquent, des nouveaux polymeéres biodégradables qui représentent
une classe de matériaux extrémement utiles pour de nombreuses applications biomédicales et

pharmaceutiques et avec des propriétés spéecifiques sont désormais trés demandés [25].

La polyvalence des copolymeres rend possible le contrle de la forme, de la taille, de la
capacité d'encapsulation et de la fonction de ciblage des nanoparticules polymériques. Par
conséquent les performances ne peuvent étre obtenues qu’avec un haut niveau d'expertise de
synthese [32]. Ainsi, le concept de conjugaison médicament-polymére est principalement

exploité pour :

v' Améliorer la capacité du médicament a livrer plus précisément donc a minimiser les
effets systémiques et ciblant uniquement les sites pathologiques [33]

v Masquer les propriétés intrinseques physico-chimiques des substances [34]

v" Augmenter la solubilité aqueuse et la biodisponibilité des médicaments moins solubles
[35]

Pour toutes ces raisons, le succes d'un systéeme de délivrance de médicaments repose sur une
sélection appropriée du support polymere. Ces systémes peuvent étre administrés par des
differentes voies : intraveineuse [36], orale [37], intra-péritonéale [40], cutanée ou sous-
cutanée [41], sous forme de nanospheres [42], de nanocapsules [43], de nano-émulsions [44]
et de liposomes, qui ont été les premiers supports introduits pour la délivrance de
médicaments [34].[47].
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Donc la conception d'un systeme basé sur des polymeres fonctionnels degradables pour la
délivrance de médicament hydrophobe de maniere spécifique au niveau d'un site pathologique

bien deéterminé reste toujours un défi a relever [48].

Ces systemes, lorsqu'ils sont bien congus, auront les avantages mentionnés ci-dessous [47]
[49].

Ciblage spécifique

des tissus

Augmentation de la Dégradation en

pénétration intracellulaire T

produits non toxiques
\ /

Nanoparticules

Régulation de la distribution / \4

pharmacocinétique des Protection des médicaments

médicaments d’une dégradation prématurée

1. Nanoparticules et traitement des maladies cardiovasculaires :

Les nanoparticules sont définies comme des particules d’une taille comprise entre 1 et 100
nanometres [162]. Leurs applications industrielles sont considérables et bien qu’il n’existe a
I’heure actuelle que peu des applications pharmaceutiques proposées sous forme
nanoparticulaire, on peut prévoir un développement spectaculaire de ces produits dans les
années a venir. A court et moyen termes, l’utilisation majeure des médicaments
nanoparticulaires sera la vectorisation des principes actifs. Elle correspond du reste aux

quelques produits déja commercialisés. On distingue a 1’heure actuelle trois types de vecteurs:

> Les vecteurs de premiére génération : nanosphéres et nanocapsules (les plus connues
et les plus accessibles)
> Les vecteurs de seconde genération : nanoparticules recouvertes de polymeres

hydrophiles tels que le poly(éthylene glycol) (PEG) et les nanoparticules « peggylées»
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> Les vecteurs de troisieme génération, en cours de développement, associant un noyau
biodégradable et une enveloppe de polymere (PEG) a un ligand de reconnaissance

membranaire.
Il s’agit trés généralement de systémes colloidaux ou I’on peut distinguer trois classes :

v"les nanoparticules biodégradables
v"les nanoparticules solubles

v"les nanoparticules non ou lentement solubles.

Les nanoparticules présentent des caractéristiques et des fonctionnalités multiples, présentant
des différences dans les :

v' Tailles : allant de quelques dizaines de nanométres (exemple de dendrimeres,
nanoparticules d'or et d'oxyde de fer) a quelques centaines de nanometres (des particules a
base de lipide) a des particules de taille micronique.

v’ Formes : des particules sphériques classiques a discoidales, hémisphériques,
cylindriques et coniques.

v" Fonctionnalisation de surface, avec une large gamme de charges électrostatiques et
de conjugaisons de biomolécules.

L'utilisation de ces agents permet une administration locale ou dirigée, un effet prolongé du
médicament, une délivrance facilitée dans les cellules cibles et une réduction des effets de
cisaillement du flux sanguin.

Différents systéemes d'administration de médicaments a base de nanoparticules ont été et sont
en cours de développement pour des applications dans le cancer, les maladies
cardiovasculaires et d’autres maladies [163].

L'un des principales cibles de I'application de la nanotechnologie pour la recherche
cardiovasculaire a été I'imagerie ciblée, thérapie de l'athérosclérose et de la resténose. Les
agents de contraste a I'échelle nanomeétrique sont apparus comme des modalités a multiples
facettes qui peuvent étre utilisés pour identifier et caractériser les premiers stades de la
maladie avant le développement de manifestations pathologiques. Les nanomatériaux
générateurs de contraste pour l'imagerie cardiovasculaire comprennent des particules
fluorescentes, radioactives, paramagnétiques, super paramagnétiques, électroniques et des

particules diffusant la lumiére [164].

36



2. Nanoparticules thérapeutiques et théranostiques :
Plusieurs applications de la nanotechnologie y compris les nanovecteurs pour I'administration
de médicaments (Figure 12) et des dispositifs tels que les stents mécaniques, possédant des
composants a I'échelle nanométrique, sont étudiés pour le traitement de I'athérosclérose et la
resténose. Parmi les médicaments utilisés pour prévenir la resténose, citons les cytotoxiques
qui inhibent la croissance des cellules musculaires lisses (par exemple, le paclitaxel, la
cytarbine, les étoposides, la doxorubicine), les antagonistes des récepteurs du facteur de
croissance dérivé des plaquettes (PDGF) (par exemple les tyrphostines), les inhibiteurs de la
réponse inflammatoire / immunomodulateurs (par exemple stéroides, bisphosphonates,
cyclosporine A) et les antibiotiques (fumagilline).
D'autres thérapies prometteuses affectent des cibles de genes spécifiques responsables de la
thrombose ou de I'hyperplasie de l'intima (par exemple la prostacycline synthase et la
thymidine kinase).
Dans le cas des matériaux génétiques et autres biomolécules, leur encapsulation dans les
nanoparticules assure une protection contre la dégradation enzymatique et permet des profils
de libération prolongée. Les principales classes de nanovecteurs étudiées comme agents
thérapeutiques et theranostiques (les particules intégrant I'imagerie diagnostique et les
composants thérapeutiques) pour la resténose sont les liposomes avec différentes
caractéristiques de surface, nanoparticules, micelles polyméres, nano-émulsions et particules
conjuguées a des molécules thérapeutiques [165][166][167][168][164].
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(b)

Figure 12: les approches de la nanotechnologie pour le diagnostique et le traitement des
MCYV : nanoparticules (a) contraste de 1’image multimodale (b) traitement pour une plaque
d’athérosclérose en ciblant les cellules immunes ou ligand spécifique dans 1I’endothélium 1ésé
(c) sonde in vivo implantée dans la région péricardique ou dans 1’un des principaux vaisseaux
sanguins (d) stent contenant un principe actif/nanoparticules (Godin B et al [164])

D’un autre c6té, des nanoparticules a base de polysaccharides ont été étudiées pour
I'administration de médicaments fibrinolytiques dans le traitement de la thrombose. Les
nanoparticules de poly(acide lactique-co-glycolique) chargées avec l'activateur tissulaire de
plasminogéne (t-PA) et recouvertes de chitosane ont été congues pour la thrombolyse. Le
systeme de délivrance pour le t-PA était basé sur l'interaction électrostatique du chitosane
avec la fibrine [169]. La perméabilité et la facon de dissolution des caillots ont également été
améliorées pour les nanoparticules de poly(acide lactique-co-acide glycolique) chargées de t-
PA et recouvertes de chitosane, par rapport au t-PA en solution [170].

Donc pour préparer des nanoparticules chargées et non chargées de principe actif, la méthode

la plus simple et la plus utilisée est la nanoprécipitation.

3. Principe de la nanoprécipitation :

Les nanoparticules sont utilisées pour administrer des principes actifs hydrophiles [171],
hydrophobes [172], protéines [173], vaccins [157], macromolécules biologiques [174], etc.
Elles peuvent étre formulées pour une administration ciblée du systéeme lymphatique [175],
cerveau [176], parois des artéres, poumons, foie, rate, ou faites pour la circulation systémique
a long terme [177].

38



Les nanoparticules de PDMMLA sont formées selon la méthode décrite par Fessi et al (1989)

: la nanoprécipitation [178].

Cette technique présente de nombreux avantages : c'est une technique simple, rapide et facile
a réaliser. La formation des nanoparticules est instantanée et la totalité de la procedure est
réalisée en une seule étape. La technique nécessite deux solvants miscibles. Idéalement a la
fois le polymere et le médicament doivent se dissoudre dans le solvant, mais pas dans le
second systéme (non-solvant). La nanoprécipitation se produit par une désolvatation rapide du
polymére lorsque la solution de polymere est ajoutée au non-solvant. En effet, des que le
solvant contenant le polymere diffuse dans le milieu de dispersion, le polymére se précipite,
impliquant un piégeage immédiat de medicament. La formation rapide des nanoparticules est
régi par I'effet de Marangoni [178], du a une turbulence qui a lieu a l'interface du solvant et du
non solvant et résulte des phénomenes complexes et cumulés tels que le débit, la diffusion et

les variations de la tension de surface [179].

La nanoprécipitation permet la production de petites nanoparticules (100-300 nm) avec une
distribution monomodale étroite, et une large gamme de polymeres préformés. Cette méthode
ne nécessite pas de cisaillement / vitesses d'agitation prolongée, sonication ou des
températures tres élevées, est caractérisee par l'absence des interfaces huileuses aqueuses, et
toutes conditions qui pourraient endommager la structure d'une protéine. En outre, les agents

tensioactifs ne sont pas toujours nécessaires [180].

Compte tenu des exigences de base applicables pour 1’administration intravasculaire, La

nanoprécipitation d'abord décrite par Fessi et al, présente deux avantages:

1. Réduction de I’utilisation des composants potentiellement toxiques (y compris les
solvants chlorés et les tensioactifs)
2. Production des nanoparticules & une taille définie ayant une distribution réduite sans
avoir recours a une source d’énergie externe.
La principale limite de cette méthode est liée aux propriétés de solubilité des médicaments
nécessaires pour une encapsulation efficace. Par exemple, la technique de nanoprécipitation
est peu efficace pour le piegeage des molécules solubles dans I'eau, et par conséquent la
plupart des études d’incorporation de molécules ont porté essentiellement sur des composes
amphiphiles peu solubles dans l'eau et possédant une solubilité élevée dans les solvants

organiques miscibles avec I'eau [181].
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Pour les principes actifs hydrophiles plusieurs autres méthodes ont été utilisees pour leur
encapsulation. Parmi ces méthodes on peut citer la technique d’émulsification [182], la
technique d’évaporation du solvant [183], la technique de double émulsions sans solvant

organique [171] et les liposomes [184].

4. Caractéristiques et avantages des nanoparticules :

La capacité théorique de construire des choses avec une précision a I'échelle de I'atome a été
initialement envisagée par le physicien Richard Feynman le lauréat du Prix Nobel dans sa
célebre conférence de nanotechnologie a 1959 qui a déclaré que "1l y a beaucoup de place au
fond" [185]. Les nanoparticules, dont la taille varie de 1 a 100 nm, sont des matériaux
multifonctionnels attrayants en raison de leurs dimensions, leurs propriétés morphologiques,

chimiques et physiques [186][187].

Les nanoparticules peuvent constituer un moyen pour modifier la distribution d'une substance
active in vivo et d'accroitre sa concentration dans le tissu cible, ce qui est susceptible
d'améliorer I'efficacité et de réduire la toxicité des molécules encapsulées [188]. Pour ces
applications, les nanoparticules ne doivent pas seulement étre composées d'un polymere
biodégradable et biocompatible, mais aussi avoir une forme et une taille bien déterminées, en
particulier pour I'administration intraveineuse [188]. En effet le diamétre des transporteurs de
principe actif est un paramétre crucial dans leur biodistribution et dans la détermination de
I'étendue et de la vitesse a laquelle ces nanoparticules sont éliminées de la circulation. La
taille des particules affecte également la concentration et la libération de la drogue [188].

Dans ce contexte, le concept de nanoparticules polymeres injectables et dégradables a été
particulierement développé au cours de la derniere décennie en raison des nombreux

avantages potentiels tels que :

— la protection contre la dégradation des principes actifs instables ;

— la réduction des effets toxiques de certains médicaments hautement actifs ;

— I’obtention d’un profil pharmacocinétique plus favorable ;

— I’amélioration du confort du patient par la diminution du nombre d’injections ;

— dans certaines conditions le ciblage de 1’action thérapeutique vers des tissus ou des cellules

specifiques [189].
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Ce concept devrait permettre non seulement de limiter les doses de médicaments administrés,
mais aussi la distribution non spécifique de ces derniers pour les cibler dans un site déterminé
(cellules, tissues, organes). Par conséquent plusieurs types de systémes d’administration de
médicaments [190][191] et de nombreux protocoles ont été elaborés pour la synthese des
nanoparticules basées sur le type de médicament utilisé et la voie de libération désirée. Une
fois un protocole choisi, les parametres doivent étre adaptés afin de créer les meilleures
caractéristiques possibles pour les nanoparticules. Quatre caractéristiques des nanoparticules
sont trés importantes a ce niveau : la taille, 1'efficacité d’encapsulation, le potentiel zéta
(charge de surface), et les caractéristiques de libération [192][193][194][195].

5. la libération contr6lée de principe actif :
L’incorporation de 1’agent thérapeutique dans un polymeére biodégradable est une méthode
prometteuse pour parvenir a la libération contrélée des principes actifs. Ce polymeére va

assurer la libération continue du principe actif au fur et a mesure qu’il se dégrade [196].

Donc les copolyméres peuvent agir comme des systemes efficaces pour la libération des
principes actifs hydrophobes et hydrophiles. Les nanoparticules de copolyméres amphiphiles
peuvent encapsuler des principes hydrophobes dans leurs noyaux intérieurs alors qu’elle
expose sa couche hydrophile a I’environnement extérieur [197] qui est le cas de notre

copolymére amphiphile : le PDMMLA.

En effet, I’administration des médicaments et la conception de nanosystémes qui sont en
mesure de libérer les principes actifs au bon endroit, au bon moment et au bon dosage,
constituent aujourd'hui une des zones les plus attractives de la recherche [2], par conséquent
les outils pour former un conjugué polymere-médicament visant ces applications sont bien
étudiés par les spécialistes de polymeres artificiels [198] C’est pourquoi le domaine de
nanotechnologie se concentre sur la formulation d’agents thérapeutiques dans des
nanocomposites biocompatibles telles que les : nanoparticules, nanocapsules, systemes

micellaires, et éléments combinés [199].

La possibilité de la libération controlée au niveau de sites spécifiques dans un objectif
d’optimisation de la pharmacothérapie a donné une nouvelle impulsion a un progres
significatif dans I’ingénierie pharmaceutique. Ceci a conduit a I'élaboration de ces nouvelles
formes pharmaceutiques : les nanoparticules [195], capables de vectoriser une large gamme
de principes actifs dans les différentes parties de I'organisme pendant des périodes de temps

prolongées. Les nanoparticules ont un avantage supplémentaire par rapport aux
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microparticules, qui possedent des dimensions plus importantes, parce qu’elles sont mieux
adaptées a I’administration intraveineuse : les plus petits capillaires dans I'organisme humain
sont de ’ordre de 5-6 um de diametre, et donc la taille des particules réparties dans la
circulation sanguine doit étre nettement inférieure a 5um [200]. En outre, grace a leurs petites
dimensions, ces derniéres peuvent diffuser dans les tissus a travers la paroi des capillaires,
traversant la fenestration présente dans la muqueuse épithéliale (par exemple, le foie) et sont
généralement reprises efficacement par les cellules. En outre grdce aux caractéristiques
ajustables de polymére, la libération d'un agent thérapeutique a partir des nanoparticules dans
le tissu cible ainsi que sa durée peut étre contrdlée pour une efficacité thérapeutique optimale
[201].

Finalement, il et aussi a noter que la libération des principes actifs dépend en grande partie
des differents profils de dégradation des copolymeéres [202].

Dans ce travail, nous avons synthétisé et caractérisé des polyesters fonctionnels
biodégradables appartenant a la famille des poly(acide (R,S) -3,3- dimethylmalique)
(PDMMLA). Celui-ci et ses dérivés amphiphiles peuvent étre considérés comme des
polymeres prometteurs qui peuvent servir de matrice pour la warfarine, en tant que molécule

hydrophobe
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Chapitre |1

Partie expérimentale



I. Matériels

Tous les solvants et les réactifs pour la synthese de copolyméres de PDMMLA ainsi que les
réactifs pour préparer le tampon phosphate et le tampon de la thrombine sont fournis par
Carlo Erba (France) et Sigma Aldrich (France). Le substrat chromogéne de la thrombine
(S2238) est fourni par Chromogenix (France). La thrombine et 1’argatroban sont fournis par
Sigma Aldrich (France).

Le tampon phosphate (C=0,01 M) de la phase mobile d’HPLC est préparé en mélangeant 1,42
g de sodium phosphate dibasique (Na,HPO,) avec 1,2 g de dihydrogénophosphate de sodium
(NaH,PQ,4). Ainsi, une solution du tampon thrombine est préparée en mélangeant le
trishydroxyméthylaminométhane hydrochloride: Tris HCl (C= 0,01M) avec l’acide 4-(2-
hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique (HEPES) (C=0,01M), le chlorure de sodium
NaCl (C=0,1M), et le polyéthyléne glycol PEG (0,1% w/v), pH=7 4.

II. Meéthodes :

I1.1-Caractérisations structurales des copolymeres :

11.1.1. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR) :

Les spectres FTIR sont enregistrés grace au spectrométre AVATAR 370 TF-IR Thermo
Nicoleten utilisant Nicolet OMNI-Sampler ATR Smart Accessory (Ge, DTGS). Les résultats
sont affichés sous forme de bandes d’adsorption en cm™. Grace & cette technique nous avons

pu suivre la transformation des monoesters en lactones et des lactones en copolymeres.

11.1.2. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) :

Les spectres RMN'H et **C sont enregistrés dans un spectrométre BRUKER AM-400
MHz avec le CD3;COCD3; comme solvant et avec les signaux de solvant résiduels comme
standard interne. Les déplacements chimiques sont donnés en ppm (8) et les constantes de

couplage en Hz.
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11.1.3. Chromatographie d’Exclusion Stérique (SEC) :

Les masses moléculaires moyennes des copolymeres sont déterminées grace a
I’association de la chromatographie d’exclusion stérique a haute performance (HPSEC) et le
détecteur de la diffusion laser multi-angles (MALLS) & une température ambiante, un
viscosimétre et un détecteur a indice de réfraction différentiel (dRI). Le solvant utilisé pour
dissoudre les polymeres est le tétrahydrofurane (THF).Ce dernier est filtré a travers un filtre
de 0,1 um (Millipore, Billerica, USA), dégazé (DGU-20A3R Shimadzu, Kyoto, Japan) et élué
avec un debit delmL/min (LC10Ai Shimadzu, Kyoto, Japan). 100 pL d’une solution de 20
mg/mL de I’échantillon a tester est préalablement filtré et 0,2 pL est injecté grace a un
injecteur automatique (SIL-20A HT Shimadzu, Kyoto, Japan). La colonne de séparation est
constituée de gel de divinylbenzene-polystyréne. Le photométre MALLS, un mini Dawn
TREOS de Wyatt Technology Inc (Santa Barbara, CA, USA) est fourni avec la silice et le
laser Ga-As (A = 665,8 nm). La totalité des données collectionnées par le détecteur de 1’index
réfractif différentiel (dRI) et la diffusion de la lumiere (LS) sont analysées grace au logiciel
Astra v6.0.6. Les masses moléculaires sont données avec la méthode de Zimm d’ordre 1. La
concentration de chaque fraction éluée est déterminée avec le dRI (RID10A Shimadzu,

Kyoto, Japon) selon les valeurs mesurées de dn/dc (0,05 mL/g) [32].

11.1.4.Mesure de la température de la transition vitreuse (Tg):

Toutes les températures de transition vitreuse (Tg) des différents copolymeres sont
obtenues gréce a la Calorimétrie Différentielle & Balayage (DSC : Differential Scanning
Calorimetry). La DSC est mesurée dans un analyseur SDT Q600 (TA instrument, Guyancourt,
France). C’est un paramétre intrinséque crucial qui influence les applications potentielles et
les propriétés des polymeres. En état de transition vitreuse, les propriétés physiques comme la
densité, le volume et 1’échauffement spécifique en plus des propriétés mécaniques comme la
déformation des polymeéres vont changer. Deux facteurs principaux vont influencer
directement le polymére une fois refroidi et revenu a son état vitreux : le premier est la
mobilité des chaines et le deuxiéme est le volume libre et ainsi plusieurs propriétés vont étre

affectees apres cette transformation.

En démarrant une analyse, les copolymeres sont refroidis a -60°C puis chauffés de -60°C a
200°C avec une vitesse de 10°C/min. L’analyse est répétée une fois. La Tg est déterminée a

partir du point d’inclinaison de la courbe du deuxiéme chauffage.
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I1.2-Caractérisations des nanoparticules :

1. Etude morphologique des nanoparticules par Microscopie Electronique a

Transmission (MET) :

Aprés la formation des nanoparticules par la technique de la nanoprécipitation, la
morphologie des nanoparticules a été étudiée au moyen de la MET. Les analyses par MET ont
été faites par le JEOL-2010 microscope électronique avec une tension de 200 kV. Ce dernier
est un microscope électronique a transmission a haute résolution qui peut étre fonctionnel par
une tension d’accélération entre 80 et 200 kV. Le JEM-2010 est configuré avec une haute
luminosité LaB6 source de diffraction électronique de nano faisceau convergent. L’ instrument
est configuré avec plusieurs accessoires, y compris un Gatan Orius SC200 caméra digitale a
une haute vitesse et un Oxford énergie dispersive spectrometre/4pi work station. Ensemble,
ces systémes permettent des études microstructurales et compositionnelles trés avancées

d’une large variété des matériaux organiques et inorganiques.

Une goutte de chaque nano suspension est prélevée et déposée sur une grille en carbone. Cette

derniére est séchée a température ambiante.

2. Evaluation de la taille des nanoparticules par Zetasizer NanoZS

Diffusion Dynamique de la Lumiére :

La taille des nanoparticules est déterminée par la technique de la diffusion dynamique de la
lumiere (DLS : Dynamic Light Scattering). Cette technique nous a permis de déterminer le
diamétre hydrodynamique des nanoparticules dans une nanosuspension. La Diffusion
Dynamique de la Lumiere diffuse dans un angle de 90 degrés utilisé pour mesurer la taille de
la particule. Cette technique mesure la distribution des particules soumises au mouvement
Brownien et calcule la distribution de la taille de la particule en utilisant la relation

généralisée de Stokes-Einstein ayant une équation générale : D = uKgT avec :
D : constante de diffusion
Kg : constante de Boltzmann

W : mobilité ou rapport de la vitesse de mouvement finale de la

particule a une force appliquée

T : température absolue
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Deux formes importantes et fréquemment utilisées de la relation sont :

D= ELT : «Equation de Stokes-Einstein», pour la diffusion de particules sphériques a travers

mnr

un liquide a faible nombre de Reynolds.

KgT . teas 2 . . . . ‘
D= unB : «Equation de mobilité électrique», pour la diffusion de particules chargées avec :

q : charge électrique de la particule
Hgq : mobilité électrique de la particule chargée

n : viscosité du milieu

r : rayon de la particule sphérique

Chaque analyse est répétée trois fois dans une solution de NaCl (0,001M) et a température

ambiante.

3. Evaluation de la charge de la surface des nanoparticules : mesure du
Potentiel Zéta par Zetasizer NanoZS (DLYS) :

La charge de surface des nanoparticules est déterminée en mesurant le potentiel zéta grace a la

diffusion dynamique de la lumiére aussi dans une solution d’NaCl (C= 1mM).

L’Electrophorése Laser Doppler est utilisée pour mesurer le potentiel zéta. Un champ
électrique est appliqué a la suspension de molécules, lesquelles vont donc bouger a une
vitesse relative a leur potentiel zéta. Cette vitesse est mesurée grace a une méthode nommée:
laser interferometry patented M3-PALS (Phase Analysis Light Scattering). Ce dernier permet
le calcul de la mobilité électrophorétique et donc le potentiel zéta pour une mesure précise
d’une large gamme d’échantillons et de milieux de dispersion y compris des dispersants non

aqueux et a fortes concentrations salines. Chaque analyse est répétée trois fois.

4. Lavage des nanoparticules par ultracentrifugation:

Les suspensions nanoparticulaires ont été lavées 2 fois avec 8 mL d’une solution d’NaCl afin
d’¢liminer toute la warfarine liée a la surface des nanoparticules et une fois avec 1’eau
ultrapure, avec I’ultracentrifugeuse a 45000 t/min pendant 30 min. Le surnagent est récupéré a
chaque fois afin de calculer le pourcentage d’encapsulation et le culot est récupéré pour la

libération contrélée de la warfarine.
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5. Optimisation des conditions d’élution du principe actif encapsulé : la

warfarine et de standard utilisé : la phénylbutazone :
Cing dilutions de la warfarine et de la solution standard utilisée (phénylbutazone), ont été
analysées par RP-HPLC pour déterminer:

1. Le pH de la phase mobile.

2. Laproportion de la phase mobile en acétonitrile (ACN) et en tampon phosphate.
3. Le débit d’¢lution optimal de la molécule.
4

Le temps de rétention de dérivé coumarinique.
Détermination de pH de la phase mobile.

Quatre pH (pH=6, pH=6,5, pH=7 et pH=7,5) ont été testés afin de déterminer la meilleure

séparation et le meilleur temps d’élution des principes actifs.

Quatre solutions de tampon phosphate (C = 0,01 M) ont été préparées. Pour chaque solution
le pH a tester a été ajusté. Les solutions sont filtrées et trois échantillons de chaque solution

ont été prélevés, filtrés et testés par RP-HPLC.
Détermination de la proportion de la phase mobile en ACN et en tampon phsphate:

Différentes proportions d’ACN/tampon phosphate (50%/50%, 60%/40%, et 70%/30%) de la
phase mobile ont été testées afin de déterminer le bon pourcentage qui va donner la meilleure
séparation et le temps d’élution le plus court. Dans cet objectif, une solution d’acétonitrile et
une solution du tampon phosphate (C = 0,01M) sont filtrées. A partir de ces deux solutions,
trois solvants pour I’HPLC ont été préparés. Les solvants sont utilisés pour déterminer le

temps d’¢lution de la warfarine et de phénylbutazone
Détermination de débit optimal pour I’analyse de la warfarine :

Deux débits ont été testés pour déterminer le meilleur temps d’¢lution de la warfarine:

0,5mL/min et ImL/min.

Toutefois avec le débit de 1 mL/min, la pression a considérablement augmenté pour atteindre
200 bars, et par la suite notre choix s’est porté sur le debit de 0,5 min/mL pour éviter la

montée excessive de la pression a I’intérieur de la colonne.

Détermination de la longueur d’onde de la warfarine et de phénylbutazone:
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La détermination de la longueur d’onde d’absorption de la warfarine et de la phénylbutazone
a été effectuée a partir d'une solution mere de concentration égale & 1 mg/mL pour la
warfarine et 0,1 mg/mL pour la phénylbutazone. A partir de ces solutions méres, des dilutions
respectives de 107, 10 et 10 dans un mélange de tampon phosphate et d’acétonitrile ont été

effectuées, contre un blanc constitué du mélange des deux solvants.

La longueur d’onde est déterminée a partir des courbes données par la spectrophotométrie
(Figures 13 et 14), donc selon les résultats obtenus, 280 nm est choisie comme longueur

d’onde intermédiaire entre la warfarine et la phénylbutazone.
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Figure 13 : Spectre UV-Visible de la longueur d’onde d’absorbance de standard utilisé :

phénylbutazone
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Figure 14 : UV-Visible de la longueur d’onde d’absorbance de la warfarine

Donc les conditions de dosage de la warfarine ont été fixées :
-pH du tampon phosphate = 7

- Phase mobile constituée de 60% tampon phosphate et 40% acétonitrile avec un débit de 0,5

mL/min
- Détection : absorbance de la warfarine et de la phénylbutazone & 280 nm

Ces résultats ont donné les temps les plus appropriés pour 1’¢lution de la warfarine et de la
phénylbutazone (5 min pour la phénylbutazone et 7 min pour la warfarine), et une bonne

séparation entre les pics de ces deux molécules (Figure 15).
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Figure 15 : Chromatogramme de la warfarine et de la phénylbutazone

Par conséquent, ces résultats d’optimisation de conditions d’élution de la warfarine

confirment éventuellement en grande partie les résultats obtenus par Chua et al.[99]

6. Liberation contrélée de la warfarine :
Le profil de la libération de la warfarine est un caractére tres important pour évaluer le
potentiel des nanoparticules dérivées du PDMMLA a assurer une libération et une action

prolongée de la warfarine.

La libération de la warfarine est suivie par la Chromatographie a Haute Performance a Phase
Inverse (RP-HPLC). Cette technique est constituée d’un systéeme Waters 2695 HPLC
(Milford, MA, USA) intégrée a une colonne, un auto-échantillonaire et une pompe. Le
détecteur est Waters 2996 PDA (Milford, MA, USA). Empower Pro®5.0 contrdle
I’équipement ainsi que 1’intégration des pics dans le chromatogramme. La colonne analytique
est une Purospher® STAR (250 x 4.6 mm i.d, 5 pum) endcapped RP-18 column (Merck,
Darmstadt, Germany). L’acétonitrile (ACN) est un solvant d’HPLC. L’eau déionisée est

purifiée en utilisant le Millipore Milli-Q®Integral System (Molsheim, France).
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Les études de la libération in vitro de la warfarine nécessitent une quantification parfois de
tres faibles quantités. La méthode la plus sensible utilisée est la RP-HPLC en mode

isocratique dont les propriétés sont mentionnées ci-apres :

- Phase stationnaire : Hibar® RT 250-4,6 Purospher® STAR RP-18 (5 pum) maintenue a

température ambiante.

- Phase mobile 60% du tampon phosphate + 40% d’acétonitrile avec un débit de 0,5 mL/min
- Volume injecté : 100 pL

- Détection : absorbance de la warfarine + phénylbutazone a 280 nm.

La gamme d’étalonnage de la warfarine a été réalisée a partir d’une solution mére avec une

concentration C = 1 mg/mL.

I1.3-Caractérisation du deérivé coumarinique : le 2,5-
dichlorophenyl 6-(chloromethyl)-2-oxo0-2H-1-benzopyran-3-
carboxylate (DCBC):

1. Détermination de I’absorbance de dérivé coumarinique : (DCBC):

Pour déterminer la longueur d’onde de dérivé coumarinique par une spectrophotométrie, une
solution mere avec une concentration de 10 mg/ml est préparée, a partir de cette solution, cing
dilutions qui correspondent aux solutions filles ont été préparées pour avoir des différentes
concentrations: 0,1, 0, 2, 0, 04, 0,02 et 0,01 mg/ml.

2. Evaluation de I'activité anticoagulante de DCBC :

Afin de pouvoir effectuer les tests coagulométriques et comparer 1’activité antithrombique
directe de DCBC et de I’argatroban, deux solutions meres de 1’argatroban (1200 nM) et de
DCBC (600 nM) ont été préparées. A partir de ces dernieres, nous avons effectué deux
dilutions dans un plasma pauvre en plaquette (PPP) fraichement recueilli pour obtenir les
différentes concentrations finales souhaitées : 80, 160, 240, 320, et 400 nM pour I’argatroban
et 40, 80, 120, 160 et 200 nM pour le DCBC.
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Le PPP est obtenu a partir du sang fraichement prélevé apres sa centrifugation pendant 15 min
a 2000 t/min. Le surnageant obtenu est le PPP qui sera décanté pour pouvoir effectuer les
différentes analyses.

Pour réduire ’effet de DMSO sur les différents tests coagulométriques avec le DCBC et
I’argatroban, nous avons choisir de préparer des solutions meres ayants des concentrations
multipliées par trois par rapport aux concentrations nécessaires pour effectuer les tests. Ces

concentrations seront diluées deux fois successives dans le PPP.

Généralement les medicaments anticoagulants ont pour effet I’inhibition de la formation de
caillots sanguins (thrombus) dans les veines, les arteres ou le coeur. Leur action consiste en un

«ralentissement» de la coagulation et donc un allongement du temps de coagulation.

L'effet anticoagulant des deux principes actifs est ici mesuré au moyen de tests
coagulométriques : le temps de Quick(TQ), le temps de céphaline activé (TCA) et le temps de
thrombine (TT) :

»  Le temps de Quick (TQ) permet de mesurer la vitesse de coagulation du sang dans
certaines conditions. C’est 1’un des tests de laboratoire les plus réalisés : il permet d’évaluer
plus précisément ’efficacité de la coagulation faisant intervenir plusieurs facteurs (facteurs
VII, V, X et prothrombine). Il est surtout utilisé pour le suivi des personnes sous traitement

anticoagulant oral (antivitamines K).

»  Le temps de céphaline activé (TCA) a pour but la mesure du temps de coagulation
d'un plasma sanguin recalcifié en présence de céphaline (substitut plaquettaire) et d'un
activateur particulaire (silice, kaolin, acide ellagique...). Il explore la voie intrinseque de la
coagulation (facteur VIII, facteur IX, facteur XI, facteur XII), la prékallicréine, le kininogéne
de haut poids moléculaire, et dans une moindre mesure le fibrinogene, facteur Il, facteur V et

facteur X.

»  Le temps de thrombine (TT) est le temps de coagulation d'un plasma sanguin citraté
lors de Il'ajout d'une quantité connue de thrombine et de calcium. Cet examen teste la
transformation du fibrinogéne en fibrine; il est utile en cas de syndrome hémorragique ou de

traitement par I'héparine ou par un thrombolytique.
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Pour les trois tests coagulométriques, deux témoins avec et sans DMSO sont préparés en
ajoutant respectivement 50 pL de PPP (sans DCBC) contenant du DMSO (pour déterminer
I’effet du solvant) et 50 uL de PPP seul (témoin négatif).

Temps de Quick (TQ) :

e 50 uL de plasma pauvre en plaquette (PPP) contenant ou non le dérivé coumarinique
ou I’argatroban (ou DMSO).
e Incubation 60 secondes

e 100 pL de Néoplastine
Temps de céphaline activé (TCA):

e 50 pL de PPP contenant ou non le dérivé coumarinique ou I’argatroban
e 50 pL céphaline

e Incubation 180 secondes

e 50 puL CaCl,

Temps de Thrombine(TT):

e 100 pL PPP contenant le dérivé coumarinique ou 1’argatroban
e Incubation 60 secondes
e 100 pL de thrombine C=46,5 nM.

Pour déterminer le Temps de Thrombine, une optimisation a été effectuée au préalable pour
déterminer la concentration de la thrombine appropriée pour l'obtention d'un temps de

thrombine normal (18-25 secondes).

[11. Synthese et caractérisation des dérivés du
PDMMLA

|. Synthése des p-lactones a,0,p-trisubstituées

La synthése des B-lactones a,a,pB-trisubstituées est réalisée en cing étapes a partir du 2-
oxalpropionate de diéthyle commercial. La premiére étape est une méthylation en o de la

fonction cétone pour former le 2-méthyl-2-oxalpropionate de diéthyle. Ensuite, une réaction
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de réduction de la fonction cétone va conduire a la formation du 3,3-diméthylmalate de
diéthyle. Ce produit va a son tour se transformer en acide 3,3-diméthylmalique aprés une
réaction d’hydrolyse basique. L’acide formé génére le monoester hexylique et le monoester
benzylique apres une monoestérification. A partir de ces derniers, les deux lactones seront

formées selon la réaction de Mitsunobu [203].
1.Méthylation:

La méthylation est la premiére étape de synthése, a partir du 2-oxalpropionate de diéthyle
racémique commercial (49,2 g, 243 mM, 1 éq) a température ambiante [27]. Son principe
consiste a déprotoner en a de la fonction cétone grace au tertiobutylate de potassium (31g,
267 mM, 1,1 éq) comme base dans du toluéne anhydre (1,5 I) et en présence d’éther couronne
18-crown-6 (5,1 g, 19,4 mM, 0,08 éq) comme agent de complexation des cations potassium.
Un carbanion intermédiaire trés réactif se formera et réagira avec 1’iodure de méthyle (45 mL,

0,72 M, 3 éq) pour former le 2-méthyl-2-oxalpropionate de diéthyle (1).
2. Reduction

C’est la deuxieme étape de synthése. Elle consiste a réduire d’une fagon sélective la
fonction cétone du 2-méthyl-2-oxalpropionate de diéthyle par le borohydrure de sodium
(NaBH,) (3,87g, 102,45 mM, 0,5 éq) dans 1’¢thanol absolu (280 mL). Cette réaction démarre
par une attaque du carbonyle par 1’hydrure pour produire un alcoolate intermédiaire qui
arrache le proton de 1’éthanol pour obtenir une fonction alcool [28], et par la suite le 3,3-

diméthylmalate de diéthyle (2) est obtenu.
3.Hydrolyse basique

La troisiéme étape de synthése aura comme but la transformation des fonctions esters en
fonctions acide carboxylique impliquant une solution aqueuse de carbonate de potassium
(K2COs3) (97,8 g, 0,708 M, 6 éq) au reflux [29]. Ce dernier va réagir avec I’eau (550 mL) pour

produire deux ions hydroxydes selon les réactions suivantes :

CO” + H0 HCOy™ + OH

HCOg + H0

H2C03 + OH

Ces ions hydroxydes attaquent les deux fonctions ester pour obtenir 1’acide 3,3-

diméthylmalique (3).
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4. Monoestérification:

En travaillant sur 10 g de diacide, la monoestérification consiste a ajouter 1’anhydride
trifluoroacétique (TFAA) (28,8 mL, 203,55 mM, 3,3 éq) sous azote et a 0°C. Le mélange
réactionnel est mis sous agitation a 0°C environ 30 minutes puis 2h30 min & température

ambiante.
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Schéma 5: Mécanisme de la monoestérification

L’ajout de 1’alcool benzylique ou hexylique est effectué¢ apres I’évaporation du TFAA en
exces et du TFA libéré et la réaction est mise sous agitation toute une nuit (Schéma 5) pour

former le monoester benzylique (4) et le monoester hexylique (5).
5. Lactonisation:

La lactonisation des monoesters a été effectuée en présence de la triphénylphosphine
(PPh3) et de diisopropylazodicarboxylate (DIAD) en solution dans le THF anhydre d’aprés la
réaction de Mitsunobu [31],[32].

Le mécanisme de cette réaction se déroule en 3 étapes. Au cours de la premiére étape la
triphénylphosphine associée avec le DIAD générent un zwitterion qui se protone en présence
d’un monoester pour former un sel de phosphonium. Ce dernier se lie a I'oxygene de 1’alcool
et ’active en tant que groupement partant en formant un sel d’oxyphosphonium et 1’hydrazine
réduite (Schéma 6). De plus, une inversion de la configuration du carbone asymétrique est

induite par cette réaction.
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Schéma 6 : Mécanisme de formation des lactones : réaction de Mitsunobu.

La réaction a été suivie grace a la chromatographie sur couche mince (CCM). Le produit
de départ a été totalement consommé au bout de 2 heures et les deux lactones : le 4-
benzyloxycarbonyl-3,3-diméthyl-2-oxétanone (6) et le 3,3-diméthyl-4-hexyloxycarbonyl-2-

oxétanone (7) sont formées.

I1. Polymérisation anionique des pB-lactones a,a,B-trisubstituéees

1. Synthese de copolymeres:

L’efficacité des systémes d’amorcage avec des sels d’ammonium R4N* X (le benzoate de
tétraéthylammonium Et;N* PhCO,") pour la polymérisation anionique par ouverture de cycle
de B-lactones a,a,pB-trisubstituées a été déja démontrée par plusieurs travaux de recherche
[204]. Ces systemes conduisent a une polymérisation a caractére vivant en condition
totalement anhydre. Ainsi le mécanisme proposé met en jeu une substitution nucléophile
d’ordre 2 de I’anion benzoate de tétraéthylammonium sur le carbone en position 3 du
carbonyle de la lactone, provoquant une inversion de configuration de ce dernier (Schéma 7).
Cette attaque est favorisée par la présence du groupement ester électro-attracteur et la

structure tendue du cycle a quatre chainons.
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Schéma 7 : Mécanisme de la polymérisation anionique

Des espéces anioniques carboxylates sont alors générées aprés chaque ouverture de la lactone.
La fonction carboxylate formée va permettre la croissance du polymére par un mécanisme
d’ouverture de cycle de type anionique vivant favorisant la propagation de la polymerisation par

attaque nucléophile des autres lactones présentes dans le milieu réactionnel [205].

Ainsi, six copolymeres ont été synthétisés : trois copolymeres statistiques avec un ratio amorceur
/ monomére = 107 et trois copolyméres & blocs avec un ratio amorceur /monomére =107, Ces
copolymeéres ont été préparés avec des proportions différentes en lactones benzylique et hexylique
: 30/70, 50/50 et 70/30.

2. Synthese des copolymeres statistiques :

Les copolymeres statistiques Poly(benzyl (R,S)-3,3-dimethylmalate-co-hexyl (R,S)-3,3-
dimethylmalate) (PDMMLABN,-co-Hexi00x), ayant une structure générale présentée dans le
Schéma 8, avec x et 100-x les taux de lactone benzylique et hexylique respectivement, ont été
obtenus par copolymeérisation du mélange des deux lactones 6 et 7 en présence du benzoate de

tétraéthylammonium a 37°C en masse.

?Oan (|)| C|202Hexﬁ
CH\C/C\ /CH\C/C\O
7\ RN

H3C CH3 H3C CH3 n+m

Schéma 8: Structure générale de copolymeére statistique: PDMMLABN.co-Hex
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A partir des deux lactones benzylique et hexylique, trois copolymeéres statistiques protégés par

le groupement benzylique ont été synthétisés : P1, P2, et P3. lls comportent respectivement :
P1 :70% d’unité benzyle / 30% d’unité hexyle
P2 : 50% d’unité benzyle / 50% d’unité hexyle
P3 :30% d’unité benzyle / 70% d’unité hexyle

Les masses théoriques et les masses expérimentales prélevées de P1, P2 et P3 sont
représentées dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Masses théoriques et expérimentales des lactones benzylique et hexylique pour

former les trois copolymeres statistiques : P1, P2 et P3.

Copolymeres Lactone benzyliqgue Lactone hexylique

statistiques

P2 (50/50) M (mol/L) 234,25 228,28
Masse théorique(g) 0,500 0,500
Masse expérimentale(g) 0,504 0,494
N (moles *10°%) 2,150 2,150
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En effet la polymérisation consiste a ajouter des volumes bien déterminés (Tableau 2)
d’amorceur (le benzoate de tétraéthylammonium Et;N* PhCO,) dissout dans 1’éthanol
anhydre avec une concentration C = 36 mg/mL et sous azote dans le ballon de la réaction pour

chaque polymere.

Tableau 2: Volume d’amorceur ajouté pour chaque copolymeére

Copolymere Amorceur Et;N"PhCO,

(uL)

P1 30,18

P2 30

P3 30

P4 301,7

P5 299

P6 301

La solution d’amorceur est maintenue sous agitation sous azote et sous vide jusqu’a
I’évaporation totale de 1’é¢thanol (~ 30 min). Les lactones benzylique et hexylique déja
dégazées et solubilisées dans le THF anhydre sont transvasées dans les ballons de
polymérisation et sous azote. Les réactions sont agitées durant trois jours et la polymérisation
est suivie par IR en suivant la disparition de la bande lactonique & 1835 cm™. Une fois

terminées, les réactions sont arrétées par I’ajout d’une goutte d’acide acétique.

3. Syntheése de copolymeres a blocs :

Les copolymeres a blocs : les Poly(benzyl (R,S)-3,3-dimethylmalate-b-hexyl (R,S)-3,3-
dimethylmalate) (PDMMLABN-b-Hexi00-x), dont la structure générale présentée dans le
schéma 9, ont été obtenus par polymeérisation anionique par ouverture de cycle en présence du
benzoate de tétraé¢thylammonium en deux étapes : 1’ajout du deuxiéme monomeére ne

s’effectue que si la polymérisation du premier monomeére est acheveée.
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Schéma 9: Structure générale des copolymeres a blocs PDMMLABN_b_Hex
A partir des deux lactones benzylique et hexylique, trois copolymeéres a blocs ont été
synthétisés : P4, P5, et P6, ils comportent respectivement :
P4 : 70% d’unité benzyle / 30% d’unité hexyle
P5 : 50% d’unité benzyle / 50% d’unité hexyle
P6 : 30% d’unité benzyle / 70% d’unité hexyle

Les masses théoriques et expérimentales utilisées de chaque lactone pour chaque polymére
P4, P5 et P6 sont résumées dans le Tableau 3 ci-dessous.
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Tableau 3 : Masses théoriques et expérimentales des lactones benzylique et hexylique pour

former les trois copolymeéres a bloc : P4, P5, et P6.

Copolymeéres a blocs Lactone Lactone hexylique
benzylique
M (mol/L) 234,25 228,28
P4 (70/30) Masse théorique(g) 0,700 0,300
Masse expérimentale(g) 0,712 0,296
N (moles *107%) 3,030 1,298
M (mol/L) 234,25 228,28
P5 (50/50) Masse théorique(g) 0,500 0,500
Masse expérimentale(g) 0,504 0,491
N (moles *107%) 2,150 2,150
M (mol/L) 234,25 228,28
P6 (30/70) Masse théorique(g) 0,300 0,700
Masse expérimentale(g) 0,279 0,634
N (moles *107%) 1,019 2,78

Dans une premiére étape, nous avons préparé le (poly(R,S)-3,3-diméthylmalate de benzyle)
par polymeérisation anionique par ouverture de cycle de la lactone benzylique 6 en solution
dans le THF anhydre a température ambiante en utilisant le benzoate de tétraéthylammonium
comme amorceur. La masse molaire du premier bloc (prépolymére) est contrélée par le
rapport monomere/amorceur = 10, Les polymérisations sont effectuées par I’ajout des
volumes bien déterminés d’amorceur Et4N* PhCO, (Tableau 2) dissout dans 1’éthanol
anhydre avec une concentration C = 36 mg/mL et sous azote dans le ballon de polymérisation

pour chaque polymeére.
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Les solutions sont maintenues sous agitation, sous azote et sous vide jusqu’a I’évaporation
totale de 1I’éthanol (~ 30 min). Les lactones benzyliques déja dégazées et solubilisées dans le
THF anhydre sont transvasées dans les ballons de polymérisation. Les solutions sont
maintenues sous agitation jusqu’a la formation du premier bloc: le poly[R,S]-3,3-

diméthylmalate de benzyle.

Une fois le premier bloc : poly([R,S]-3,3-diméthylmalate de benzyle) formé, la deuxieme
lactone est ajoutée. Cette étape permet d’obtenir le deuxiéme bloc : poly((R,S)-3,3-
diméthylmalate d’hexyle). Les extrémités carboxylates du pré-polymére permettent de
poursuivre la polymérisation lorsque le deuxieme monomeére (lactone hexylique 7) est
additionné au milieu réactionnel formant ainsi le bloc hydrophobe. Le rapport
monomere/prépolymeére permet de contréler la masse du deuxieme bloc. La formation de ce
dernier est suivie par FT-IR par la disparition progressive de la bande caractéristique de la

lactone (vc-o= 1850 cm™) au cours de la polymérisation

Généralement les réactions durent entre 2 et 8 jours et la conversion est presque totale. Les

polymérisations sont arrétées par 1’ajout d’une goutte d’acide acétique.

Etude RMN:

Au cours de la synthése, la méthylation est confirmée par le spectre RMN *H qui montre un

singulet a 1,39 ppm qui intégre pour six protons.

2-méthyl-2-oxal-propionate de diéthyle

RMN H (CD3COCD3, 400 MHz) & (ppm) : 1,23 (t, 3H, Juin2=7,1 Hz, H1), 1,35 (t, 3H, Juo.
Ho— 7,1HZ, H10)1 1,43 (S, 6H, H5 et He), 4,18 (q, 2H, \]HQ-H]_: 7,1, Hz), 4,32 (q, 2H, JHQ-HlO: 7,1,
Ho).
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RMN *C (CD;COCDs, 100 MHz) & (ppm) : 13,28 (C1), 21.23 (C10), 28,95 (C6 et C5),
52,35 (C4), 61,05 (C2), 62,15 (C9), 171,9 (C3), 172 (C8).

Pour la réduction, le spectre RMN *H a montré un doublet & 4,35 ppm caractéristique du

CHOH, ce qui confirme la réduction de la cétone en alcool.

3,3-diméthylmalate de diéthyle

RMN 'H (CD3COCDs, 400 MHz) & (ppm) : 1,16 (s, 3H, Hs), 1,25 (s, 3H, He), 1,27 (t, 6H,
JH1H2=7,1 et JHlOH-HQ =6,6 HZ), 4.2 (q, 2H, Juo.m1=712 Hz, Hz), 415 (d, 1H, Hz), 43 (q, 2H,
JHe-H10 = 6,6HZ, Hy).

RMN *C (CD;COCD3, 100 MHz) & (ppm) : 13,50 et 13,55 (C1 ET Cyp), 19,73 et 21,91 (Cs
et Cg), 46,73 (C4), 60,57 (C»), 61,18 (Cy), 75,42 (C7), 172,72 (C3), 175,18 (Cy).

Pour I’hydrolyse basique, les résultats obtenus par la RMN *H montrent bien la disparition
complete des quadruplets et des triplets correspondant respectivement aux CH, et aux CH3 de

deux groupements esters éthyliques.

Acide 3,3-diméthylmalique

RMN 'H (CD3COCD3, 400 MHz) & (ppm) : 1, 24 (s, 3H, Hs), 1, 28 (s, 3H, He), 4, 45 (s, 1H,
Hy).
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RMN C (CD;COCDs, 100 MHz) & (ppm) : 20,12 et 21,64 (Cs et Cs), 46.06 (C4), 74,93 (C7),
173,34 et 176,42 (C; et Cy).

La structure du monoester benzylique est confirmée par 1’analyse RMN H par la présence
d’un singulet a 5,18 ppm correspondant au —CH, benzylique et d’un multiplet a 7,39 ppm
correspondant aux cinq protons aromatiques. L’analyse RMN *H du monoester hexylique a
révélé un triplet a 0,91 ppm correspondant au —CHj3 hexylique, deux multiplets & 1,24 et 1,65
ppm correspondant aux quatre groupements CH, de I’hexyle et un triplet a 4,10 ppm qui

correspondant au CH,O0.

. HO 3 H 1
7_0 CO»H
CgHs-H,C™ Y 2
o) Hgg C6:H3

Acide 3-benzyloxycarbonyl-2,2-diméthyl-3-hydroxypropanolque
RMN'H (CD3COCDs, 400 MHz) § (ppm): 5, 18 (s, H7), 7, 39 (m, 5Ph).

RMN®C (CDsCOCD3, 100 MHz) & (ppm) 20,64 et 21,69 (C5 et C6), 29,55 (C2), 66,97 (C7),
75,80 (C3), 128,69, 128,85 et 128,98 (Ph), 172,82 et 176,81 (C4 et C1).

12 10 o HO; H 1
H3C\/\/\/O 4 > COoH
11 9 7
O H3C CH3
5 6

Acide 2,2-diméthyl-3-hexyloxycarbonyl-3-hydroxypropanoique

RMN'H (CDsCOCD3, 400 MHz) & (ppm) : 0,91 (t, 3H, JH12-H11 = 7,0 Hz, H12), 1,24 (m,
6H, H9, H10 et H11), 1,65 (m, 2H, H8), 4.10 (t, 2H, JH7-H8 = 7,0 Hz, H7).

RMN®C (CD3;COCD3;, 100MHz) : & 13,88 (C12), 20,41 et 21,70 (C5 et C6), 22,77 (C10 et
C11), 25,86 (C9), 31,73 (C8), 46,44 (C2), 65,35 (C7), 75,64 (C3), 172,93 et 176,57 (C1 et
C4).

De la méme facon, les structures de deux lactones pures ont été analysées par Infra-Rouge
(FT-IR) et par RMN.
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4-benzyloxycarbonyl-3,3-diméthyl-2-oxétanone

RMN'H (CD;COCDs, 400 MHz) & (ppm): 1, 18 (s, 3H, H6), 1, 51 (s, 3H, H7), 4, 96 (s, 1H,
H4), 5.29 (s, 2H, H8), 7, 39 (m, 5H, Ph).

RMN®C (CD;COCDs, 100 MHz) & (ppm) : 17,73 et 21,84 (C6 et C7), 58,43 (C3), 67,83
(C8), 77,64 (C4), 129,41, 129,60 et 136,31 (Ph), 168,09 et 173,76 (C2 et C5).

H
13 12 11 10 9 8 5

4
H3C-H2C-H2C-H2C-H2C-H2C'02C__O 1

L
6 3
O

CHs
C

3,3-diméthyl-4-hexyloxycarbonyl-2-oxétanone

RMN'H (CD3sCOCD3, 400 MHz) & (ppm): 0.88 (t, 3H, H13), 1.28 (s, 3H, H6), 1, 29 (m, 6H,
H10, H11 et H12), 1.41 (s, 3H, H7), 1, 68 (m, 2H, H9), 4.23 (t, 2H, H8), 4, 91 (s, 1H, H4).

RMN®C (CD3sCOCD3;, 100 MHz) & (ppm) : 14,34 (C13), 17,91 et 21,94 (C6 et C7), 23,25
(C11,), 26,26 (C10), 32,16 (C9), 58,30(C8), 66,37 (C3), 77,82 (C4), 168,28 et 173,92 (C2 et
C5).

4. Déprotection des copolymeéres par hydrogénolyse catalytique :

Expérimentalement 1’hydrogénolyse catalytique consiste a diluer le polymére dans 1’acétone
de synthese, puis a ajouter une masse de palladium sur charbon qui correspond a 20% de la
masse du polymere. Le ballon de la réaction est recouvert par une couche de papier
d’aluminium afin de garantir I’obscurité. Le mélange réactionnel est mis deux ou trois fois de
facon alternative sous vide et sous hydrogene (H,) afin d’éliminer au maximum I’oxygéne

puis le mélange est maintenu sous hydrogene toute une nuit en prenant soin de noter le niveau
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initial d’hydrogéne afin de déterminer la quantité qui a été consommée au cours de la

réaction.

Le Tableau 4 ci-dessous nous indique les masses utilisées de chaque polymére ainsi que les
masses de palladium.

Tableau 4 : Masses des polymeéres et palladium utilisées pour I’hydrogénolyse catalytique.

Copolymeéres Masse des Masse de Palladium..
copolymeéres 9
(9)

P1’ 0,863 0,172
P2’ 0,788 0,157
P3’ 0,853 0,170
P4’ 0,988 0,197
Ps’ 0,967 0,193
P6’ 0,742 0,148

Traitement des copolymeres déprotégés :

Une fois déprotégés, les copolymeéres sont filtrés pour éliminer le palladium sur charbon et

évapores pour €éliminer I’acétone.
5. Précipitation des copolymeres :

Les copolymeres synthétisés sont solubilisés dans I’acétone et sont purifiés par précipitation

dans I’éthanol. Les structures chimiques des copolyméres sont vérifiées par RMN 'H et RMN
13
C.
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V. Developpement des nanoparticules derivéees du

PDMMLA

I. Formulation et caractérisation des nanoparticules dérivées du
PDMMLA:

L’objectif principal de I’é¢tude est d’obtenir des nanoparticules a partir des copolymeres

statistiques et a blocs dérivés du PDMMLA. Les nanoparticules recherchées doivent :

YV V VYV V

>

Etre monodisperses (avec une distribution granulométrique étroite)
Avoir une taille proche de 100 nm,

Avoir une charge de surface inférieure 8 30mV

Avoir des rendements importants d’encapsulation en warfarine

Posseder un controle efficace de libération prolongée de la warfarine, améliorant la

stabilité et minimisant les effets secondaires de cette derniére.

Aprés I’optimisation de la formulation de nanoparticules, la warfarine a été encapsulée, les

nanoparticules sont caractérisées et une étude de libération contrdlée de la warfarine est

entamée.

1-Optimisation de la formulation des nanoparticules dérivées du
PDMMLA:

Les nanoparticules sont formées grace a la technique de la nanoprécipitation (Figure 16).

Principe de la nanoprécipitation :

PDMMLA + Warfarin
(i seatone Solution added stirring

to non solvent 5 524 s Warfarin

r . {:%e =] "

» [ > b

- o83 '- '.
% ~__ .~ .o

. .. p- —

Pure water PDMMILA nanoparticles

Figure 16: Principe de la nanoprécipitation
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L’ensemble des optimisations a consisté a:

> Travailler avec une masse bien déterminée (100 mg) de chaque copolymére (P1°, P2’, P3’,
P4, P5’ et P6’) dissous dans un premier temps dans un volume minimal d’acétone (1mL
pour le 100 mg)

» Ajouter ImL d’acétone pour chaque 1 mg de copolymere dans un deuxiéme temps.

A chaque fois le mélange est ajouté goutte a goutte a un volume d’eau ultrapure. Les volumes

d’eau testés étaient comme suit : 5 ml, 10 et finalement 20 mL.

Avec les copolymeres statistiques et les copolymeéres a blocs (P1°, P2°, P3°, P4°, P5’ et P6’), la
nanoprécipitation a été réalisée suivant la premiére optimisation, en I'absence de la warfarine,
sans aboutir a la formation des nanoparticules sphériques souhaitées. Un autre essai de
nanoprécipitation a donc été effectué selon la deuxieme optimisation en augmentant le volume

d’acétone a 10 mL et avec un volume d’eau égal a 20 mL.
2. Optimisation des pourcentages d’encapsulation de la warfarine :

Afin de choisir les meilleurs copolyméres et le pourcentage approprié de warfarine, plusieurs

études ont été réalisées.

L ultracentrifugation est une technique tres efficace pour la séparation de nanoparticules, en
effet elle permet la séparation de la warfarine non encapsulée et la séparation de la warfarine

liée a la surface de nanoparticules.

Les nanoparticules sont séparées de la warfarine libre non encapsulée par ultracentrifugation.
Cette derniére est dosée par RP-HPLC dans les conditions décrites et déterminée par rapport a
une droite d'étalonnage établie avec des concentrations croissantes de warfarine en présence

de phénylbutazone utilisée comme standard.

A partir de la masse de la warfarine libre non encapsulée, la masse de la warfarine encapsulée
a ’intérieur des nanoparticules est déterminée de facon indirecte. L’efficacité d’encapsulation

est déterminée par la formule suivante :

EE = masse totale de la warfarine introduite—masse libre de la warfarine dans la suspension

%100

masse totale de la warfarine introduite
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V. La libération controélée de la warfarine :

Le profil de la libération de la warfarine est un caractére tres important pour évaluer le
potentiel des nanoparticules dérivées du PDMMLA a assurer une libération et une action

prolongée de la warfarine.

La libération contr6lée de la warfarine (Figure 17) consiste a incuber les suspensions
nanoparticulaires (nanoparticules dans le tampon phosphate) dans un bain marie a 37°C et
sous agitation modéreée, les échantillons prélevés chaque 2 jours vont étre centrifugés pendant
15 min a 5000 t/min. De chaque échantillon 1 mL de surnageant est préleve (contenant la
masse de la warfarine libérée), et 1 mL de tampon phosphate est ajouté en contre partie dans

le reste des suspensions afin de garder un volume stable pour la libération du principe actif.

Les échantillons prélevés des surnageants ont été conservés a -80°C et lyophilisés avant de les
analyser par RP-HPLC (sous les conditions deja optimisées) afin de déterminer la quantité de
warfarine libérée. Pour les restes des suspensions nanoparticulaires, ils sont incubés de
nouveau dans le bain marie a 37°C aprés I’avoir bien mélangé pour continuer I’é¢tude de la

libération controlée dans les mémes conditions.

Nanoparticule chargée du principe actif Nanoparticule

Principe actif libéré

Figure 17 : Principe de la libération contrélée

1. Dosage de la warfarine:
Une droite d’étalonnage est préparée a partir de la solution mere de la warfarine (Img/mL). A

partir de cette solution, une série de dilutions a été effectuée : 10™, 102, 103, 10 et 10™.
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A partir des résultats obtenus, une droite d’étalonnage de la warfarine est établie entre 0,1
mg/mL et 1 pg/mL avec I’équation y=0,8488x+3,0713 et le coefficient de corrélation R? =
0,9993 (Figure 18).

droited'etalonnage de dilution de la warfarineen présence de
la phénylbutazone a 280 nm

y=0,8488x+3,0713
==g==absorbance R*=0,9993 2

25

Linéaire (absorbance)
15

1

Log de I'absorbance 05

-1,5
Logwarfarine (mg/mil)

Figure 18 : Droite d’étalonnage de la warfarine en présence de standard (phénylbutazone)

La quantité de la warfarine dans les nanoparticules est déterminée par Chromatographie
Liquide a Haute Performance en Phase Inverse (RP-HPLC) sur colonne C18 a température
ambiante. La phase mobile utilisée est un mélange d’acétonitrile ACN et d’eau ultrapure, avec
une proportion ACN/eau et un pH optimisés ainsi que le débit et la longueur d’onde de
détection de la warfarine et de la phénylbutazone utilisée comme standard.

2 Evaluation de [I'activité anticoagulante du 2,5-dichlorophényl-6-
(chlorométhyl)-2-oxo0-2H-1-benzopyran-3-carboxylate (DCBCQC) par

inhibition directe de la thrombine:
Le dérivé coumarinique a été synthétisé par notre collegue chimiste selon la méthode décrite
dans les travaux de Pochet et al. publiés en 1996 et en 2000 (Schéma 10).
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2,5 dichlorophenyl 6-(chloromethyl)-2-oxo-2H-1-benzopyran-3-carboxylate :

Schéma 10 : Etapes de synthese du 2,5-dichlorophényl-6-(chlorométhyl)-2-oxo-2H-1-
benzopyran-3-carboxylate(DCBC)

L'activité anticoagulante de DCBC est évaluée dans un premier temps par la mesure de son
activité antithrombique en systéme purifié puis au moyen des tests coagulométriques globaux,
le temps de Quick (TQ), le temps de céphaline activé (TCA) et le temps de thrombine (TT) en

comparaison avec l'argatroban, pris comme référence.

Donc pour évaluer I’activité antithrombique (anti Flla) de DCBC dans un systéme purifié, une
droite d'étalonnage de la THR est réalisée a partir d'une gamme de concentrations de 23,2-
18,56- 13,92- 9,28- 4,64 nM (Figure 19) dans une solution du tampon THR contenant : 0,01
M tris HCI, 0,01 M HEPES, 0,1 M NaCl, et 0,1% de PEG 6000 a pH7. Cette activité sera
comparée a 1’activité d’un inhibiteur direct de la thrombine «l’argatroban» dans un systeme

purifié.

Donc 160 pL du tampon THR sont incubés avec 20 uL de la thrombine aux différentes
concentrations indiquées et 20uL de substrat chromogéne de la thrombine (S2238), le
mélange est incubé pendant 5 min a une température ambiante. ensuite 20 pL d’acide acétique

glacial a 10% sont ajoutes pour arréter la reaction. La lecture de la DO est realisee a 405 nm.
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Figure 19: Droite d'étalonnage de la thrombine.

D’autre part, pour déterminer la concentration inhibitrice ICsp de dérivé coumarinique
(DCBC) et de I’argatroban, deux gammes de concentrations respectives de dérivé
coumarinique et d'argatroban ont été choisies en fonction des données de la littérature
[66][206].

En effet les deux gammes de concentrations de DCBC (40, 80, 120, 160 et 200 nM) a partir
d’une solution mere de 2607,5 nM et de 1’argatroban (80, 160, 240, 320, et 400 nM) a partir
d’une solution mére de 9,256.10° mM ont été préparées. La solution de la thrombine(C= 23,2

nM) est préparée a partir d’une solution mere de 1870 nM.

La méthode de détermination de 1’ICso consiste & incuber dans une plaque ELISA, 20 pyL de
dérivé coumarinique ou de l’argatroban a des différentes concentrations avec 20 pL de la
thrombine (C= 23,2 nM) dans 140 pL du tampon de la thrombine pendant 20 min a
température ambiante. 20uL de substrat chromogene de la thrombine S-2238 sont ajoutés par
la suite et le mélange est incubé pendant 5 min. L’arrét de la réaction se fait par I’ajout de
20uL d’acide acétique glacial a 10%. La lecture de la densité optique (DO) est réalisée a une

longueur d'onde de 405 nm.

Le background est mesuré en rajoutant 20 pL de DCBC a 180uL du tampon thrombine et
20uL d’acide acétique glaciale a 10%.
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Chapitre |11

Résultats et Discussion



I. Synthese et caractérisations des copolymeres de PDMMLA:

Six copolymeres dérivés de PDMMLA ont été synthétiseés grace a la polymérisation anionique
par ouverture de cycle. Ce type de polymérisation est simple et rapide permettant d’avoir des
homopolymeres ou des copolymeéres ayant des structures et des groupes latéraux bien définis,
avec des architectures différentes (blocs, statistiques...). La réaction par ouverture de cycle
peut étre réalisée en masse, en solution, émulsion ou en dispersion. En effet le polymeére se
forme quand les esters cycliques réagissent avec 1’amorceur conduisant a la formation d’un
polyester versatile, biocompatible et biodégradable possédant des bonnes propriétés
mécaniques[204][139]. Donc pour synthétiser les différents copolymeéres il faut d’abord
synthétiser les unités constitutives de ces copolymeres : les monomeéres. Ces derniers ont été

synthétisés en cing étapes avec des rendements satisfaisants :

La méthylation de 2-oxal-propionate de diéthyle est effectué avec un rendement de 90%
(Schéma 11). Dans cette étape le produit final n’a pas besoin d’étre purifié. La formation de

ce produit est suivie par une CCM aprés son traitement ainsi que par RMN *H et RMN **C.

4 1\

o Q o o
EtO Ether couronne, CH3zl  Eto
OFt > OEt
O H CHs Toluéne, tBuOK O HsC CHg
2-oxal-propionate 90% 2-méthy|-2-o_x'al-propionate
de diéthyle commercial de d;Lether

Schéma 11: Synthése du 2-méthyl-2-oxalpropionate de diéthyle (1)

Une fois le 2-méthyl-2-oxal-propionate de diéthyle est formé, ce dernier est réduit pour

former le 3,3-diméthylmalate de diéthyle (2) avec un rendement de 66%. (Schéma 12)
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2-méthyl-2-oxal-propionate 66% 3,3-diméthylmalate
de diéthyle de diéthyle
. 1 2 )

Schéma 12: Synthese du 3,3-diméthylmalate de diéthyle (2)

Le 3,3-diméthylmalate de diéthyle formé subit une hydrolyse basique avec un rendement

de 74% apres recristallisation (Schéma 13).

HO H O HO H O
O . KxCO, H,0  HO on
OHsC CHa Reflux, 5h O H;C CH3
3,3-diméthyimalate 74% Acide 3,3-diméthyimalique
de diéthyle
2 3

Schéma 13 : Synthése de 1’acide 3,3-diméthylmalique (3)

Avec le diacide formé, deux monoesters (benzylique et hexylique) ont été synthétisé.
L’anhydride intermédiaire qui s’est formé [207] va réagir de facon régiospécifique avec

I’alcool selon le mécanisme ci-dessous (Schéma 14).
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4: Acide 3-benzyloxycarbonyl-2,2-diméthyl-3-hydroxypropanoique
5: Acide 2,2-diméthyl-3-hexyloxycarbonyl-3-hydroxypropanoique

Schéma 14: Synthése des monoesters benzyligue et hexylique4 et 5.

La réaction de I’anhydride avec 1’alcool benzylique génére le monoester benzylique (4) avec
un rendement de 47% alors que la réaction de I’anhydride avec I’alcool hexylique donne le

monoester hexylique (5) avec un rendement de 74%.(Schéma 14)

Les structures de deux monoesters pures ont été analysées par RMN (Figure 20)

HO , H 1
8 7.0 CO,H
- 4 2 2
CgHs-H-C
O ch CH3
5 6
Acide 3-benzyloxycarbonyl-2,2-diméthyl-3-hydroxypropanoique ‘
‘ |
I
|
| __I.IL LI .
10 9 2 T & 5 1 3 2 i

Figure 20 : Structure H' RMN de monoester benzylique

A partir de deux monoesters synthétisés la lactone benzylique (4-benzyloxy carbonyl-3,3-
diméthyl-2-oxétanone) et la lactone hexylique (3,3-diméthyl-4-hexyloxycarbonyl-2-
oxétanone) ont été synthétisées (schéma 15).
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OH DIAD, PPhs
CH; CH H3C
o 3 3 THF o
Mitsunobu CHs
lha0°Caprés3haTA
6: R = -CH,Ph

7: R = -(CH,)sCH3

6: 4-benzyloxycarbonyl-3,3-diméthyl-2-oxétanone 61%
7: 3,3-diméthyl-4-hexyloxycarbonyl-2-oxétanone 30%

Schéma 15: Synthese des B-lactones a,a,B-trisubstituées 6 et 7.

Les deux lactones obtenues 6 et 7 ont été purifiées par chromatographie sur colonne de
gel de silice et les rendements finaux de la lactone benzylique et hexylique étaient

respectivement de 61% et 30%.

Les structures de deux lactones pures ont été analysées par Infra-Rouge (FT-IR) et par RMN.
Le spectre FT-IR a montré une bande d’absorption caractéristique du carbonyle de la fonction
lactone & 1835 cm™ en plus de la bande d’absorption attribuée au carbonyle de la fonction
ester qui existait déja a 1754 cm™ (Figure 21).
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Figure 21: spectre IR de la lactone hexylique

Le spectre RMN *H (Figure 22) des deux lactones montre un écart de déplacement chimique
entre les deux singulets a 1,16 ppm et 1,22 ppm lesquels correspondent aux deux méthyles en
position a du carbonyle ce qui potentiellement prouve la formation du cycle a 4 chainons qui

empéche la rotation libre des deux méthyles.

9 8 5 4H
C6H5-HZC-02C —T—O01
H4C_3%
6 O
7

4-benzyloxycarbonyl-3,3-diméthyl-2-oxétanone

T T T T T T T T T T 1
10 ] B ¥ B ] 4 3 2 i Ppm

Figure 22 : Spectre RMN *H de la lactone benzylique
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Les lactones formees vont étre les unités constitutives de nos copolymeéres. En effet, en jouant
sur le pourcentage de chacune de ces lactones, le caractéere dominant de la balance

hydrophyle/hydrophobe de futur copolymére sera choisi.

Le passage de ’ester a la lactone et de la lactone au polymeére est vérifié par FT-IR. En effet
I’apparition de la bande lactonique a 1835 cm™a coté de la bande d’ester préalablement
existante & 1754 cm™ confirme la formation de la lactone benzylique et de la lactone

hexylique.

Par contre lors de la polymérisation la disparition de cette bande confirme la disparition de

cycles et par la suite la formation de copolymeres (Figure 23).
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CH3 r | R1-(CHy)sCH;
g3 | / R, -CH,Ph
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Figure 23:Evolution du spectre IR au cours de la polymérisation

Donc a partir des deux lactones benzylique et hexylique, trois copolymeéres statistiques
protégés par le groupement benzylique ont été synthétisés : P1, P2, et P3, (Schéma 16). IlIs
comportent respectivement 70%, 50%, 30% d’unité benzyle et 30%, 50% et 70% d’unité
hexyle :
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Schéma 16: Synthése de trois copolymeéres statistiques

La formation du (poly[R,S]-3,3-diméthylmalate de benzyle) a été suivie par FT-IR.

Pour les copolymeéres a blocs, la synthese est effectuée en deux étapes. La premiere consiste a
la synthése du premier blocpuis la deuxieme lactone est ajoutée pour synthétiser le deuxieme
bloc (Schéma 17).

n H m H
R102C:’:O RZOZC:j:i
H3C H3C
@) CO,R; O
CHa g, e I CHg © CORy O coR; Q
EtN*PhCOO — » (\O/ >C\\/ \) > (\O/CH\ /C%O/CH\C/C\
Etape 1 H3C CH;  Etape?2 H C/ \CH n y C/ \CH )m
R1: CH,Ph 3 3 3 3
R2: (CH5)5CH3 Prépolymeére Copolymére a blocs

Schéma 17: Synthése des copolymeéres a blocs

La polymérisation est suivie par FT-IR en suivant la disparition progressive de la bande

lactonique de chaque lactone.

Dans la figure 23 (partie A) et au début de la polymérisation, il est bien remarquable
I’existence d’un pic bien intense pour la fonction lactone et un autre pic pour la fonction ester,
au fur et a mesure que la polymérisation poursuit, la diminution de pic lactone sera bien

remarquable au méme temps que 1’accentuation de la fonction ester (partie B apreés 48h),
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jusqu'a la disparition complete de la fonction lactone (partie C apres 72h). Donc a la fin de la
polymérisation seulement la fonction ester apparait avec un pic bien intense c’est qui

confirme la formation d’un nouveau copolymére (Figure 23 C).
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Figure 24: Evolution du spectre IR de P4’ au cours de la polymérisation: A (début de
polymérisation), B (apres 48 heures), et C (Apres 72 heures, fin de polymérisation)

La structure des copolymeéres est déterminée par RMN *H, dans la figure ci-dessous (Figure

25) qui présente un exemple de copolymeére statistique : le PDMMLAH30-co-Hexzo,

0 5 4
ch\g//\\-;//\/o 0
. v 5,6,7,8,9,11,12 and 13
- a
PhH,CO,C \EH 0 2
60/ \(cxo/cisc,rc\)
s P
H:C" CH; H:C 'CH; 10
5 6 11 12
Ph 3 4
“ 12 J\ C0:COCD:
; P
?j5 ?iEl 6:5 ﬁ.-El - 5.-5 - 5-.0 $:5 .:l} 5.-5 ) 3-.0 25 20 LS 1?0 0:5
[ppm]

Figure 25 : Spectre RMN *H du PDMMLAHz;-co-Hexzo
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Une fois les copolymeéres sont formés, les pourcentages de chague monomere sont détermines
a partir des spectres RMN *H par le calcul de rapport d’intégration de «CH,-O-Bn» de I’ester
benzylique (pic a 5.20 ppm) par rapport a I’intégration de «CH,-O-Hex» le plus déblindé de la
fonction ester hexylique (pic a 4.20 ppm) (Figure 26).

% CH:-0-Bn (a) = (a/(a+h))<100
9% CH2-O-Hex (b} = (b/(a+h))»100

% CHz-O-Hex ()

%% CHy-0-Bn (a)

Figure 26: Calcul du pourcentage des monomeres benzylique et hexylique de chacun des
copolyméres statistique et & bloc & partir du spectre RMN *H: % CH,-O-Bn (a) = (a/ (a+b))
%100, % CH,-O-Hex (b) = (b/ (a+b)) x100.

Les pourcentages obtenus de chaque monomere sont donnés dans le Tableau 5 ci-dessous :

Tableau 5: les pourcentages expérimentaux de monomeres obtenus pour chaque copolymeére :
P1, P2, P3, P4, P5, et P6

Copolymere CH,-O-Bn CH,-O-Hex

(%) (%)
P1 71 29
P2 52 48
P3 31 69
P4 70 30
P5 49 51
P6 28 72
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Selon les résultats obtenus dans le tableau, on peut confirmer qu’on est trés proche des

pourcentages souhaités pour chagque monomere.

Ces copolyméres vont subir une hydrogénolyse catalytique pour enlever le groupement
benzylique qui protege la fonction acide carboxylique pour donner les différents copolymeéres
statistiques : P1’: PDMMLAH3-co-Hexzo, P2’ : PDMMLAHs-co-Hexsy et le P3’
PDMMLAH7-co-Hexzy et les copolymeéres a blocs : P4’: PDMMLAH30-b-Hexzo, PS5’ :
PDMMLAHs0-b-Hexsg et P6” : PDMMLAHo-b-HexXz.

La déprotection totale est confirmée par la disparition de pic de CH; benzylique a 5,2 ppm et

le pic de groupement phényle & 7,4 ppm sur le spectre RMN *H (Figure 27).

Disparition des pics benzyliques i 5,2 et 7,4 ppm
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HOLC o /E
;C[\ e “x g
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CEaCOCD,

N\

&

-

‘1.m =

- - T - ' ¥ ¥
1.5 0 b5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 30 2 o L5 L

Figure 27 : Profil de spectre RMN *H de PDMMLAH7¢-co-Hexag aprés I’hydrogénolyse
catalytique

Une fois synthétisés, les copolymeéres sont caractérisés a température ambiante par une
chromatographie d’exclusion stérique (SEC) dans 1’acétone pour les copolyméres protégés et
dans le THF pour les copolymeéres déprotégés pour déterminer les masses moléculaires et
I’indice de polydispersité de chaque copolymére. La température de transition vitreuse
mesurée par la Calorimétrie Différentielle a Balayage (DSC). Les différents résultats sont

donnés dans le Tableau 6 ci-dessous .
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Tableau 6: Caractérisations physicochimiques des copolymeres statistiques et a blocs avant et

Copolymeres

Copolymeres protégés

Copolymeéres déprotégés

/P1
P2
P3
P4

PS

\_P6
(P1’
P2’
pP3’
P4’

P5’

\ P6’

My
(g/mol)

18990
39000
23900
34800
28100
22600
141200
85400
35900
109200
139600

53700

M, (g/mol)

17800

18800

13700

29900

28000

22600

128500

79600

33600

44500

123200

30700

apres hydrogénolyse catalytique

D

1,07

2,00

1,74

1,16

1,00

1,00

1,10

1,08

1,07

2,45

1,13

1,74

Tg (°C)

5,6
19,3
31,7

-6,2/63,0
-1,3/72,5
-9,7/56,2
13,4
11,2
51,7
-9,8/56,2
-9,0/57,2

-9,1/60,3

Comme les propriétés meécaniques des copolymeres dépendent

de la température, les

températures de transition vitreuse (Tg) (Figure 28) sont déterminées. La Tg est un parameétre

intrinseque essentiel qui influence les applications potentielles de chaque polymeére. Cette

température est essentiellement déterminée par

une diminution de la température

accompagnée d’une réduction des mouvements de chaines de copolymeres. A I’état de la

transition vitreuse, les propriétés mécaniques et physiques tels que : la déformation, le

volume, la densité et les mouvements des chaines de polymeéres changent. En effet il y a deux
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facteurs qui vont directement influencer le polymeére lors de la congélation et sa

transformation en son état vitreux : le volume libre et la mobilité des chaines [208].

A B

Emlp Temesrature ('C) Uisrewal Vi 54 TA bnaliarmacis

Figure 28 : Exemple de Tg de copolymere statistique P1 (A) et P1°(B)

D’apres le Tableau 6 et selon les résultats obtenus, une seule Tg est observée avec les
copolymeres statistiques avant et apres [’hydrogénolyse, ce que confirme la distribution
aléatoire de différents monomeres donnant le caractere statistique aux copolymeres. En effet
avant la déprotection les Tg de P1, P2 et P3 étaient respectivement égales a 5,6, 19,3 et 31,7
°C. Par conséquent une hausse proportionnelle de la température est bien remarquée avec
I’augmentation du pourcentage de la lactone benzylique. En ce qui concerne les copolymeres
a bloc, deux températures ont été observées pour chaque copolymére : une négative (-6,2, -
1,3, et -9,7 °C) correspondant au groupement hexylique et I’autre positive (63, 72,5, et 56,2
°C) qui correspond au groupement benzylique. La présence de deux Tg est une preuve de la

présence de deux blocs dans chaque copolymeére.
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Figure 29 : Exemple de Tg de copolymeére a bloc P6 (A) et P6’(B)

Aprés hydrogénolyse, la plupart des copolymeres statistiques ont montré une hausse des Tg
par rapport aux copolymeres statistiques non déprotégés due probablement a la formation des
liaisons hydrogenes intermoléculaires qui s’établissent entre les groupements carboxyliques
de copolymeres statistiques. Les liaisons hydrogéne empéchent les mouvements de chaines

[151]. Pour les copolymeres a blocs une légére diminution de la Tg est observée.

D’autre part, selon les résultats obtenus des masses (Figures 30 et 31), la plupart des masses
moléculaires des copolymeres a augmenté aprés I’hydrogénolyse catalytique. Cette
augmentation est due a la formation des liaisons hydrogene intermoléculaires entre les
groupements carboxyliques empéchant les mouvements des chaines de copolymeéres [209].
D’un autre c6té, I’indice de polydispersité «D = M,,/Mp» pour les copolymeres protéges était
compris entre 1 et 2 et entre 1,07 et 2,45 pour les copolymeres déprotégés, reflétant une bonne
homogénéité des chaines pour les copolymeéres protégés et aussi pour les copolyméres

déprotégés.
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I1. Développement des nanoparticules dérivées du PDMMLA:

1. Formulation et caractérisation des nanoparticules dérivées du
PDMMLA:

Une fois les copolymeéres sont synthétisés et caractérisés, une optimisation de formulation de
nanoparticules a été réalisée en vue de former des nanospheres avec les copolymeres

statistiques et des micelles avec les copolymeres a blocs (Figure 32).

Ho,c M o HY Hoe H o HY
¢ c c & 7 c
{\/\/\}(0/\C/Q /\/&/C\/a
c o Pt L. © Lo Form 58
HiC oy, H3C CH3  HsC' gH; HiC CHy
Copolymére a bloc Copolymeére statistique

Nanoprécipitatiom——

e

Warfarine

Figure 32: Nanoparticules de PDMMLA formées par nanoprécipitation

En premier lieu, un volume minimal d’acétone est ajouté pour chaque copolymeére. La

solution obtenue est ajoutée goutte a goutte a une solution d’eau ultrapure sous agitation.

Cette formule a conduit & la formation des nanoparticules ayant un aspect allongé et en forme
de tige (Figure 33).
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Figure 33: nanoparticules en forme de tige obtenues avec 1 ml d’acétone
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Par conséquent, nous avons augmenté le volume d’acétone afin d’obtenir des nanoparticules
sphériques. La nouvelle optimisation a consisté a ajouter 1 mL d’acétone pour chaque 1 mg
du copolymere. De cette maniere, des nanoparticules sphériques ont été obtenues, qu'il

s'agisse de nanoparticules sans principe actif ou de nanoparticules chargées en warfarine.

2. Etude des caractéristiques des nanoparticules vides:

2.1. La forme des nanoparticules : par Microscopie Electronique a Transmission
(MET):

Des nanoparticules vides et chargées avec le principe actif ont été formées avec les
copolymeéres statistiques : P1°, P2’, et P3” et avec les copolymeéres a blocs : P4’, P5’ et P6’.

Dans un premier temps, on a mis en évidence les nanoparticules vides pour étudier ses

différentes caractéristiques.

La figure 34 ci-dessous montre 1’aspect microscopique en MET des nanoparticules de
PDMMLA statistiques vides. Les nanoparticules obtenues ont un aspect sphérique avec une
taille de 50 nm environ et sont caractérisées par une dispersion relativement homogeéne

essentiellement pour P1° et P2’.

Figure 34: Images des nanoparticules de PDMMLA statistiques respectivement pour P1°,

P2’et P3’ données par la microscopie électronique a transmission MET

Concernant les copolymeres a blocs, la microscopie électronique a montré des nanoparticules
de forme sphériques et dispersées sur une grande surface pour P4’ ou relativement entassées

pour P5” et P6’ (Figure 35), la taille de celles-ci étant de 1’ordre de 50 nm.
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Figure 35: les nanoparticules des PDMMLA & blocs déterminées par MET : respectivement de
P4, PS5’ et P6’

La forme des nanoparticules est un paramétre crucial qui influence significativement leur

fonction. Toutefois auparavant, le large potentiel de la forme n’a pas été étudié de maniére

approfondie a cause de la difficulté de la création des nanoparticules de polymére avec des

formes bien controlées.

Par conséquent, ce n'est que récemment que les chercheurs ont commencé a étudier 1’énorme

impact de la forme qui peut jouer un réle important dans I’internalisation cellulaire, la demi-

vie de circulation et la biodistribution des nanoparticules.

L’acheminement des particules dans le corps, indépendamment du mode d’administration, est

affecté par la forme des particules. Les mouvements des nanoparticules sphériques sont plus

faciles a deviner grace a leur symétrie inhérente. Dans son étude Moghimi et al. ont montré

que D’extravasation des particules a travers les fenestrations entre les cellules endothéliales

prédominantes dans les vaisseaux sanguins de tumeur [210], vont aussi dépendre des

propriétés de flux des particules, en particulier I’orientation et le contact avec les parois des

vaisseaux qui devrait significativement étre affectés par la forme.

Par ailleurs, la géométrie des particules détermine la longévité de I’attachement avec la cible

ou le site actif mais aussi ’internalisation de ces derniéres par les cellules ainsi que leur

destination et leur circulation une fois qu’elles sont a I’intérieur des cellules [211].

Dans le méme theme, Decuzzi et al. ont démontré a travers un modele mathématique que la

forme des nano-vecteurs traversant les vaisseaux sanguins joue un role crucial dans leur

accolement dans les parois vasculaires [212]. Par ce modéle aussi, ils ont démontré que les

particules discoides peuvent circuler a travers les vaisseaux sanguins et donc peuvent adhérer
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aux parois vasculaires sous flux plus fortement que les particules sphériques [213]. Dans le
méme contexte, la méme équipe a montré que les particules non sphériques présentaient des
mouvements plus complexes ce qui pouvait étre exploité pour contréler son accolement
dynamique a la paroi vasculaire (margination) sans aucun besoin de forces latérales externes
pour le faire bouger [213]. En effet les forces longitudinales et latérales ainsi que la force
exercée par le flux sanguin dépendent de la taille, la forme et I’orientation des particules sous

le flux sanguin et changent en fonction du temps au cours de I’acheminement de la particule.

Plus récemment et dans le méme contexte en confirmant les résultats trouvés par Decuzzi et
al. les expeériences in vitro effectuées sur des particules sphériques, discoides, et quasi-
hémisphériques ayant le méme poids et qui sont injectées dans des chambres de puits de flux
paralléles sous des conditions hydrodynamiques bien contrblées, ont montré que les particules
discoides possedent une tendance de s’accoler a la paroi plus que celles quasi-hémisphériques

et aussi plus que les particules sphériques dans le méme champ gravitationnel [214].

Ces résultats fournissent un modéle pour 1’analyse de la phagocytose des cibles naturelles qui

possédent une anisotropie géométrique.

2.2. La taille des nanoparticules:

La caractérisation des nanoparticules par cette technique a donné les résultats consignés dans

le Tableau 7 (toutes les mesures ont été effectuées a une température ambiante).
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Tableau 7: Caractérisations de nanoparticules de PDMMLA statistiques et a blocs par le DLS

: détermination de la taille et du potentiel z&ta dans une solution de NaCl (1mM)

Nanoparticules Taille (nm) PDI  Potentiel zéta (mV)
P1’ 80 0,08 -70
Copolymeres statisti
opolymeres statistiques ) P2 85 0,14 .78
( P3 93 0,10 -63
e (P4’ 60 0,09 72
Copolymeéres a blocs
Y P5° 85 0,11 -60
L P6’ 62 0,25 -80

Les tailles des nanoparticules étaient situées entre 80 et 93 nm pour les nanoparticules de
copolymeéres statistiques et entre 60 et 85 pour celles des copolyméres a blocs. D'autre part,
I’indice de polydispersité (PDI) a été trouvé toujours inférieur ou égale a 0,25 : entre 0,08 et
0,14 pour les copolymeéres statistiques et entre 0,09 et 0,25 pour les copolymeres a blocs. En
ce qui concerne le potentiel zéta, qui détermine la charge de la surface des nanoparticules, il
est compris entre -78 mV et -63 mV pour les nanoparticules de copolymeres statistiques et
entre -60 et -80 mV pour celles de copolymeres a blocs. Cette charge négative est due a la
présence des groupements carboxylates «COO™» présents a la surface des nanoparticules. Ces
groupes carboxylates sont a l'origine de forces de répulsion qui empéchent 1’agrégation des

nanoparticules et assurent la stabilité des suspensions nanoparticulaires.

En effet, la taille des nanoparticules est un parameétre important pour désigner un systeme
approprié¢ de suivi cellulaire et de vectorisation du principe actif parce qu’elle détermine le
mécanisme et le taux de leur absorption cellulaire et leur capacité de diffuser a travers les
tissus. La mise en évidence des effets de la taille des nanoparticules va influencer toutes les
applications de nanoparticules en biomédecine [215][216]. Selon la littérature, bien que la
taille minimale d’une particule susceptible d'étre phagocytée par les macrophages soit de
I’ordre de 0,5 um, cette donnée est généralement utilisée pour souligner la tolérance
potentielle des macrophages : «les macrophages peuvent phagocyter des molécules ayant une

taille plus importante que la sienne» par rapport a d’autres modes d’endocytose [217].
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Pour un mode¢le de polystyreéne, les particules de 1’ordre de 250 nm a 3 um ont montré un taux
maximal de phagocytose proportionnel en fonction de la taille des particules, alors que les
nanoparticules ayant une taille inférieure & 250 nm étaient internalisées moins efficacement
[218].

Dans le méme contexte, il a été démontré par Pratten et al. [219] que 1’absorption cellulaire
dépend de la taille des nanoparticules, a travers une étude in vitro de 1’absorption des
particules ayant une taille de 30 nm a 1100 nm par des macrophages péritonéaux de rat. Les
nanoparticules de Percoll (composé de particules de silicates colloidales de 15-30 nm de
diametre (23 % m/m dans de I'eau) qui sont recouvertes de polyvinylpyrrolidone) ayant un
diametre de 30 nm et les nanoparticules de polystyréne ayant des différents diamétres variant
de 100 a 1100 nm étaient absorbées par les macrophages. Il a été remarqué que 1’absorption
augmentait réguliérement avec la durée d’incubation et qu’elle était inhibée par les faibles
températures ou les inhibiteurs métaboliques. Le taux de la clairance augmente avec
I’augmentation du diameétre de la particule. En effet, le taux d’absorption de Percoll était de
dix fois plus importantes et celui de 100 nm des billes de polystyrene était de cent fois plus
importante le taux de la phase fluide de pinocytose. Les billes de polystyréne ayant un

diametre de 1100 nm étaient capturées a 700 fois ce taux [219].

2.3. La charge de surface des nanoparticules :

Outre la géométrie et la taille des nanoparticules, la charge de la surface représente
particulierement la stabilité, la biodistribution et I’interaction des nanoparticules avec les
environnements biologiques d’un coté et I’absorption cellulaire et le taux de clairance de
nanoparticules par le systéme immunitaire de 1’hote de I’autre. En effet la charge de la surface
des nanoparticules polymériques constitue un des facteurs les plus importants qui affectent la
performance et le destin des nano-vecteurs et constituent un parametre additionnel

fondamental pour les caractéristiques des nanoparticules [220].

La charge des nanoparticules est déterminée par le potentiel zéta. En fait, les nanosuspensions
avec un potentiel zéta superieur a £30 mV sont physiquement stables, et les nanoparticules
ayant un potentiel zéta supérieur a £60 mV ont montré une excellente stabilité. Toutefois les
nanosuspensions ayant un potentiel zéta inférieur a £20 mV ont montré une stabilité limitée et

celles de moins de £5 mV subissent une agrégation importante [221].

93


https://fr.wikipedia.org/wiki/Silicate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Collo%C3%AFdale
https://fr.wikipedia.org/wiki/Polyvinylpyrrolidone

Les nanoparticules cationiques provoquent des perturbations plus marquées de 1’intégrité de la
membrane plasmatique, des dommages mitochondriaux et lysosomaux plus importants et un
nombre plus important d'autophagosomes que les nanoparticules anioniques. Généralement
les cellules non phagocytaires ingérent les nanoparticules cationiques d’une fagon importante,
mais 1’hydrophobie et la densité de la charge sont toutes les deux importantes. Les cellules
phagocytaires absorbent préférentiellement les nanoparticules anioniques. Les différentes
préférences d’absorption des cellules phagocytaires et non phagocytaires pour les
nanoparticules cationiques et anioniques peuvent influencer I’efficacité et la sélectivité des

nanoparticules pour la délivrance des principes actifs et pour 1’imagerie [222].

Mura et al.[223] ont ¢étudié D’effet de la charge de surface des nanoparticules sur leur
internalisation cellulaire. Dans ce but, 3 types de nanoparticules ayant une charge positive,
négative et neutre (chitosane, poloxamer ou le poly (vinyl alcool) respectivement) ont été
synthétisés pour un recouvrement de surface. Les trois types de nanoparticules ont été
internalisés par les cellules pulmonaires. La cytotoxicité des nanoparticules était limitée avec
une absence de réponse inflammatoire indépendamment de la propriété de surface des
nanoparticules de PLGA [223].

En plus, les nanoparticules chargées positivement sont éliminées plus rapidement de la
circulation sanguine mais sont néanmoins a l'origine de plusieurs complications comme
I’hémolyse et ’agrégation plaquettaire. Les demies vies inégales des différentes charges sont
le résultat de I’interaction des nanoparticules avec les protéines seriques comme
I’immunoglobuline, les lipoprotéines le complément et les facteurs de coagulation, les
protéines de phase aigue ainsi que les glycoprotéines [224]. Ces nanomatériaux une fois
administrés dans la circulation sanguine sont éliminés dans les minutes ou dans les heures qui
suivent par les cellules phagocytaires. Cette élimination rapide peut étre évitée par une
addition d’un revétement de PEG a la surface des certains nanomatériaux. L’introduction des
chaines de polymeére hydrophile biocompatible comme les PEG créent un revétement
hydrophile qui améliore la solubilité des nanoparticules. Par la suite Le PEG augmente d’une
fagon considérable la demi-vie de tous les nanomatériaux indépendamment de la charge de
surface [225].

La charge de surface des nanoparticules peut affecter la liaison des protéines sériques et

I’adhésion non spécifique aux cellules. Dans une autre étude, il a été démontré que les
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nanoparticules chargées positivement ont montré une activité hémolytique dépendante de la
dose et une cytotoxicité contre les cellules RAW 264,7 proportionnelle a la densité de la
charge de surface positive, alors que les nanoparticules chargées négativement n’ont pas

montré une activité hémolytique et des propriétés cytotoxiques evidentes [226].

IIl. Formation et caractérisation des nanoparticules de
PDMMLAH3,-co-Hexzg (P1’) et PDMMLAHgO-b-H9X70 (P4°):

L'analyse des images obtenues en microscopie électronique a transmission (MET), a montré
des formes bien sphériques avec une distribution homogéne pour le P1° et le P4’, en plus, leur
caractere hydrophobe dominant (30% acide et 70% hexyl) peuvent garantir une meilleure
encapsulation et un temps de libération contrélée plus important ou alors une vitesse ou
cinétique de libération plus lente. Par conséquent ces deux copolymeéres ont été choisis pour

une étude comparative.

1. Optimisation du pourcentage d’encapsulation avec le (P1') en

déterminant I’efficacité d’encapsulation (EE):
Il a été démontré que plusieurs facteurs déterminent 1’efficacité d’encapsulation d’un principe
actif, comme la polarité et la structure chimique du principe actif. Dans ce sens, les principes

actifs hydrophobes ont montré une efficacité¢ d’encapsulation plus élevée (supérieure a 70%)
[227][228].

Donc quatre pourcentages de la warfarine par rapport a la masse de copolymere (P1’) ont été
testées afin de déterminer le pourcentage donnant I’efficacité d’encapsulation (EE) la plus

importante.

Les résultats donnés par RP-HPLC sont donnés ci-dessous:
EE (1%)= 87%
EE (3%)=95%
EE (6%)=91%

EE (10%)=84%
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Le pourcentage de 3 % a donc permis d'obtenir le meilleur pourcentage d'encapsulation de la

warfarine et par conséquent a été choisi pour la suite de 1’étude.

2. Détermination de la forme des nanoparticules de P1’ et P4’ avec 3% de la

warfarine par MET:

Une nanoprécipitation de P1° et P4’a été effectuée avec 3% de la warfarine pour former des
nanoparticules de P1° (W-NP1’) et de P4’ (W-NP4’) avec des EE assez importantes: EE. W-
NP1’ (3%) = 94% et EE. W-NP4’ (3%) = 92%.

La forme des W-NP1’ et de W-NP1’ a été déterminee par une MET (Figure 36).

Figure 36 : Aspect des nanoparticules de copolymere statistique P1” (A) et copolymeére a bloc
P4’ (B) chargées avec 3% de la warfarine en MET

Donc d’apres les résultats obtenus, des distributions homogéne sont observées en microscopie
électronique a transmission (MET) pour les nanoparticules de W-NP1’ et de W-NP4’, outre la
géomeétrie sphérique bien définie et réguliére pour les deux types de nanoparticules de
PDMMLA ave une taille de 50 a 60 nm.

D’autre coté, le Tableau 8 récapitule les résultats obtenus par DLS pour les nanoparticules
des deux copolymeres vides et chargés avec le principe actif par rapport a la taille et la charge
de surface ainsi que le PDI. En effet, une 1égére différence est observée pour la taille des
nanoparticules vides de P1° (80 nm) par rapport a celles de P4’ (111 nm) alors qu’avec la
charge de surface il n'y a pas de différence significative observée: -62 mV pour les

nanoparticules vides de P1” et -60 mV pour celles de P4’ dans les mémes conditions.
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Tableau 8: Tableau comparatif entre les nanoparticules vides (NP1 et NP4) et avec un
pourcentage de warfarine (W-NP1” et W-NP4”) : en taille, charge de surface (potentiel zéta) et
I’indice de polydispersité (PDI) dans une solution d’NaCl (1 mM).

Nanoparticules Taille PDI Potentiel Zeta
(nm) (mV)
NP1’ vides 80 0,2 -62
NP4’ vides 111 0,3 -60
W-NP1’ 77 0,1 -50
W-NP4’ 93 0,1 -65

Pour les nanoparticules des deux polymeres P1' et P4' contenant 3% de warfarine, nous avons
trouvé des tailles de 77 nm et de 93 nm ainsi que des charges de surface respectives de -50
mV et -65 mV. Les valeurs ainsi obtenues sont en faveur d'une stabilité satisfaisante des
suspensions nanoparticulaires obtenues pour P1' et P4'. L'ajout de surfactants pour stabiliser
ces suspensions nanoparticulaires pour éviter la formation des agrégats nanoparticulaires n'est

donc pas nécessaire dans ces conditions.

Toutes les valeurs de PDI étaient inférieurs a 0,3 ce qui reflete une distribution relativement
monodisperse de chacune des suspensions nanoparticulaires que nous pouvons aussi observer
dans la Figure 37 qui montre des courbes de distribution de taille et de potentiel zéta bien
régulieres et bien homogeénes. Les mémes observations étaient constatées en comparant les

nanoparticules vides et avec 3% de la warfarine entre-elles pour chaque copolymere.
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Figure 37 : Comparaison de la taille (A) et du potentiel zéta (B) des nanoparticules de P1’ et
P4’

IV. La libération controlée de la warfarine de P1’° et P4°:

Rappelons que pour étudier le profil de libération de la warfarine, a des intervalles réguliers,
un volume précis d’échantillon (1 mL) est préleveé apres centrifugation des suspensions de
nanoparticules. Ce volume prélevé est remplacé par le méme volume du tampon. La cinétique
a été effectuée sur 28 jours. Un préléevement des échantillons est effectué tous les 2 ou 3 jours

et ces échantillons prélevés sont conditionnés avec le solvant d’HPLC aprés une filtration.

Donc, les nanoparticules chargées en principe actif (W-NP1’ et W-NP4’) sont incubées a 37
°C dans du tampon phosphate (pH 7,4) afin de pouvoir contrdler leur libération en fonction du

temps.

La libération contrdlée in vitro de la warfarine est déterminée grace au calcul de la masse

libérée de cette derniere durant une période de temps bien déterminée (4 semaines).

Par conséquent, la libération contrélée nous a permis de doser la quantité de principe actif
libérée dans le surnageant au cours de processus de la dégradation de nanoparticules par RP-
HPLC

98



Nous avons pu ainsi déterminer la quantité de la warfarine libérée pendant 28 jours, qui est
égale a 1,12 mg pour W-NP1’ (courbe B) et 0,83 mg pour W-NP4’ (courbe A) ce qui
correspond respectivement a 47% et 38% de la masse totale introduite de la warfarine.

libération cumulée
(%)

0 T T T T T 1

0 5 10 15 . 20 25 30
jour

Figure 38: Profils de la libération contrélée de la warfarine pour le W-NP1°(B) et le W-
NP4’(A) sur 4 semaines
Les résultats de la libération contr6lée sont donnés dans la Figure 38 ci-dessus, représentant

le pourcentage cumulé de la warfarine pour chaque copolymere.

La figure 38 permet d'observer un profil de libération similaire pour chacun des copolymeres,
ce profil est marqué par une absence de la libération brutale du principe actif, communément
appelé le "burst release”. Ce phénomene de burst release est expliqué par la fixation du
principe actif a la surface des nanoparticules et non a I'intérieur de cette derniére, ce qui
engendrerait sa libération rapide sous forme de burst. Dans notre cas le «burst release» n’est
pas observé, par contre une libération lente et croissante est observée au cours du temps. Cette
courbe de libération est expliquée par la bonne voie d’encapsulation : le principe actif est fort
probablement encapsulé a I’intérieur des nanoparticules. Ce profil est trés avantageux pour

une libération lente et a moyen terme d’un principe actif quelconque.

En se basant sur la littérature et sur les base de travaux anterieurs, la libération des agents
thérapeutiques est effectuée sur des jours voire des mois de maniere dépendante de la

structure du polymere et de sa cinétique de dégradation [211].
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Le maintien de la concentration du principe actif a des niveaux thérapeutiques dans le plasma
pour une période prolongeée est actuellement un défi. Ce défi a comme but de réduire ainsi la

fréquence d’administration des vecteurs polymériques portant les principes actifs [211].

En effet la cinétique de libération du principe actif du systeme de libération est controlée par
les mécanismes d’érosion et/ou de diffusion, qui sont tous les deux dépendants des
caractéristiques du polymere. Ces mécanismes de libération sont affectés par la vitesse de
dégradation du polymeére [229][230]. En effet la stabilité des principes actifs encapsulés
dépend ainsi de la vitesse de transfert par diffusion dans le milieu aqueux. Ce phénomene est
éventuellement dépendant de coefficient de partage du principe actif entre la particule et le

milieu aqueux [231].

Une autre étude a démontré que les petites particules ont révélé une absorption intracellulaire
plus élevée que celles ayant une taille plus importante dans un modeéle de culture cellulaire in

vitro a coté de sa vitesse de dégradation assez importante.

Ce phénomene est expliqué par Panyam et al. Lorsque la taille de la particule diminue, la
surface disponible pour une pénétration du tampon dans les particules augmente facilitant
ainsi, I’évasion des produits de dégradation du polymeére de plus petites nanoparticules.
Cependant in vitro des résultats contradictoires sont rapportés : une surface large des
nanoparticules conduit a une libération plus importante de principes actifs encapsulés. Cette
observation est confirmée déja par Dunne et al qui ont démontré la vitesse élevée de

dégradation des polymeéres ayant une taille importante par rapport aux plus petites.

Pour rappel, une augmentation de la taille ainsi que de la charge de surface a été observée tout

au long de I'étude.

Cette augmentation de la taille a continué jusqu'a la fin de I’é¢tude pour obtenir finalement des
nanoparticules avec des tailles plus importantes : 120 nm pour P1’ et 145 nm pour P4’ ainsi

que des charges de surface respectives plus élevées : -21 mV et -28 mV.

Ce profil d’évolution est supposé du a I1’agrégation des nanoparticules. En effet les
nanoparticules s’agglomerent et la charge de surface augmente parce que les groupements
carboxylates -COO- qui offrent la charge négative aux nanoparticules deviennent pour une
grande partie dissimulés a l'intérieur des agrégats. Nous pourrions aussi penser que la

dégradation progressive des polymeres libérant de l'acide diméthylmalique conduit a une
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acidification progressive du milieu et donc a la production de groupements carboxyliques

sous forme protonée -COOH et au masquage des charges négatives.

De plus, et pour une analyse plus précise de la cinétique de libération, le profil lent et stable
de la libération de la warfarine se fait pendant les deux premiéres semaines avec une
accentuation du phénoméne observable & partir du 12°™ jour. Il s'agit toutefois dans
I'ensemble, rappelons-le, d'une libération lente et progressive tout au long de la période
d'étude.

Selon les données de la littérature, PLGA et PLA sont les polymeres les plus utilisés.

Toutefois ces polymeéres présentent quelques inconvénients. L’ inconvénient majeur du PLGA
est essentiellement la stabilité des principes actifs pendant les étapes de la préparation et le
stockage d0 a la nature de catalyseurs acides de ses produits de dégradation, ce qui affecte la

stabilité des principes actifs conduisant a son incompléte libération [232].

En plus le profil de libération des principes actifs via le PLGA se fait en 3 phases
(triphasique) : une libération brutale élevée (burst release) au début, une phase de latence et

finalement une phase de libération imposée par 1’érosion du polymere [233] [234].

Par ailleurs, le PLA, le poly (D, L-lactide) nécessite 12 a 16 mois pour étre completement
dégradé et le poly (I-lactide) qui est moins hydrophile et plus cristallin peut étre trouvé in vivo
méme au bout de 1,5 a 2 ans. Les polymeéres du PLA sont actuellement utilisés pour des
implants contraceptifs, des vis, des sutures résorbables et les implants osseux. Ils peuvent étre
utilisés aussi comme des matériaux implantables pour des organes artificiels et plus

récemment comme supports de biomatériaux en ingénierie tissulaire [235].

V. Evaluation de I’effet biologique de 2,5-dichlorophényl-6-
(chlorométhyl)-2-oxo-2H-1-benzopyran-3-carboxylate (DCBC):

1. Caractérisations de dérivé coumarinique:

Les résultats observés par la spectrophotométrie, ont montré que le dérivé coumarinique
absorbe a une longueur d’onde égale a 290 nm, valeur choisie pour une étude ultérieure de sa
cinétique de libération controlée a partir de systemes nanoparticulaires semblables a ceux de

la warfarine (Figure 39).
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Figure 39: Détermination de la longueur d’onde de dérivé coumarinique : Cl= 1g/mL,
C2=0,1mg/ml, C3=0, 2 mg/ml, C4=0, 04 mg/mL, C4=0,02 mg/ml et C5=0,01mg/ml

D’autre part, la phase mobile contenant 80% ACN et 20% eau a été choisi pour doser le
dérivé coumarinique. En effet cette phase a donné le meilleur pic et la meilleure séparation de
dérivé coumarinique par rapport a celles constituées de 50/50, 60/40, et 70/30. Le temps
d’¢élution de dérivé coumarinique était 8,6 min avec le débit de 1 mL/min et de 4,3 min pour
celui de 0,5 mL/min (Figure 40)
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Figure 40: Comparaison de la surface de pic de dérive coumarinigque en fonction de la

concentration et avec un débit de 0,5 et 1 mL/min

A partir de toutes ces données, une droite d’étalonnage avec les concentrations de dérivé

coumarinique est élaborée (Figure 41)
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Figure 41: Droite d’étalonnage de dérivé coumarinique

Donc a partir de cette droite on peut pouvoir déterminer la concentration de dérivé

coumarinique libérée a une étape ultérieure.
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2. Evaluation de I'activité antithrombine en systéme purifie :

L'activité anticoagulante du DCBC a eté évaluée au moyen de la mesure de son activité
anticoagulante en systéme purifié puis au moyen de trois tests coagulométriques, le temps de
Quick (TQ), le temps de cephaline activé (TCA) et le temps de thrombine (TT) en

comparaison avec l'argatroban.

Le mécanisme d’action mis en jeu par le DCBC et I’argatroban vis-a-vis de la thrombine n’est
pas le méme. En effet pour le DCBC, le carbonyle de la lactone est attaquée par la Ser195
nucléophile. L’ouverture subséquente du cycle de la lactone conduit a une augmentation des
propriétés de départ de I’atome de chlore et a la formation d’une quinone méthide électrophile
dans le site actif. (Figure 42 DCBC voie a). Ce dernier composé peut alors former une liaison
covalente avec un résidu nucléophile dans le site actif. Parallélement la désacylation par I’eau
de I’enzyme acyle peut restaurer ’activité enzymatique (Figure 42 DCBC voie b). Pour
I’argatroban, le groupement arginine se fixe réversiblement sur le site actif de la thrombine ce

qui inhibe par la suite son activation (Figure 42).
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Figure 42: Mécanisme d’action de DCBC et de 1’argatroban (Frédérick R [66])

Donc a partir des résultats de 1’ICsp (concentration inhibant la moitié de la thrombine ajoutée)

déterminées dans un systeme purifié, les figures 43 et 44 montrent une diminution du
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pourcentage de thrombine résiduelle de maniére linéaire concentration-dépendante est

observée.
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Figure 43: Thrombine résiduelle en fonction de la concentration de derivé coumarinique.
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Figure 44: Thrombine résiduelle en fonction de la concentration de 1’argatroban

Cette diminution, est toutefois beaucoup plus marquée pour le DCBC par rapport a
I’argatroban, pour lequel la valeur de I’ICsq est égale a 200 nM (Figure 43). En revanche, en
ce qui concerne 1’argatroban, il n’est pas possible de déterminer directement 1’ICsq a partir des

résultats expérimentaux obtenus dans la gamme de concentrations utilisée. Néanmoins, en
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supposant que la diminution de la thrombine résiduelle demeure linéaire, pour des
concentrations plus importantes d'argatroban, nous pouvons, par extrapolation déterminer une
ICso de 840 nM (Figure 44). Dans ces conditions, et dans 1’hypothése d’une linéarité du
phénomene observé, le dérivé coumarinique serait dans ces conditions plus efficace que
I’argatroban en tant qu’inhibiteur de la thrombine, bien que les mécanismes d’inhibition mis
en jeu soient différents. Ces résultats sont relativement en contradiction avec ceux trouvés par
Fredérick et al. dans leur étude, dans laquelle les valeurs de 1’ICsq étaient 103 nM pour le

dérivé coumarinique et de 331 nM pour 1’argatroban [66].

3. Les tests coagulométriques:

Les résultats de tests coagulométriques ont éeté illustrés dans les figures ci-dessous, en effet, la
Figure 45 ne montre pas un allongement du TQ par rapport au temps témoin, usuellement
situé entre 11 et 13 secondes, pour le dérivé coumarinique, de la plus petite dans la gamme
étudiée (80 nM) a la concentration la plus élevée (400 nM). Cependant, en ce qui concerne
I’argatroban, un allongement du TQ concentration dépendant est observé a partir d'une
concentration de 80 nM. L’argatroban posséde donc dans ces conditions, sur plasma sanguin,
un effet anticoagulant augmentant en fonction de la concentration de I'inhibiteur. En revanche,

le DCBC ne semble pas posséder d'effet anticoagulant dans ces conditions.

La Figure 46 montre des résultats similaires, I'argatroban allongeant le TCA de maniére
concentration-dépendante et non le DCBC. Les valeurs du TCA restent, pour les différentes
concentrations du DCBC, confinées dans l'intervalle de valeurs normales du temps témoin
(entre 25 et 39 secondes). Pour I’argatroban, en revanche, un allongement trés significatif de
63 secondes a partir de 80 nM jusqu'a une valeur de 147 secondes pour la concentration la
plus élevée (400 nM).
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Figure 45: TQ en fonction de la concentration du dérivé coumarinique et de 1’argatroban
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Figure 46:TCA en fonction de la concentration du dérivé coumarinique et de 1’argatroban

En ce qui concerne le temps de la thrombine (TT), la Figure 47 ne montre pas d'allongement
non plus du TT par rapport aux valeurs normales du temps témoin entre 22 secondes et 23

secondes, a l'inverse de I’argatroban, pour lequel un allongement concentration dépendant du

TT est observé a partir de 20, 40, 60, 80, et 100 nM.
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Figure 47: TT en fonction de la concentration du dérivé coumarinique et de 1’argatroban

Donc d’apreés les résultats des tests coagulométriques, le dérivé coumarinique DCBC ne
semble avoir aucun effet sur les temps de coagulation TQ, TCA et TT contrairement a
I’argatroban pour lequel nous avons observé un allongement du temps de coagulation dans les
différents tests. Le DCBC ne semble donc pas avoir d'effet anticoagulant sur plasma sanguin
en dépit de I'effet antithrombine important observé en systéme purifié, supérieur a celle de

I'argatroban.

L’ensemble de ces résultats émet I’hypotheése que notre dérivé coumarinique, bien que tres
actif vis a vis de la thrombine en systeme purifi€, ne serait donc pas capable d’interagir de
maniere spécifique avec le site actif de la thrombine. Ainsi, I’absence d’effet anticoagulant
dans les tests coagulométriques effectués sur plasma sanguin serait due a une fixation non
spécifique et massive des molécules de DCBC sur des ligands plasmatiques autres que la

thrombine.

Par conséquent, l'utilisation de systemes nanoparticulaires tels que ceux utilisees pour la
coumarine modeéle, la warfarine, permettrait a la fois de réduire les difficultés liées a I'absence

de spécificité du DCBC et d'augmenter éventuellement sa biodisponibilité
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Conclusion genérale

Dans ce travail, nous présentons un exemple d'application de dérives de PDMMLA
synthétiques dans le domaine biomédical. En effet, les nanoparticules & base de polymere
offrent des opportunités potentielles d'adapter de nombreux matériaux biologiquement actifs,

tels que les médicaments.

La Warfarine, un médicament hydrophobe, a été encapsulée avec succes, a la fois avec des
nanoparticules en utilisant la méthode de nanoprécipitation avec une efficacité élevée
d’encapsulation avec le PDMMLAH3p-co-Hexzo et le PDMMLAH30-b-Hexz. En fait, la
livraison d'un tel agent thérapeutique par des nano-vecteurs visant a améliorer leur
biodisponibilité et leur efficacité, a minimiser leurs effets toxiques et secondaires, a assurer
leur libération prolongée, & surmonter les obstacles biologiques & cibler les sites d'action
specifiques et a contréler leur libération, a été et reste un formidable défi.

Les Nanoparticules formées par des copolymeéres statistiques et a blocs amphiphiles dérivés
du polymére PDMMLA sont potentiellement des excellents supports pour les molécules
hydrophobes, grace a leur propriété de biodégradation et leur capacité a encapsuler un tel
médicament hydrophobe. Les dérives du PDMMLA sont des nouveaux polyesters
amphiphiles trés prometteurs. En effet, les copolyméres amphiphiles sont constitués d’une
partie hydrophobe et d’une partie hydrophile et forment des systemes tres efficaces utilisés
comme vecteurs pour la libération des principes actifs grace a leur versatilité de synthése qui
permet d’ajuster leur balance hydrophobe/hydrophile. Cette modulation se fait au cours de
leur synthése en jouant d’abord sur le choix du monomere et sur le pourcentage de ce dernier.
Par conséquent des polyesters amphiphiles, hydrophobes, hydrophiles ou aussi neutres
peuvent étre obtenus. En plus, les dérives du PDMMLA peuvent étre synthétises avec des
masses moléculaires bien déterminées par une polymérisation anionique par ouverture de
cycle. Cette polymérisation a permis d’avoir soit des longues chaines de copolymere avec une
masse moléculaire assez élevée en choisissant un rapport amorceur/monomeére = 10~ ou des
courtes chaines de ces derniers avec une faible masse moléculaire en choisissant le rapport

amorceur/monomeére =107
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Grace a cette polymérisation, deux types de copolymeres ont été obtenus : les copolymeres
statistiques et les copolymeres a blocs. Avec les copolymeéres statistiques, trois copolymeéres
ont été synthétisés avec des différentes proportions de la lactone benzylique et de la lactone

hexylique. Les mémes proportions sont utilisées pour synthétiser les copolymeéres a blocs.

A partir de ces copolymeres, des nanoparticules ont été préparées par nanoprecipitation. Cette
méthode est simple a mettre en ceuvre, rapide et efficace particulieérement pour 1’encapsulation

des principes actifs hydrophobes comme la warfarine.

La formulation des nanoparticules est optimisée afin d’obtenir une meilleure encapsulation,
une bonne stabilité et une libération contrdlée du principe actif. Des nanospheres seront
formées avec les copolymeres statistiques (warfarine dispersée dans la matrice copolymere) et
des nanoparticules en ceeur couronne avec les copolymeéres a blocs (warfarine dispersée dans

un cceur hydrophobe et protégée par une couronne hydrophile).

Enfin, les caractéristiques des nanoparticules sans et avec le principe actif ont été mises en
évidence par différentes techniques physico-chimiques. La forme des nanoparticules a été
déterminée par la Microscopie Electronique a Transmission (MET), la taille et la charge de la
surface en mesurant le potentiel zéta par la Diffusion Dynamique de la Lumiére (DLS). La
libération contr6lée de la warfarine est suivie par la Chromatographie Liquide a Haute
Performance en Phase Inverse (RP-HPLC) dans des conditions proches de la normale
(Tampon phosphate pH= 7,4, température =37 °C et sous agitation).
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Résumé

Dans cette publication, six copolyméres de la famille de poly(acide (R,S)-3,3-
diméthylmalique) (PDMMLA) ont été synthétisés, avec différentes proportions de
monomeres benzylique et hexylique respectivement : 30/70, 50/50 et 70/30. Ces copolyméres
ont éte caractérisés afin de déterminer leurs propriétés physicochimiques. A partir de ces
copolymeéres, des nanoparticules ayant des propriétés bien déterminées ont été formées par
une nanoprécipitation. Apres la caractérisation de ces dernieres, deux types de nanoparticules
issues de deux copolyméres de PDMMLA : le PDMMLAH30-b-Hexzo et le PDMMLAH3z,-co-

Hexzo ont été choisis pour encapsuler un principe actif hydrophobe : la warfarine.

Les nouvelles nanoparticules chargées de la warfarine ont été caractérisées afin de déterminer
leurs formes, tailles et charges de surface. Ensuite une étude de libération contrdlée de ce
principe actif est menée dans des conditions physiologiques pendant quatre semaines. En effet
la libération contrdlée d’un tel principe actif est primordiale pour déterminer le profil de
délivrance de ce dernier soit in vitro ou in vivo étant donné que 1’objectif principal pour une
encapsulation d’un principe actif et 1’étude de sa libération peuvent nous renseigner sur la
période nécessaire pour sa libération compléte ou partielle, la cinétique de sa libération et

aussi la cinétique de la dégradation du copolymere.

Donc avec la warfarine encapsulée dans les nanoparticules de dérivé PDMMLA, un profil de
libération lent et progressif est obtenu pour les deux types de nanoparticules au bout de
28jours. Les nanoparticules de PDMMLAH30-b-Hexzo ont libéré 47% de sa contenance en
warfarine alors que les nanoparticules de PDMMLAH30-co-Hexzo ont libéré 38% de la masse
totale de la warfarine introduite. L’absence de la phase de burst release est observée, cette
phase est caractérisée par une libération massive du principe actif dans un court délai. Ce
profil de libération est avantageux et ouvre des perspectives pour élargir I’application de ces

nanoparticules dans d’autres applications médicales.
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Introduction

Cardiovascular diseases (CVD) are the main cause of mortality
worldwide with more than 17 million annual deaths. In addi-
tion, global cardiovascular deaths are expected to raise to more
than 23 million by 2030.* Cardiovascular death is often related
to acute myocardial infarction or strokes that are mostly the
consequence of an underlying atherosclerotic process.>
Atherosclerosis is a chronic inflammatory response in the
arterial vessel wall leading to thrombosis formation which is an
inappropriate clot formation within intact vascular structure.?

Two classes of anticoagulants agents were deeply investi-
gated: antithrombotic and antiplatelet molecules that inhibit
the formation and growth of thrombi. Most of the anticoagulant
drugs are characterized by a limited therapeutic efficacy
because of their hydrophobic nature.* Coumarinic derivatives
are a part of these drugs, they are natural® or synthetic mole-
cules® belonging to the benzopyrones family” and recognized for
their great importance in medicine.®* However they present two
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Chromatography (HPLC) for four weeks in phosphate buffer at pH = 7.4.

major limitations: narrow therapeutic index and a highly fluc-
tuating dose-response relation.®*°

Warfarin is an oral anticoagulant drug, also known as cou-
madin representing the most common coumarinic derivatives
in medicine." It's the most widely common anticoagulant as it
effectively prevents thrombosis and thromboembolism forma-
tion in many diseases.'” It acts as a vitamin K antagonist that
inhibit reduction of vitamin K-2,3-epoxide to vitamin K thus
disrupting synthesis of vitamin K dependent coagulation
factors: II, VII, IV and X. Warfarin suffers from difficult clinical
management because of a narrow therapeutic range and
considerable interpatient variability. This may lead to severe
bleeding that can be life-threatening.'>**>'* The controlled
delivery of warfarin performed with adequately build nano-
systems would greatly limit these drawbacks.

Poly(lactic acid) (PLA) and poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA)
and poly(e-caprolactone) (PCL) are among the most successfully
developed polymers in the field of medicine due to their
attractive properties: (i) biodegradability and biocompatibility,
(ii) Food and Drug Administration (FDA) and European Medi-
cines Agency (EMA) approval in drug delivery systems for
parenteral administration, (iii) well described formulations and
methods of production adapted to various types of drugs, (iv)
protection of drug from degradation, (v) possibility of sustained
release, (vi) possibility to modify surface properties to provide
stealth, better interaction with specific organs or cells.”>"” PLA/
PLGA-based NPs are currently studied to increase the efficacy of
treatments of cancer, inflammatory diseases, cerebral and

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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cardiovascular diseases, infection and diabetes, because of the
sustained release of the therapeutic agent from stable NP by
improving pharmacokinetic and pharmacodynamic profiles.*®

Anyway, the design of a nanosystem based on biocompatible
functional polymers dedicated to the delivery of a particular
drug still remains challenging.*

In this study, we have synthesized and characterized pol-
y((R,S)-3,3-dimethylmalic acid) (PDMMLA), new functional
polyesters shaped as nanoparticles for the delivery of warfarin.

PDMMILA derivates are obtained by anionic ring opening
polymerization of racemic lactones prepared in few steps from
diethyl oxalpropionate.” PDMMLA derivates based NPs are
formed by nanoprecipitation method and were characterized to
determine its shape, size and surface charge properties (see ESI
Fig. S1t). Warfarin which is a hydrophobic drug was encapsu-
lated and its controlled release was followed by RP-HPLC.

Experimental
Chemicals

Warfarin and phenylbutazone were purchased from Sigma
Aldrich Chemicals (StQuentin Fallavier, France).

All other solvents and chemical products were purchased
from Carlo Erba (Chaussée du Vexin, France) and Sigma-Aldrich
Analytical France (St Quentin Fallavier, France) and were used
as received. Anhydrous THF was prepared by the distillation of
THF on sodium-benzophenone and under N, atmosphere.
Absolute EtOH was distilled over sodium under nitrogen
atmosphere in order to prepare the initiator solutions. The later
was dried under vacuum and N, atmosphere. All polymerization
reactions were realized in anhydrous THF under nitrogen
atmosphere. Acetonitrile (ACN) and phosphate buffer saline
(PBS) (which prepared fresh daily) were HPLC grades. Deionised
water was purified by using a Millipore Milli-Q®Integral System
(Molsheim, France).

Physicochemical analysis

Molecular weight. Absolute average molecular weights and
molecular weight distributions of PDMMLA copolymers were
measured at room temperature by coupling online a high
performance size exclusion chromatograph (HPSEC), multi-
angle laser light scattering detector (MALLS) and a differential
refractive index (dRI) detector. Acetone, used as solvent, was
filtered using a 0.1 um filter unit (Millipore, Billerica, USA), then
thoroughly degassed (DGU-20A3R Shimadzu, Kyoto, Japan), and
eluted at a 0.5 mL min~" flow rate (LC10Ai Shimadzu, Kyoto,
Japan). 100 pL of a 0.2 um-filtered sample solution (at about
20 mg mL ') were injected with an automatic injector (SIL-20A
HT Shimadzu, Kyoto, Japan). The SEC line consisted of an
OHpak SB-G guard column for protection and two OHpak SB-
802.5 and-803 HQ columns (Showa Denko Europe, Munich,
Germany) in series. The column packing was a poly(-
hydroxymethacrylate) gel. The MALLS detector, a DAWN
HELEOS II from Wyatt Technology Inc. (Santa Barbara, CA, USA)
was equipped with a fused silica cell and a Ga-As laser (A =
665.8 nm). The whole collected data: light scattering (LS) and
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dRI were analyzed using the Astra v6.0.6 software package.
Molar mass were obtained with the Zimm order 1 method using
angles between 53.1° and 140°. The concentration of each
eluted fraction was determined with dRI (RID10A Shimadzu,
Kyoto, Japan) according to the measured values of dn/dc (0.097
mL g~ in acetone and 0.05 mL g~ ' in THF).**

Glass transition temperatures. Glass transition temperatures
(Tg) of copolymers were obtained using Differential Scanning
Calorimetry (DSC). DSC was measured on a SDT Q600 analyser
(TA instrument, Guyancourt, France). In a typical run, a copol-
ymer sample was first put in the furnace and heated from
—60 °C to 200 °C by means of a temperature ramp of 10 °C
min . This operation was repeated twice. Ty, was determined
from the inclination point of the second heating curve.

NMR. 'H and **C NMR spectra were recorded on BRUKER
AM-400 MHz spectrometer using CD;COCD; as solvent and
with the residual solvent signals as internal standard, unless
otherwise indicated. Chemical shifts were given in ppm (6) and
coupling constants in Hz. The following abbreviations were
used to describe the peak pattern: s (singlet), d (doublet), t
(triplet), q (quartet) and m (multiplet).

Infra red. IR spectra were recorded on AVATAR 370 TF-IR
Thermo Nicolet spectrometer using Nicolet OMNI-Sampler
ATR Smart Accessory (Ge, DTGS) (Thermofischer, Voisin-le-
Bretonneux, France).

Characterization of the NPs. The size of NPs was obtained by
dynamic light scattering using Nanosizer (Malvern Instru-
ments, Orsay, France). The size distribution was achieved by
using the polydispersity index (PDI). Nanosizer also provided
the zeta potential of NPs suspended in NaCl 1 mM to ensure
standard and stable ionic strength. NPs external morphology
was investigated by Transmission Electron Microscopy (TEM)
using a JEOL JEM-2011 electron microscope at an operating
voltage of 200 kV (Jeol Ltd., Japan). For TEM analysis, NPs
sample drops were deposited onto a carbon coated copper grid
support and kept drying at room temperature.

The Reverse Phase High Performance Liquid Chromatog-
raphy (RP-HPLC) analytical system was constituted with a Pur-
0ospher®STAR endcapped RP-18 column (250 x 4.6 mm i.d., 5
pum, Merck, Darmstadt, Germany) used at room temperature
with a mixture of ACN and PBS (40/60, v/v) at a flow rate of 0.5
mL min~". The system included a Waters 2695 HPLC system
(Milford, MA, USA) integrated with a column oven, an auto
sampler, and a vacuum degasser. The detector was a Waters
2996 PDA detector (Milford, MA, USA). Empower Pro®5.0 soft-
ware (Waters Corporation) monitored the equipment and
allowed the treatment of the data.

PDMMILA synthesis and characterization

Synthesis of the monomers. PDMMLA monomers were
synthesized according to previous protocols by Barbaud C
et al.**** (see ESI Text and Scheme S1+).

Synthesis of the polymers. A series of statistical and block
copolyesters with different benzyl/hexyl ratio 30/70, 50/50 and
70/30 (mol mol ') were synthesized from commercial diethyl
oxalpropionate:

RSC Adv., 2017, 7, 6704-6711 | 6705
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P1 (PDMMLABN;(-co-Hex;), P2 (PDMMLABN;(-co-Hexs), P3
(PDMMLABnD,¢-co-Hexz,) and  block  copolymers: P4
(PDMMLABN;-b-Hex;o), P5 (PDMMLABnN;-b-Hexs,), and P6
(PDMMLABN,,-b-Hexz), those copolymers were deprotected

and benzylic groups were removed to form finally P1’/
(PDMMLAH;,-co-Hexy,), P2’ (PDMMLAH;,-co-Hexs,), P3’
(PDMMLAH,(-co-Hexz,) and  block  copolymers: P4’
(PDMMLAH;(-b-Hex,q), P5' (PDMMLAH;,-b-Hexso), and P6’
(PDMMLAH,(-b-Hex;,).

Polymerization was started by tetraethylammonium

benzoate C¢H;COO~ “N(Et), (36 mg mL " in distilled absolute
ethanol) as initiator by a living anionic ring opening
polymerization.

For statistical copolymers we have synthesized a long chain
with a monomer/initiator ratio [m]/[a] = 103 and for block
copolymers, short chains were synthesized with a ratio of [m]/[a]
=102. The initiator solution of each copolymer was dried under
vacuum to remove absolute ethanol and then kept under
nitrogen atmosphere at room temperature.

Benzylic and hexylic lactones already weighed and diluted in
anhydrous THF were added to the initiator under nitrogen
atmosphere. For statistical copolymers P1, P2 and P3 benzylic
lactones were added, followed by the addition of the hexylic
lactones whereas for block copolymers P4, P5 and P6, benzylic
lactones were first added, polymerization process is instanta-
neously started to form the first block, after complete polymeri-
zation of benzylic lactones, hexylic lactones were added and
polymerization process is continued to form the second block. All
polymerizations were followed by FT-IR spectroscopy with the
disappearance of the lactone band at 1835 cm™" in favor of the
ester band at 1754 cm™ . The polymerization process was stopped
by the addition of 2 drops of glacial acetic acid in the reaction
mixture. Then THF was evaporated and crude polymers were
diluted in pure acetone before precipitation in absolute ethanol
and left to stand overnight in order to allow polymers precipita-
tion. After complete precipitation, ethanol supernatant was
manually eliminated and polymers pellet was diluted in acetone
and transferred into a crystallizer to be dried and weighed.

The proportions between benzylic and hexylic groups in the
copolymers were determined from 'H NMR spectrum, by
calculating the integration ratio of the “O-CH,-Ph” of the
benzylic group against the integration of the “O-CH,—(CH,)s—
CH3” of the hexylic group (see ESI Fig. S27).

All copolymers were then deprotected by catalytic hydro-
genolysis in the presence of palladium on charcoal (20% of
PDMMLA mass) in acetone to remove the benzylic group.

Formation of the nanoparticles

NPs obtained from deprotected statistical copolymers (P1’, P2’
and P3’) and block copolymers (P4’, P5’ and P6'), were prepared
thanks to the nanoprecipitation method already described by
Fessi et al*® NPs were formed by the adding of 100 mg of
PDMMLA copolymers and a suitable percentage of warfarin to
a 10 mL of acetone. This mixture was added dropwise to 20 mL
of pure water under moderate agitation at room temperature.
NPs were formed instantaneously by rapid solvent diffusion
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during dropping and the medium got a milky aspect. Nano-
suspensions were kept under agitation. Weight ratios of
warfarin/polymer of 3%, 6% and 10% have been assayed.
Warfarin free PDMMLA NPs were prepared according to the
same procedure omitting the drug.

NPs were separated from non-encapsulated warfarin by
ultracentrifugation at 40.000 rpm for 30 min followed by pellet
resuspension. This procedure was repeated 3 times to remove
the maximum of the non-encapsulated and surface bound
warfarin.

PDMMLA NPs were characterized by TEM to determine their
shape and by DLS to determine their size and surface charge.

Release experiments

To start the warfarin controlled release, pellets recovered from
the ultracentrifugation were resuspended in 10 mL of PBS (pH
= 7.4), the flask being maintained under a continuous gentle
agitation in a temperature-controlled water bath kept at 37 °C.
The released warfarin was checked over 4 weeks. Samples (1
mL) were collected twice a week, centrifuged at 4.500 rpm for
15 min. The supernatants were freeze-dried overnight at —80 °C,
lyophilized, resuspended in 1 mL of acetonitrile (ACN) and
analyzed by Reverse Phase High Performance Liquid Chroma-
tography (RP-HPLC). Standard solutions were freshly prepared
by dilution of the stock solution of warfarin (1000 ug mL™"') and
phenylbutazone (100 pg mL™"). The amounts of warfarin and
phenylbutazone were determined from the peak area correlated
with the standard curve. All analysis was performed in triplicate.

Results and discussion

We have synthesized statistical and block amphiphilic
PDMMLA derivatives (with n: benzylic monomer proportion =
30%, 50% or 70% and m: hexylic monomer proportion = 70%,
50% or 30%) shaped as NPs for the controlled delivery of
warfarin. PDMMLA derivatives have the assets of ester cleavable
bonds in their backbones which make their degradation
possible by simple hydrolysis. Besides, these synthetic copoly-
mers with a stereogenic center in the repetitive unit for
controlling the macromolecular structure include lateral
chemical functions which could be adapted to carry on further
chemical modifications.** Moreover, it was previously demon-
strated that PDMMLA degraded to give (R,S)-3,3-dimethylmalic
acid,” a non-toxic product involved in the biosynthesis of the
pantothenate and the coenzyme A catalyzed by the B,B-dime-
thyldehydrogenase (EC. 1.1.1.84).>%2¢

The formation of different copolymers was monitored by
FTIR with the disappearance of the vibration band at 1835 cm ™*
(C=O0 stretching of the lactonic function) besides the ester
band at 1754 cm ™" (see ESI Fig. S31).

Then lactones underwent an anionic ring-opening polymer-
ization to form the different copolymers.> Polymerizations were
thus followed by FTIR by a progressive decrease of the lactonic
band and increase of the ester band.

The formation of the copolymers was confirmed by 'H NMR
analysis. The 'H NMR spectrum of the statistical copolymer

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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evidenced the signals of aromatic hydrogen at 7.4 ppm, of the
ester group at 5.3 ppm, and of the methylene groups of benzyl at
5.2 ppm and hexyl at 0.8, 1.25, 1.6 and 4.20 ppm respectively
(see ESI Fig. S4t).

Copolymer proportions were obtained from *H NMR spectra,
by determining the integration ratio of the methylene groups of
the benzylic ester against the integration of some methylene
groups of the hexylic ester at (Table 1). P1-P6 were then
deprotected by catalytic hydrogenolysis to give P1'-P6’ with free
COOH moieties which provide the hydrophilic and acidic
characters to the copolymers.*” Yields, molecular weights and
glass transition temperatures are gathered in the Table 1.

One T, was measured for each of the statistical polymers: 5.6,
19.3 and 31.7 for P1, P2 and P3 respectively. This reflects merely
the statistical character of the copolymers which destroy the
regularity of the PDMMLA chain. Whereas for block copoly-
mers, two T, have been obtained which indicate that these
polymers are constituted by two blocks: one for the benzylic
block and another for the hexylic block.*®

In fact, when temperature is lower than T,, PDMMLA deriva-
tives backbone possess only molecular vibrational motion, and
copolymers become hard and glassy on its “frozen” state, this
state will protect the copolymer from water diffusion and thus
from hydrolysis, as temperature increases approaching Ty,
PDMMLA derivatives backbones develop rotational motion and as
the temperature increases interactions between copolymer chains
become looser thus copolymers become on its “elastic” state.

Or in our study, all T, were lower than body temperature (37
°C) which mean that copolymers are on its elastic state that will
facilitate water diffusion and therefore hydrolysis is easier,
leading to a faster degradation time. These considerations
make them very interesting materials to be used in association
with bioactive molecules in the short and medium term.

On another hand, molar mass distribution value expressed
by D for the six copolymers were between 1 and 2 reflecting
a good homogeneity of copolymers' chains.

After catalytic hydrogenolysis and the removal of the benzylic
group, deprotected copolymers were characterized by "H NMR
spectrum (see ESI Fig. S57).

View Article Online

RSC Advances

The deprotected statistical copolymers have higher glass
transition temperatures (7,) (13.4 and 51.7 °C for P1’ and P3’
except P2’ = 11.2 °C) than the corresponding protected copol-
ymers besides the increase of the molecular weights likely due
to the formation of intermolecular hydrogen bonds between the
carboxyl groups. Hydrogen bonds also hinder the motion of the
polymeric chains.”® Whereas for the block copolymers we
noticed that both T, tended to shift to a low temperature region
probably due to the effect of crystallization which occurred at
lower temperatures.

Statistical and block copolymers were shaped as spherical
NPs thanks to the nanoprecipitation method, a widely used
technique based on interfacial deposition because of the
displacement of a solvent with a non-solvent.'®** In addition,
the formation of the NPs was obtained without any additives.
This allowed the fabrication of on demand NPs of controlled
shape, size, and charge surface, all crucial factors that have
been shown to affect NPs interactions with biological systems in
vitro and in vivo.3"*

According to TEM analysis (Fig. 1A), the average size of all
NPs was about 50 nm (Table 2), whereas polydispersity index
(PDI) was ranging from 0.08 to 0.25.

Nanoparticles have a highly negative zeta potential from —60
to —80 mV (Table 2). This high negative charge, mainly due to
the presence of the carboxylate units on the surface, ensures
and maintains the stability of the nanosuspensions since NPs
with lower charge surface could undergo some aggregation.**>*

TEM analysis evidenced spherical NPs from the six copoly-
mers, but the more regular ones have been obtained with P1’
and P4'. Those two copolymers were then selected for the
remainder of the study assuming that a hydrophobic larger
proportion and larger hydrophobic domain respectively may
provide better encapsulation efficiency and a relatively slow
controlled release of the hydrophobic drug warfarin.

Encapsulation efficiencies with 3%, 6% and 10% of warfarin
assayed for the release study with NPs prepared from P1’ and
P4’ gave the optimal encapsulation efficiencies of about 95%,
90% and 85%, respectively. Consequently, released experiments
have been performed with NPs containing 3% of warfarin.

Table 1 Composition yields, molecular weights and glass transition temperatures of statistical and block copolymers. Pn’ are deprotected Pn

Copolymer Hex? (%) Bn“ (%) Yield (%) M, (g mol ™) M,” (g mol %) D* T,? (°C)
P1 70.9 29.1 85 19 000 17 800 1.07 5.6

P2 52.0 48.0 79 39 000 18 800 2.07 19.3

P3 31.1 68.9 85 24 000 13 700 1.75 31.7

P4 70.3 29.7 81 34 800 29 900 1.16 —6.2/63.0
P5 49.0 51.0 97 28 100 28 000 1.00 —1.3/72.5
P6 28.7 71.3 98 22 600 22 600 1.00 —9.7/52.2
Pl — — — 141 200 128 500 1.10 13.4

P2/ — — — 85 400 79 600 1.07 11.2

P3’ — — — 35900 33 600 1.07 51.7

P4/ — — — 109 200 44 500 2.45 —9.8/56.2
P5’ — — — 139 600 123 200 1.13 —9.0/57.2
P6’ — — — 53 700 30 700 1.75 —9.1/60.3

% Obtained from 'H-NMR integration. > HPSEC-MALLS-dRI in THF, 0.5 mL min~*, M, + 500 g mol™*, M,, + 500 g mol™*. “D = M, /M,,.

4 Determined by DSC.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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Fig. 1 TEM analysis of NPs. (A) Free NPs and (B) warfarin loaded NPs (W-NPs).

From TEM analysis, free NPs NP1’ were distributed homoge-
neously (in bulk: Fig. 1A NP1'), whereas free NPs NP4’ were
dispersed heterogeneously (Fig. 1A, NP4'). Once drug was added,
a slick of NPs with a homogenous size and shape distribution was
obtained either with W-NP1’ or W-NP4’ (Fig. 1B).

NPs size strongly influences the degradation of the polymer
matrix* and affects the performance of the nanosystem in many
aspects such as circulation time, hepatic filtration, renal clear-
ance, endocytosis and tissue extravasation/diffusion of the
carrier.*

NPs NP1’ and NP4’ had an average hydrodynamic diameter
in the range of 77 to 93 nm, and a polydispersity index (PDI) of

Table 2 Size, PDI and charge surface of nanoparticles

Nanoparticles Size” (nm) PDI* Zeta potential® (mV)
NP1 80 0.08 -70
NP2’/ 85 0.14 —78
NP3’ 93 0.10 —63
NP4/ 85 0.09 —72
NP5’ 60 0.11 —60
NP6’ 62 0.25 —80

¢ Measurements were obtained by DLS analysis.

6708 | RSC Adv., 2017, 7, 6704-6711

0.1 for both of them (Fig. 2) emphasizing the monodispersity of
NPs formulation charges surface of the loaded NPs were similar
to those of unloaded ones i.e. —50 mV and —65 mV for NP1’ and
NP4’ respectively and the corresponding nanosuspensions were
very stable without observable aggregation for at least 4 weeks.

Controlled release of warfarin

A short term release of warfarin was investigated for 4 weeks to
explore warfarin release profile in vitro in a similar way as in
physiological conditions. From release results carried out by
HPLC for the 4 weeks, 0.83 mg and 1.12 mg corresponds to 38%

W-NP1'
Size: 77 nm
PDI: 0.1

—

W-NP4'
Size: 93 nm
PDI: 0.1 /
/

W-NP1'
ZP: -65mV

100 1000 -100 0
Apparent Zeta Potential (mV)

10 Size (nm)
Size Distribution by Intensity

Fig.2 Size and zeta potential distribution of nanoparticles W-NP1" and
W-P4'N.
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and 47% for respectively W-NP1' and W-NP4' of the total
introduced warfarin quantity. From DLS analysis and for almost
two weeks, no apparent change was observed either in size or in
zeta potential. From the fourteenth day some modifications
were noticed: size tends to slightly increase by a flattening of the
size distribution. These modifications continued until the end
of the study to obtain finally a larger NPs size: 120 nm for W-
NP1’ and 145 nm for W-NP4’ as well as the increase of surface
charge up to —21 and —28 mV respectively (Fig. 3).

These profiles evolution could be due to some limited
aggregation of NPs. A preferential degradation of hydrophilic
chain would lead to a relative increase of hydrophobic parts of
the polymers and a decrease of the amount of carboxylate
groups. As a consequence, the surface charge decreased.

A steady slow profile of the warfarin during the first two
weeks and the warfarin release accentuation from the twelfth
day were observed similarly for W-NP1’ and W-NP4' (Fig. 4). It is
noteworthy that the release profile of warfarin is done in a sus-
tained and progressive way, in the absence of the burst release
generally characterizing a surface-bound drug. This may
emphasize the advantages of the PDMMLA derivatives as drug
carriers and delivery systems comparing to other polymers.

The release of the therapeutic agents can proceed gradually
over days to months depending on the polymer structure, and
thus maintain the plasma drug concentrations at therapeutic
levels for prolonged periods of time. This restricts the admin-
istration frequency of polymeric drug carriers.*”

Indeed, release kinetics of drugs from such drug delivery
systems are controlled by erosion and/or diffusion mechanisms
that have been demonstrated to be dependent on the polymer
characteristics® since these release mechanisms are affected by
the degradation rate of polymers.?*?*

The architecture of polymers has clearly a strong influence
on the release behavior. First, we must note that both polymers
have glass transition temperatures allowing the diffusion of
water molecules within the particles. However, we could
consider that statistical copolymers based nanoparticles behave
as matrix systems. The structure of the macromolecules allows
a more important concentration of warfarin in the core of the
particles. Block copolymers lead to core-shell architecture with
a hydrophilic shell surrounding a hydrophobic core with a kind
of ‘chemical composition gradient’ from the outer area to the

Beginning of the study

-100 0

Size (nm)

Zeta potential (mV)

Fig. 3 Evolution of the size distribution (A) and zeta potential (B) of
loaded NPs from the beginning (red curve) to the end (green curve) of
the study.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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Cumulative release

Day

Fig. 4 Cumulative release curves of warfarin from the loaded nano-
particles W-NP1’ (A) and W-NP4' (B).

inner one. In the first case, the release of the drug would be
driven by the erosion of the particles into smaller hydrophobic
structures. A straight release of the drug is the consequence of
the increase of the specific surface of the particles. In the
second case, the outer hydrophilic shell would act as a rate
controlled membrane (dissolution controlled reservoir).

In a nutshell, thanks to the anionic ring opening polymeri-
zation we could synthesize well-defined and size-controlled
copolymers without the drawback of copolymer large size. In
addition to the versatility of PDMMLA derivatives by adding
several types of pendant groups (hydrophilic, neutral, hydro-
phobic and reactive),>****° the hydrophilic/hydrophobic balance
is adjustable to enable the modulation of a slower or quicker
degradation. At this level we assume that a higher proportion of
hexylic group and a lower acid proportion result consequently
in a slower degradation kinetic of copolymers and vice versa,
which in turn, makes possible the monitoring of the encapsu-
lation efficiency and release of the drug. PLGA, PLA and PCL,
the main polymers used for controlled drug delivery present
some shortcomings: PLGA main drawbacks are essentially due
to the drug stability during preparation and storage steps, this
instability mainly due to the acid-catalyzed nature of its degra-
dation products, leading to the incomplete release of such
drug,* besides PLGA drug release profile which proceeds in
three phases (triphasic): high burst effect in the beginning, lag
phase and finally release phase imposed by polymer erosion.
Because of its high hydrophobicity, many efforts have been
made to adjust PLGA structure in order to increase its hydro-
philicity to enhance drug stability that influence the biodegra-
dation and also drug release kinetics.***

In turn, poly(lactic acid) (PLA): poly(p,L-lactide) demands
about 12 to 16 months to be completely biodegraded, and
poly(r-lactide), is weakly hydrophilic and more crystalline, and
could be found in vivo even after 1.5 to 2 years.**

Conclusions

PDMMLA and its derivatives are promising polyesters that have
shown an interesting biocompatibility and in vivo degradation

RSC Adv., 2017, 7, 6704-6711 | 6709
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giving the (R,S)-3,3-dimethylmalic acid as a non-toxic mole-
cule.”” PDMMLA derivatives seem to be appealing water soluble
aliphatic polyesters with a pendant carboxylic acid groups that
could be used in several temporary applications such as engi-
neering technology, medical imaging, diagnostics and drug
delivery system in the aim to improve hydrophobic drugs
pharmacokinetics.>®*%*

Drug delivery system is as important as the therapeutic
impact itself. Polymer drug delivery system has had a tremen-
dous impact on medical technology, improving therapy
performance of many existing drugs. These drug carriers are
tailored to overcome the weakness of treatment with free drugs
that often lead to poor therapeutic responses.*® In this study, we
present an example of application of synthetic poly(-
dimethylmalic acid) derivatives in the biomedical field.

Warfarin, a hydrophobic drug was successfully encapsulated
in NPs made out of PDMMLAH;,-co-Hex;, statistical copolymer
and PDMMLAH;,-b-Hex;, block copolymer, respectively. This
was achieved using the nanoprecipitation method with high
encapsulation efficiency. In fact the delivery of such therapeutic
agents by nanocarriers aiming to improve their bioavailability
and efficacy also minimize their toxicity and side effects, ensure
their sustained release, overcome biological barriers to target
specific action sites and control their release, have been and
remain a tremendous challenge.**** NPs formed by amphiphilic
statistical and block copolymers derived from PDMMLA copol-
ymers represent potentially relevant drug delivery systems for
hydrophobic molecules, thanks to their biodegradation prop-
erties and their ability to encapsulate such drug in their
hydrophobic moieties or domains, besides the possibility to
modulate their hydrophobic/hydrophilic balance to make NPs
degradation rate faster or slower.
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Conclusions et perspectives

Donc dans notre travail, la formulation des nanoparticules a été optimisée afin d’obtenir une
meilleure encapsulation, une bonne stabilité et une libération contr6lée de la warfarine. Pour
réaliser ces objectifs deux parmi les copolymeéres synthétisés ont été choisis pour atteindre ces
objectifs. Le PDMMLAH3p-co-Hexy (P1°) et le PDMMLAH30-b-Hexzo (P4°) sont utilisés
pour former des nanoparticules chargées de la warfarine. Ces deux copolymeres ont générés
des nanoparticules ayant une efficacité d’encapsulation pour la warfarine assez importante.
Ces nanoparticules chargées ou non chargées de la warfarine, avaient une forme sphérigue et
une charge de surface assez négative garantissant leur stabilité sans avoir recours a un
stabilisant. La taille de ces nanoparticules n’a pas dépassé le 100 nm ce qui les rend trés
intéressantes en vue d’une application in vivo minimisant le risque d’étre neutralisée par les

macrophages.

La libération contr6lée de la warfarine, suivie par Chromatographie Liquide a Haute
Performance en Phase Inverse (RP-HPLC) a permis de mettre en évidence une libération lente
et progressive de la warfarine sur une période de quatre semaines, pour les systémes
nanoparticulaires élaborés a partir des deux types de polymeres utilisés P1' et P4'. 47 et 38%
de la masse totale de warfarine encapsulée sont ainsi libérés sur cette période. Il est a noter
I'absence de phase de burst release, consistant en une premiére phase de libération brutale et
importante du principe actif caractérisant des systemes nanoparticulaires construits a partir
d'autres types de polymeres tels le PLGA et le PLA.

Par ailleurs, un dérivé coumarinique, le 2,5 dichlorophényl-6-(chrométhyl)-2-oxo-2H-1-
benzopyran-3-carboxylate(DCBC) ayant une activité anti-thrombotique supposée importante
et efficace (inhibiteur direct) selon la littérature, est synthétisé afin d’étre encapsulé par les
nanoparticules de PDMMLA. L’efficacité de ce DCBC contre la thrombine est évaluée en le
comparant avec un inhibiteur compétitif direct de la thrombine: 1’argatroban et en testant ses
activités dans un systeme purifié et dans un plasma sanguin. Toutefois les résultats obtenus
ont montré une efficacité d’inhibition dans un systeme purifi¢ alors que dans un plasma

sanguin le DCBC s’est avér¢ inefficace par rapport a la molécule de référence.
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Comme perspectives, une étude de libération de DCBC avec ce systeme de libération est
envisageable suite aux résultats de ce principe actif dans un systeme purifié, ainsi un ciblage
direct de ces nanoparticles pour la fibrine aprés un greffage de fucose a la surface pourrait
aboutir a des résultats promoteurs. Par ailleurs une étude de cytotoxicité in vitro et in vivo est
nécessaire pour déterminer d’un c6té le comportement de ces nanoparticules vis-a-vis des
cellules vivantes en déterminant leur absorption cellulaire dans les cellules endothéliales en
utilisant un marquage et d’un autre coté leurs comportements vis-a-vis des cellules
immunitaires (macrophages, leucocytes etc...). Ainsi la toxicité des produits de dégradation
des nanoparticules vis-a-vis des cellules endothéliales sera mise en évidence. Le
comportement des nanoparticules dans des conditions de flux proches a celui du flux sanguin

et leur cinétique de libération seront aussi des perspectives a réaliser.

Finalement, grace a ses nombreuses propriétés, les nanoparticules formées de PDMMLA
peuvent servir comme vecteur pour plusieurs principes actifs. L’encapsulation des agents
curatifs ou médicaments ayant comme cible potentiels les tumeurs ou d’autres pathologies
vasculaires peuvent souligner I’importance de ces nanoparticules en vue d’élargir ses
utilisations. Enfin et pourquoi pas voir un jour les nanoparticules de PDMMLA en phase |

d’une étude clinique.
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