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Résumé

Le psoriasis est une dermatose inflammatoire chronique. Les lésions psoriasiques sont caractérisées
par une prolifération anormale des kératinocytes, une dilatation des vaisseaux sanguins dermiques et
une infiltration de cellules inflammatoires dans la peau. Malgré |'efficacité des traitements anti-
psoriasiques, leurs effets secondaires limitent leur utilisation a long terme. Plusieurs études réalisées
dans nos équipes ont montré qu’un dendrimére de type Poly(PhosphorHydrazone) a terminaisons
Azabisphosphonate, nommé ABP, présente des propriétés anti-inflammatoires in vitro et dans des
modeles animaux de maladies inflammatoires chroniques. L'objectif de notre étude est d'évaluer et
d’optimiser le potentiel thérapeutique de I’ABP comme une nouvelle approche pour le traitement du
psoriasis. Nous avons montré que I'administration cutanée de I’ABP dans un tampon physiologique,
sans formulation particuliére, réduit significativement I'inflammation induite par I'imiquimod chez les
souris. Toutefois, I'efficacité thérapeutique du dendrimere ABP pour le traitement topique du
psoriasis doit étre améliorée. En effet, la structure complexe et les propriétés de barriére du stratum
corneum, mais aussi les propriétés physico-chimiques du dendrimere ABP limitent sa pénétration
cutanée et donc son efficacité thérapeutique par voie cutanée. Afin de maximiser ses effets
thérapeutiques, nous avons donc formulé le dendrimeére dans un systéme de vectorisation innovant,
des vésicules catanioniques tricaténaires dérivées de sucre. Ces vésicules catanioniques, développées
dans notre équipe, sont formées d’une bicouche de deux tensioactifs de charges opposées. Outre leur

By

biocompatibilité, ces vésicules catanioniques ont déja démontré leur capacité a promouvoir la

pénétration cutanée d’actifs quand leur bicouche est a I'état fluide. Aprés I'optimisation de la
formulation du dendrimere dans les vésicules catanioniques, nous avons obtenu des vésicules stables
et capables d’encapsuler environ 80% du dendrimere. Nous avons également montré que I'insertion
du dendrimere dans la membrane des vésicules la rend fluide a la température de la peau. Nos études
ex vivo, sur différents modéles de peaux, ont montré que la formulation du dendrimére dans les
vésicules catanioniques permet une pénétration cutanée profonde du dendrimere. Enfin, des études
menées sur le modele murin de psoriasis induit par I'imiquimod ont démontré I'apport de la
formulation TriCat/ABP-A dans I'amélioration des Iésions psoriasiques induites par I'IMQ. L'ensemble

de nos résultats mettent en avant I'efficacité de la formulation dans I’administration du dendrimere

dans les couches cutanées profondes pour le traitement du psoriasis.

Mots clés : Psoriasis, inflammation, formulation, dendrimére ABP, application cutanée, vésicules
catanioniques, systeme d’administration cutanée, pénétration cutanée, modeéle de psoriasis induit par
I'imiquimod.



Abstract

Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease. It is characterized by an abnormal proliferation of
keratinocytes, dilation of dermal blood vessels and an infiltration of inflammatory cells into the skin.
Although effective, the side effects of anti-psoriatic treatments limit their long-term use. A
Poly(PhosphorHydrazone) dendrimer capped with AzaBisPhosphonate groups, called ABP, has
previously been shown to have anti-inflammatory properties both in vitro and in animal models of
chronic inflammatory diseases. The aim of our study is to assess and optimize the therapeutic
potential of ABP dendrimer as a new approach for psoriasis therapy. We have shown that ABP
dendrimer applied topically in physiological buffer, without specific formulation, significantly reduced
the inflammation induced by imiquimod in mice. However, the therapeutic efficacy of the ABP
dendrimer for the topical treatment of psoriasis should be improved. The barrier properties of the
stratum corneum and physicochemical properties of the ABP dendrimer both contribute to limit its
skin penetration and therefore its therapeutic efficacy by topical route. In order to maximize its
therapeutic effects, we have formulated the dendrimer in an innovative delivery system, sugar-
derived tricatenar catanionic vesicles. These catanionic vesicles, developed in our team, are formed
from a bilayer of two opposite charges surfactants. In addition to their biocompatibility, these
catanionic vesicles have previously demonstrated their ability to promote skin penetration of active
ingredients when their bilayer is in fluid state. After optimization of dendrimer formulation in
catanionic vesicles, we obtained stable vesicles capable of encapsulating approximately 80% of the
dendrimer. We have also shown that the insertion of the dendrimer into the vesicular bilayer makes
it fluid at skin temperature. Our studies ex vivo have successfully shown that the formulation of
dendrimer in catanionic vesicles allows deep skin penetration of the dendrimer into the viable
epidermis and dermis. Finally, we have demonstrated that TriCat / ABP-A formulation improves the
efficacy of dendrimer in murine model of psoriasis induced by imiquimod. Altogether, our results
highlight the potential of this innovative formulation to deliver dendrimer to the deeper skin layers

for the treatment of psoriasis.

Keywords: psoriasis, inflammation, formulation, ABP dendrimer, topical application, catanionic

vesicles, skin drug delivery system, skin penetration, imiquimod-induced psoriasis model.
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Le psoriasis est une maladie inflammatoire chronique de la peau qui affecte 2 a 3% de la
population mondiale. Les Iésions psoriasiques sont caractérisées par (a) une
hyperprolifération et une différenciation anormale des kératinocytes, (b) une dilatation des
vaisseaux sanguins dermiques, et (c) une infiltration de cellules inflammatoires dans la peau
(lymphocytes T, cellules dendritiques, monocytes/macrophages et neutrophiles). A ce jour,
on ne sait pas guérir le psoriasis. Les traitements utilisés consistent a atténuer les symptomes
et apporter ainsi une meilleure qualité de vie aux patients. Parmi ces traitements, on retrouve
des traitements locaux pour les formes légeres de psoriasis (notamment les
dermocorticoides), la photothérapie, et les traitements systémiques pour les formes les plus
séveres (la ciclosporine, le méthotrexate, et les biothérapies : notamment anti-IL17, anti-IL-
23, anti-IL-12/-23 et anti-TNF). Malgré leur efficacité, les effets indésirables (atrophie
cutanée, néphrotoxicité, hépatoxicité ou risque élevé d’infection et de lymphomes) et les
colits trés élevés de certains d’entre eux (les biothérapies) limitent leur utilisation
qguotidienne a long terme chez les patients, en raison du caractere chronique du psoriasis. Le
développement de nouvelles molécules est donc essentiel pour la prise en charge du psoriasis

a long terme.

Notre laboratoire, en collaboration avec le Laboratoire de Chimie de Coordination, a montré
gu’un dendrimere, de type Poly(PhosphorHydrazone) (PPH), a surface azabisphosphonate,
appelé ABP, est un candidat-médicament pour le traitement de maladies inflammatoires
chroniques, la Polyarthrite Rhumatoide et la Sclérose en Plaques, ou aigues, I'uvéite. Les
propriétés anti-inflammatoires et immuno-modulatrices du dendrimere ABP sont dirigées
vers différentes cellules immunitaires, notamment les monocytes/macrophages, les cellules
dendritiques et les lymphocytes T, des cellules qui jouent un role important dans la
physiopathologie de psoriasis. Le dendrimere ABP, en ciblant ces cellules inflammatoires in
vitro, diminue significativement la production de cytokines pro-inflammatoires, notamment
TNF, IL-12 et IL-23, qui sont essentielles pour le développement du psoriasis, et induit Ia
production d’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire. Ceci montre la capacité du dendrimere
ABP a agir sur plusieurs acteurs de I'inflammation impliqués dans le psoriasis. En plus de ses
effets biologiques et thérapeutiques, le dendrimere ABP, qui a fait I'objet de plusieurs études
depuis 2006, n’a pas montré d’effets néfastes, niin vitro, ni in vivo dans des modéles animaux.

Enfin, le dendrimeére est une molécule de synthese ce qui présente un intérét économique
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par rapport aux biothérapies actuelles. Tous ces avantages du dendrimére ABP pourraient lui

permettre d’étre une alternative innovante pour le traitement du psoriasis.

La physiopathogenése du psoriasis est principalement localisée dans la peau. Une action
directe sur la région cutanée affectée avec une exposition minimale a d'autres organes offre
donc une réponse rapide, efficace et sécurisée par rapport a I'administration systémique. Le
probleme le plus souvent rencontré lors d’une administration par voie cutanée est la faible
pénétration cutanée des médicaments en raison des propriétés de barriere du stratum
corneum (couche cornée), la couche cutanée superficielle. Dans le cas du psoriasis,
I’'hyperkératose (épaississement de la couche cornée) renforce les difficultés de pénétration
cutanée. Cela peut conduire a l'utilisation de doses plus élevées et des applications plus
fréquentes qui peuvent, d’une part, affecter I'adhésion et I'observance du patient au
traitement prescrit, et d’autre part, entrainer I'apparition d’irritations cutanées et d'autres
effets secondaires. L'efficacité d’'une administration par voie cutanée repose donc sur le
systeme d’administration utilisé. Ce dernier consiste a augmenter I'absorption du
médicament dans les couches profondes de la peau. Plusieurs stratégies sont adoptées pour
franchir le stratum corneum, telles que I'utilisation de promoteurs chimiques de pénétration
ou de méthodes physiques qui visent a traverser ou supprimer le stratum corneum.
Cependant, ces stratégies sont susceptibles d’induire des perturbations plus ou moins
irréversibles au niveau de la peau. La vectorisation de principes actifs constitue une
alternative moins invasive et permet le passage de principes actifs a travers la barriere
cutanée pour un acces direct aux couches profondes de la peau. Toutefois, la plupart de ces
systémes, notamment les liposomes, ont de nombreux inconvénients tels que I'utilisation de
matieres premieres a prix élevé, |'utilisation de solvants organiques ou des méthodes de

préparation complexes.

Nos travaux ont donc porté sur la mise au point d’'une formulation du dendrimeére ABP simple,
inoffensive pour la peau, stable et assurant une pénétration cutanée de I’ABP adéquate pour
améliorer son effet thérapeutique. Des vésicules catanioniques dérivées de sucre,
développées dans notre laboratoire, sont particulierement prometteuses pour une telle
application. En effet, ces vésicules se forment spontanément en solution aqueuse, sans usage
de solvants organiques, et sont composées de tensioactifs catanioniques tricaténaires dérivés

de sucre, nommé TriCat, qui sont économiquement attractifs et biocompatibles
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(contrairement aux tensioactifs catanioniques classiques). De plus, des travaux antérieurs
réalisés dans notre laboratoire ont montré un fort potentiel de ces vésicules catanioniques
pour I'administration de molécules par voie cutanée grace a leur membrane a I'état fluide
désordonné aux températures d’utilisation (multiplie par un facteur 2 a 3 la rétention des

actifs dans la peau).

Dans le but d’améliorer I'efficacité thérapeutique du dendrimére ABP par voie cutanée, nous
avons donc élaboré une stratégie de formulation du dendrimére dans les vésicules
catanioniques de TriCat afin d’améliorer sa pénétration dans les couches profondes de la
peau. Nous avons ensuite étudié les caractéristiques physico-chimiques de cette formulation

et nous avons évalué son efficacité ex vivo et in vivo.

Dans le chapitre bibliographique de ce manuscrit, je commencerai par décrire la structure de
la peau et la physiopathogenése du psoriasis qui nous permettra d’identifier les acteurs de
I'inflammation au niveau desquels une molécule thérapeutique devrait agir pour étre
efficace. Je présenterai ensuite les stratégies thérapeutiques anti-psoriasiques actuellement
utilisées qui nous permettront de mieux comprendre la nécessité de développer de nouvelles
molécules thérapeutiques pour améliorer la prise en charge du psoriasis a long terme chez
les patients. J'introduirai ensuite les dendriméres comme nouvelle approche thérapeutique
pour le traitement de maladies inflammatoires, en particulier le dendriméere ABP. Une mise
au point sur les modeles murins de psoriasis nous permettra ensuite de choisir le modele le
plus pertinent pour I'évaluation du potentiel thérapeutique d’ABP in vivo dans un modeéle
animal. Je terminerai ce chapitre bibliographique par la présentation des différentes

stratégies décrites dans la littérature pour améliorer la pénétration cutanée de médicaments.
Le chapitre Résultats se déclinera en cinq parties :

Dans la premiére partie, je présenterai I’étude évaluant I'efficacité du dendrimére ABP non
formulé dans le traitement du psoriasis par voie cutanée, en utilisant le modele murin de
psoriasis induit par I'IMQ. Les résultats de cette premiére étude ont été publiés dans le journal

Biomolecules en 2020.

La deuxiéme partie sera consacrée a la mise au point d’'une formulation du dendrimére ABP
dans les vésicules catanioniques de TriCat, efficace en termes d’encapsulation, de fluidité de

la membrane des vésicules a la surface de la peau, et de stabilité au cours du temps.
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Les études de pénétration cutanée menées sur différents modéles de peaux ex vivo,
présentées dans la troisiéme partie, permettront de valider I'efficacité de la formulation dans

I'administration cutanée du dendrimere.

Les propriétés anti-inflammatoires et immuno-modulatrices du dendrimere dans la peau,
aprés administration a l'aide des vésicules, deviennent donc dépendantes des vésicules
catanioniques le transportant. Pour cela, la quatrieme partie permettra d’évaluer I'effet de

la formulation sur les propriétés anti-inflammatoires du dendrimére in vitro.

Je terminerai dans la cinquiéme partie par la présentation des résultats permettant d’évaluer
la capacité de la formulation a améliorer |'efficacité anti-psoriasique du dendrimére ABP dans

le modeéle de psoriasis induit par I'lMQ.
Une conclusion générale de notre travail permettra d’ouvrir de nouvelles perspectives.

Le chapitre Matériels et Méthodes sera présenté a la fin, afin de faciliter la lecture du

manuscrit.

21



22



1. Définition et épidémiologie

Le psoriasis est une maladie inflammatoire chronique de la peau qui affecte 2 a 3% de la
population mondiale [1] avec une prévalence plus élevée chez les adultes que chez les
enfants. Il apparait principalement chez les personnes entre 30 et 39 ans, ainsi qu'un pic plus
tardif a 60 ans [2].

L’étiologie du psoriasis est encore assez méconnue, mais cette pathologie semble étre
déclenchée par des facteurs génétiques (antécédents familiaux) et environnementaux (stress,
médicaments, microorganismes, tabac). Le psoriasis pourrait également étre causé par des

réactions auto-immunes survenant dans la peau [3].

1.1. Classification clinique

Le psoriasis peut se présenter sous plusieurs formes plus ou moins séveres. Les
manifestations cliniques du psoriasis sont variables. Il existe cinq sous-types de psoriasis qui
different par leur localisation et leur morphologie : vulgaris ou en plaque, en gouttes,

pustuleux, inversé et érythrodermique.

Psoriasis en plaque

Le psoriasis en plaque est la forme la plus courante, qui représente 85 a 90 % de tous les cas
psoriasiques [4]. Il se caractérise par la formation de larges plaques rouges épaisses
prurigineuses, bien délimitées et recouvertes de squames. Les zones les plus fréquemment
atteintes sont les genoux, les coudes, le cuir chevelu et la région lombo-sacrée (Figure 1), mais
le psoriasis peut toucher aussi d’autres parties du corps, souvent avec une répartition

symétrique [2].
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Figure 1. Manifestations cliniques du psoriasis en plaque. Des plaques squameuses érythémateuses (a) avec des bordures

bien définies sur les coudes et les genoux (b), et des Iésions plus étendues sur le dos (c). Adaptée de [5].

Psoriasis en gouttes

Le psoriasis en gouttes est une forme aigue du psoriasis caractérisée par I'apparition de
petites plaques érythémateuses surtout au niveau du tronc, des bras et des cuisses. Il est
déclenché le plus souvent par une infection bactérienne a streptocoque B-hémolytique, telle
gu’une amygdalite ou une pharyngite, ou par une infection virale [4]. Parmi les patients

atteints du psoriasis en gouttes, un tiers développe par la suite le psoriasis en plaque [6].

Psoriasis pustuleux

Le psoriasis pustuleux est une forme particuliere du psoriasis se caractérisant par des pustules
jaunatres localisées sur la paume des mains et la plante des pieds (psoriasis pustuleux palmo-
plantaire), aux extrémités des doigts et des orteils (Acrodermatite continue d'Hallopeau), ou
généralisées et affectant toutes les parties du corps (psoriasis pustuleux généralisée) [7]. La
forme généralisée du psoriasis pustuleux est grave, et est caractérisée par un début brutal

avec une fieévre de 40°C et des signes d’inflammation systémique [4] .

Psoriasis inversé
Le psoriasis inversé, appelé également psoriasis des plis, se développe au niveau des plis de

la peau, notamment les plis inter-fessiers, axillaires, inguinaux et sous-mammaires. En raison
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de I'humidité des plis, le psoriasis inversé n’a pas la méme forme que le psoriasis classique et

notamment est dépourvu de squames [4].

Psoriasis érythrodermique

Le psoriasis érythrodermique est la forme la plus rare et la plus sévére du psoriasis. Elle se
manifeste sous forme d’érythéme couvrant plus de 75% de la surface corporelle [2]. Cette
inflammation entraine des complications chez les patients, notamment de I'hypothermie, de
I’hypoalbuminémie et une insuffisance cardiaque, nécessitant leur hospitalisation dans la

majorité des cas [4]. Le plus souvent, c’est une complication d’un psoriasis préexistant.

1.2. Comorbidités associées au psoriasis

Le psoriasis n’est pas une affection uniquement cutanée, mais est considéré comme une
maladie systémique affectant tous les organes du corps. Une augmentation de marqueurs
d’inflammation tels que la protéine réactive C (CRP), les cellules immunitaires inflammatoires
et les cytokines pro-inflammatoires, a été mise en évidence dans le sang de patients atteints
de psoriasis [2].

En plus de la peau, le psoriasis peut affecter les articulations en provoquant une arthrite
psoriasique, qui est développée chez 30% des patients psoriasiques [8]. L'inflammation
psoriasique peut jouer un role dans la survenue de la maladie de Crohn (maladie
inflammatoire auto-immune), de I'insuffisance rénale [9], du syndrome métabolique (diabéte
de type 2, hypertension artérielle, dyslipidémie et obésité) [10], de la dépression, et de

cancers (lymphome et cancer épidermoide) [4].

2. La peau, l'organe atteint

Le psoriasis est une pathologie affectant principalement la peau, le plus grand organe de
I'organisme, qui représente 10% du poids corporel d'une personne moyenne. La peau
constitue une barriére protectrice entre le corps et I’'environnement extérieur. Cette barriére
nous protege contre la pénétration de rayons ultraviolets (UV), de substances chimiques,

d’allergénes et de micro-organismes. De plus, la peau intervient dans le maintien de
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I'homéostasie de I'organisme, en régulant la température corporelle et I'hydratation de la
peau [11].
La peau est constituée de trois parties qui different par leur composition et leur structure, de

la plus profonde a la plus superficielle : ’hypoderme, le derme et I'épiderme (Figure 2).

Epidermis (50-150 uym)
Stratum comeum

Viable epidermis

Hair follicles

Dermis (2-5 mm)

W ~—— Hypodermis

Figure 2. Schéma représentatif de différentes parties de la peau. Adaptée de [12].

L’hypoderme, également appelé tissu sous-cutané, est la couche la plus profonde de la peau.
C’est un réseau d’adipocytes (cellules graisseuses), lié au derme par des fibres de collagéne
et d’élastine. L’hypoderme est constitué d’autres cellules que les adipocytes, telles que les
fibroblastes et les macrophages. Il assure la vascularisation et I'innervation de la peau. Son
role est important dans la protection contre les chocs physiques et dans la thermorégulation

[11].

Le derme se situe entre ’hypoderme et I'épiderme, il a une épaisseur moyenne de 2 a 5 mm.
Les fibroblastes sont les principales cellules dermiques responsables de la synthese de
composants de la matrice extracellulaire, notamment de collagéne, d’élastine, de laminine,
et de fibronectine. On trouve aussi des mélanocytes, qui synthétisent le pigment de mélanine
qui protége la peau contre les rayons UV, et des cellules immunitaires telles que des cellules
dendritiques, des macrophages, des mastocytes et des lymphocytes T qui jouent un role
crucial dans la réponse inflammatoire [5]. Le derme contient aussi des vaisseaux sanguins et

lymphatiques, des terminaisons nerveuses, et des annexes cutanées : les follicules pileux

26



associés aux glandes sébacées (follicules pilo-sébacés) et les glandes sudoripares. Le sébum
secrété par les glandes sébacées lubrifie la peau et maintient le pH cutané autour de 5.

On distingue deux parties du derme : le derme papillaire et le derme réticulaire. Le derme
papillaire, qui comprend les papilles dermiques, se situe dans la zone superficielle du derme,
entre les crétes épidermiques (expansions de I'épiderme dans le derme). Il est constitué d’un
tissu conjonctif lache qui est richement innervé et vascularisé assurant la nutrition de
I’épiderme. Le derme réticulaire, un peu plus profond, est constitué d’un tissu conjonctif

dense vascularisé, innervé et héberge les annexes cutanées [11].

L’épiderme est le compartiment externe de la peau qui est le plus affecté par le psoriasis. Il
est séparé du derme par une jonction dermo-épidermique délimitant les crétes épidermiques
et les papilles dermiques.

L'épiderme est un épithélium pavimenteux, stratifié, et kératinisé, de 50 a 150 um d’épaisseur
en moyenne. Il est composé principalement de kératinocytes (90%) mais aussi d'autres
populations cellulaires telles que les cellules de Langerhans, ayant un réle dans la défense
immunitaire, les cellules de Merkel, qui sont des cellules neuro-épithéliales ayant un réle dans
la perception tactile, et les mélanocytes.

L'épiderme est constitué de quatre couches superposées, de la plus profonde a la plus
superficielle : la couche basale, la couche épineuse (stratum spinosum), la couche granuleuse
(stratum granulosum) et la couche cornée (stratum corneum). Ces couches sont-elles mémes
réparties en deux parties : I'épiderme viable hydrophile (70% d’eau) constitué par les trois
couches les plus profondes de I'épiderme, et la couche cornée, la moins hydrophile (15-20%
d’eau), constituée par des cellules mortes anucléées. Ces différentes couches correspondent
aux étapes de différenciation des kératinocytes tout au long de leur migration de la couche
basale jusqu’a la zone de différenciation terminale, la couche cornée [11]. Ce processus de

renouvellement épidermique est estimé a environ 21 jours [13] (Figure 3).
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Figure 3. Représentation schématique des étapes de différenciation de kératinocytes de la couche basale a la couche

cornée. Adaptée de [14].

La couche basale est la couche la plus profonde de I'épiderme. Elle est formée par une couche
unique de kératinocytes cubiques qui sont attachés a la matrice extracellulaire de la
membrane basale par des jonctions de type hémidesmosomes. Ces cellules se divisent d’une
facon continue pour former de nouveaux kératinocytes qui migrent vers la surface et assurent
par la suite le renouvellement de I'épiderme.

La couche épineuse, également appelée corps muqueux de Malpighi, est constituée de 8 a 10
couches de kératinocytes polygonaux au-dessus de la couche basale [15]. Les kératinocytes
contiennent des filaments intermédiaires de kératine et sont interconnectés par
I'intermédiaire des desmosomes (des jonctions intercellulaires).

Les kératinocytes continuent a se différencier dans la couche granuleuse (3 a 5 strates de
kératinocytes) et deviennent plus aplatis. Les jonctions serrées entre les kératinocytes de la
couche granuleuse participent a la fonction barriére de la peau [16]. De nombreux grains de
kératohyaline et de kératinosomes (corps lamellaires d’Odland) apparaissent dans le
cytoplasme de ces kératinocytes. Les grains de kératohyaline sont constitués principalement
par la profilaggrine qui, sous l'influence d'enzymes, se transforme dans la couche cornée en
monomeres de filaggrine. Ensuite, la filaggrine s’associe aux filaments intermédiaires de

kératines provoquant leur agrégation en macrofibrilles de kératines qui forment la matrice
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intracornéocytaire, d’ol le nom: filament-aggregating protein [17]. Les corps lamellaires
d’Odland fusionnent avec la membrane a l'interface du stratum granulosum - stratum
corneum et secretent leur contenu lipidique dans les espaces intercornéocytaires. Ce mélange
de lipides, formant le ciment intercornéocytaire, est constitué majoritairement de céramides,
de cholestérol, et d’acides gras libres et d’autres lipides (sulfate de cholestérol, esters de
cholestérol, glucosyl-céramides). Ces lipides s’organisent par la suite en multicouches
paralléle aux parois cellulaires de cornéocytes. La nature hydrophobe de ces lipides ainsi que
leur organisation en lamelles superposées rendent la couche cornée imperméable aux
molécules non liposolubles et empéchent la perte d’eau. Les corps lamellaires secretent aussi
certaines protéines structurales, telles que la cornéodesmosine, qui favorise la cohésion des
cornéocytes, et des protéases impliquées dans le processus de desquamation [11].

La couche cornée est la couche la plus externe de la peau. Elle est formée de 18 a 20 couches
de cornéocytes. Les cornéocytes sont des cellules aplaties, qui ont perdu leur noyau et leurs
organites cytoplasmiques au cours de la différenciation cellulaire (la kératinisation). Leur
cytoplasme est rempli de filaments de kératine et de filaggrine. En superficie de la couche
cornée, la filaggrine se dégrade en acides aminés libres qui vont faire partie des facteurs
naturels d’hydratation ou Natural Moisturizing Factor (NMF) dans la matrice
intracornéocytaire. Les NMF également composés de lactate, des minéraux, de l'urée
(provenant de la sueur [18]), du glycérol (dérivé de la dégradation des triglycérides sébacés)
et de l'acide hyaluronique (synthétisé par les kératinocytes), présentent des propriétés
hygroscopiques, capable de retenir I'eau et de contribuer ainsi a I’hydratation de la couche
cornée. Les cornéocytes présentent une enveloppe cornée rigide, qui remplace la membrane
plasmique, composée de deux feuillets : protéique et lipidique. Le feuillet protéique se situe
a la face interne de I'enveloppe, et est constitué majoritairement par l'involucrine et la
loricrine. Le feuillet lipidique, constitué par des acylcéramides provenant de la sécrétion des
corps lamellaires d’Odland, se situe sur la face externe. Ce feuillet lipidique se lie d’un c6té au
feuillet protéique, qui est lié aux filaments de kératine de la matrice intracornéocytaire, et de
I'autre coté aux lipides intercornéocytaires. |l a été démontré que I'enveloppe cornée est
essentielle pour former les feuillets lipidiques intercornéocytaires, et donc essentielle a la
fonction barriére de la peau [11,13].

En superficie de la couche cornée, un processus de desquamation (élimination de cornéocytes

en surface) a lieu. Ce phénomeéne est di a la destruction de cornéodesmosomes (jonctions
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liant les cornéocytes entre eux) par des sérines protéases issues des corps lamellaires
d’Odland. Ainsi, les squames observées dans le psoriasis sont dues a une altération du

processus de desquamation.

En résumé, la couche cornée est la couche principale qui assure la fonction barriere de
I'’épiderme. Elle est comparée a un systéme “brique-mortier’”, olu les cornéocytes
représentent les briques qui sont incluses dans une matrice lipidique extracellulaire, le
mortier [19]. L'intégrité de cette barriere protectrice est assurée par un équilibre entre les

stades de différenciation des kératinocytes et le processus de desquamation.

3. Pathogenése du psoriasis

Le psoriasis se caractérise principalement par une altération de la prolifération et de la
différenciation des kératinocytes, associées a une infiltration de cellules immunitaires
périphériques. La néovascularisation est également une caractéristique importante du
psoriasis, a I'origine de I'érythéme des plaques. L’interaction entre ces trois éléments (les
kératinocytes, les cellules immunitaires et les cellules endothéliales vasculaires) contribue
d’une maniere interdépendante a |'établissement d’un contexte inflammatoire a la base de

la pathogeneése du psoriasis.

3.1. Histopathologie du psoriasis

3.1.1. Prolifération anormale des kératinocytes

D’un point de vue histologique, une lésion cutanée chez un patient atteint de psoriasis est
caractérisée par I'épaississement de I'épiderme (acanthose), et par I'allongement des crétes
épidermiques qui sont séparées par des papilles dermiques (hyperpapillomatose) [20]. Cette
acanthose est due a un renouvellement excessivement rapide de I'épiderme, en seulement 3
a 4 jours au lieu de 3 semaines [21]. Cette hyperprolifération de I'épiderme est associée a un
trouble de différenciation des kératinocytes qui aboutit a une absence de la couche
granuleuse chez les patients, a un épaississement de la couche cornée (hyperkératose) et a

une persistance anormale de noyaux dans les cornéocytes (parakératose). D’un point de vue
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clinique, ces altérations cutanées se traduisent par I'apparition d’une plaque blanchatre
épaisse qui desquame.

A ces anomalies s’associe une infiltration de cellules inflammatoires, trés précoce dans
I’apparition d’une plaque. Cette infiltration cellulaire est d’abord constituée de polynucléaires
neutrophiles (PNN), se réunissant souvent en micro-abces sous la couche cornée (micro-abces
de Munro-Sabouraud). Lors de leur migration dans I'épiderme, les PNN entrainent des
altérations majeures de la membrane basale de I'épiderme. Ces altérations contribuent au
détachement des kératinocytes basaux et par conséquent a une activation permanente de
leur prolifération [22]. Ces micro-abcés s’accompagnent d’un infiltrat immunitaire dans le
derme constitué majoritairement par des cellules T activées, des cellules dendritiques et des
macrophages [20]. Le rOle de cet infiltrat immunitaire sera détaillé davantage dans la

deuxiéme partie de la pathogenese du psoriasis.

La figure 4 résume les changements histologiques de |la peau psoriasique par rapport a la peau

saine.
Non-Lesional Lesional ___ Parakeratosis
Stratum corneum
Epidermis Acanthosis and
hyperpapillomatosis
Dermis

Figure 4. Les manifestations histologiques du psoriasis (Coloration Hémalun-Eosin, HE). Les lésions psoriasiques se
caractérisent par une acanthose, une hyperpapillomatose, une parakératose, et une infiltration de cellules immunitaires dans

le derme (cercle en pointillé). Adaptée de [5].

3.1.2. Changements vasculaires

L’hypervascularisation dans le derme constitue également une des caractéristiques
histologiques du psoriasis. Cette hypervascularisation est responsable de I'érythéme cutané
observé dans les plaques de psoriasis. En effet, les kératinocytes produisent des facteurs

mitogénes, le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et le PDGF (Platelet-Derived Growth
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Factor), qui stimulent la prolifération des cellules endothéliales et I'angiogenése [21,23]. Des
taux significativement élevés de VEFG ont été détectés dans les plaques de psoriasis [23]. Les
cellules endothéliales activées contribuent a la dilatation des vaisseaux sanguins dans le
derme et favorisent la prolifération des kératinocytes, par la production du KGF (Keratinocyte
Growth Factor) [24]. La vasodilatation facilite I'adhérence des leucocytes sur les cellules
endothéliales qui se fait au travers des molécules d'adhésion fortement exprimées a la surface
des cellules endothéliales : E-sélectine, ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) et VCAM-
1 (Vascular-Cell Adhesion Molecule 1). Ainsi, I’'extravasation des leucocytes (transmigration a

travers I'endothélium) vers la peau enflammée est facilitée [24].

3.2. Inflammation cutanée et psoriasis

Le développement de la plaque psoriasique n'est pas limité uniquement a I’hyperprolifération
des kératinocytes mais résulte aussi de l'interaction de ces derniers avec les cellules de
I'immunité innée (cellules dendritiques, monocytes/macrophages, PNN) et adaptative
(lymphocytes T) [24]. Ces interactions se font au travers d’un réseau complexe de cytokines
et de chimiokines et conduisent a un cercle vicieux que les traitements cherchent a inhiber a

différents niveaux.

Le rb6le inflammatoire des cellules dendritiques, des Ilymphocytes T et des
monocytes/macrophages sera détaillé dans cette partie afin de mieux comprendre la

physiopathologie du psoriasis et d’identifier les principales cibles thérapeutiques.

3.2.1. Role des cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DC) jouent un réle dans I'initiation du psoriasis par leur présence a
I'interface entre I'immunité innée et adaptative. Ce sont des cellules présentatrices de
I'antigene capable d’activer les lymphocytes T naifs. |l existe 3 types de cellules dendritiques
susceptibles d'étre impliquées dans le développement du psoriasis, caractérisées par des
fonctions et des capacités migratoires différentes: les cellules de Langerhans épidermiques,
les cellules dendritiques plasmacytoides, qui sont absentes dans la peau normale, et les

cellules dendritiques myéloides [4].
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Les cellules de Langerhans sont des cellules présentatrices d'antigéne immatures, présentes
dans I'épiderme, qui constituent une des premieres défenses immunitaires. Elles ont pour
role de capter les antigénes traversant I'épithélium cutané, puis de migrer vers les tissus
lymphoides, pour les présenter aux lymphocytes T [4]. Cependant, cette migration de cellules
épidermiques de Langerhans en réponse a des stimuli (cytokine et allergenes) est altérée chez
les patients psoriasiques, ce qui suggere I'implication de ces cellules dans le maintien de
I’'homéostasie du systeme immunitaire cutané [25]. Cette absence de migration suggere
également que les cellules de Langerhans retenues dans |'épiderme pourraient présenter
localement des antigenes aux lymphocytes T et exacerber ainsi la réaction inflammatoire

cutanée [25].

Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) sont présentes dans le sang et dans les
organes lymphoides, et se distinguent des cellules dendritiques myéloides par I'absence de
I’expression du marqueur de surface CD11c [26]. Des stimuli externes (trauma, infections,
médicaments, stress ou I'alcool) entrainent la formation de |ésions au niveau de la barriere
cutanée, et par conséquent la mort des kératinocytes. Cela libere des peptides et des
protéines antimicrobiens (AMP) tels que la cathélicidine (LL-37), les B-défensines, et les
protéines S100 (S100A7, S100A8, S100A9, S100A12, S100A15), qui sont surexprimés dans les
lésions psoriasiques [27]. Le LL-37 lié a 'ADN des cellules endommagées stimule des
récepteurs de type Toll-like (TLR)9 intracellulaires dans les pDC en provoquant leur activation
et la production d'interférons (IFN) de type | (IFN-a, IFN-B) [28,29]. Le LL-37 se lie aussi a I’ARN
des cellules endommagées, et ce complexe peut également activer les pDC via TLR7, et les
cellules dendritiques myéloides via TLR7/8 [27]. L'IFN-a/B secrété par les pDC induit
également une activation de cellules dendritiques myéloides. Ce modeéle d’initiation de la
maladie par TLR7/8, développé par Gilliet et al., est a la base du développement d’'un modele
de psoriasis largement utilisé chez la souris qui repose sur I'utilisation d’un agoniste

synthétique de TLR7/8, I'imiquimod (IMQ) [30] (Figure 5).
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Figure 5. Modéle d’initiation de la maladie psoriasique [5]. KCs: kératinocytes.

Les cellules dendritiques myéloides (mDC), une fois activées, migrent vers les ganglions
lymphatiques drainants ou elles permettent la différenciation des lymphocytes T naifs en
lymphocytes T effecteurs suite a I'induction de iNOS (inducible nitric oxide synthase) et a la
production de cytokines inflammatoires, telles que I'lL-23, I'IL-12, et le TNF (Tumor Necrosis

Factor, fait référence au seul TNF-a) [31].

3.2.2. Role des lymphocytes T

Les lymphocytes T jouent un r6le important dans la pathogeneése du psoriasis. Les deux types
de lymphocytes T, les lymphocytes T auxiliaires CD4* (Th) et les lymphocytes T cytotoxiques
CD8*, font partie de l'infiltrat inflammatoire présent dans les |ésions psoriasiques [32]. Ellis et
al. ont fourni la premiere preuve de I'implication des lymphocytes T dans le psoriasis par
I’évaluation de I'effet thérapeutique d’un agent immunosuppresseur (ciclosporine) [33]. De
plus, I'agent DABssslL-2, une protéine de fusion également appelée “denileukin diftitox”” ou

(Ontak®), ciblant les cellules T, a amélioré des Iésions psoriasiques chez les patients [34].

Les mDC activées permettent la polarisation des lymphocytes T CD4* en lymphocytes T
auxiliaires de type 17 (Th17) sous l'action du TGF-B (Transforming Growth Factor B) et de
I'lL-6. Ensuite, cette polarisation est amplifiée et maintenue par I'lL-23 [26]. Dans les |ésions

psoriasiques, I'lL-23 est essentiellement secrétée par les cellules dendritiques et les
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macrophages [35]. Une fois activés, les lymphocytes Th17 secrétent I'lL-17A et I'lL-17F. Chez
la souris, I'lL-22 est également secrétée par les lymphocytes Th17, alors que chez I'homme, la
plupart de I'lL-22 est sécrétée par une autre population de lymphocytes T dite Th22. L'IL-17
et I'lL-22 sont fortement exprimées dans les |ésions psoriasiques [36]. Fits et al. ont montré
gue la réponse a I'lMQ, dans le modele de psoriasis induit par I'|MQ, a été bloquée chez des
souris 1L-23p19 KO (Knock-Out) et IL-17RA (IL-17 receptor A) KO, ce qui met en évidence

I'importance de I'axe IL-23/IL-17 dans le psoriasis [30].

Un autre profil de polarisation des lymphocytes T CD4* en lymphocytes T auxiliaires de type
1 (Thl) est généré par I'lL-12 et I'IFN-y. Ces lymphocytes Thl sécretent a leur tour des

cytokines pro-inflammatoires, notamment de I'IFN-y et du TNF [37].

Ces cytokines pro-inflammatoires produites par les lymphocytes T favorisent I'activation et la
prolifération des kératinocytes. Comme les pDC, les kératinocytes sont également activés par
le complexe LL37/ADN via TLR9, ce qui entraine la production d'IFN de type | [38]. Les
kératinocytes a leur tour participent a la cascade inflammatoire en secrétant des cytokines
pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, et TNF), des AMP et surtout des chimiokines (MCP-1, IL-8,
CXCL1, CXCL2, CXCL3, CCL20, CXCL9, CXCL10, CXCL11) qui attirent des monocytes, des PNN et
des lymphocytes de la circulation sanguine vers la peau [20]. Ce recrutement participe a

I"'amplification et au maintien de la réponse inflammatoire.

En paralléle, les lymphocytes T CD8* jouent un role important dans la genése des |ésions
psoriasiques. Hijnen et al. ont montré que les lymphocytes T CD8*, présents essentiellement
dans I'épiderme, participent a la production de cytokines pro-inflammatoires IFN-y, IL-13, IL-
22 et IL-17 [39]. L'IL-13 augmente I'expression de CCL22 (macrophage-derived chemokine) et
de la métalloprotéinase matricielle (MMP)-9 dans les kératinocytes, facilitant ainsi la

migration de leucocytes dans I’épiderme [40,41].
Des lymphocytes T exprimant des marqueurs de cellules natural killer (NK) (CD94, CD158,

CD161) ont été détectées au niveau des sites lésionnels, ce qui suggére I'implication de

cellules NK-T dans la pathologie du psoriasis [42]. En effet, des études in vitro et in vivo sur la

35



souris ont montré le r6le potentiel des cellules NK-T dans la formation de plaques psoriasiques

via la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires telles que I'lFN-y et I'lL13 [42,43].

3.2.3. Role des monocytes/macrophages

Bien que le psoriasis soit une pathologie médiée principalement par les lymphocytes T, les
macrophages dérivant de monocytes circulants contribuent également au développement
des lésions psoriasiques [44]. Les monocytes sont I'une des principales sources productrices
de TNF, une cytokine pro-inflammatoire qui joue un réle central dans le maintien de la
réponse inflammatoire chronique [45,46]. Le TNF est d’une importance particuliere dans le
psoriasis puisque son inhibition thérapeutique entraine une réduction de l'infiltrat
inflammatoire constitué par les DC, les macrophages et les lymphocytes T, conduisant a une
normalisation de la différenciation épidermique [45].

Plusieurs études ont montré une augmentation du nombre de macrophages dans la peau
|ésionnelle des patients psoriasiques, localisés au niveau de la jonction dermo-épidermique,
par rapport a la peau non lésionnelle du méme patient [45,46]. Une augmentation de
I’expression de chimiokines comme MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1), a été
également observée au niveau de la jonction dermo-épidermique des lésions psoriasiques
[47]. Cela impligue le recrutement de macrophages au niveau du site inflammatoire lésionnel
de la peau psoriasique a partir de monocytes circulants.

Plusieurs modeles murins ont mis en évidence le réle des macrophages dans la pathogenése
du psoriasis [48]. Par exemple, dans le modéle murin de psoriasis induit par I'injection
intradermique de I'IL-23, une infiltration de macrophages a été observée dans la peau
psoriasique. Le développement et la différenciation des monocytes en macrophages sont
médiés par le CSF-1 (colony-stimulating factor 1) qui interagit avec son récepteur CSF-1R
(colony-stimulating factor 1 receptor), qui est exprimé a la surface des monocytes et des
macrophages. Afin de mieux comprendre le role des macrophages dans le modele de I'lL-23,
un inhibiteur sélectif du CSF-1R, administré par voie orale, a été utilisé pour induire une
déplétion de la population monocyte/macrophage. Cette déplétion a conduit a une
diminution de I'inflammation, associée a une diminution de I‘expression de cytokines pro-

inflammatoires dans la peau, notamment le TNF. Ceci démontre le role des
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monocytes/macrophages dans la physiopathologie du psoriasis, suggérant ainsi qu’ils

constituent une cible pertinente dans la thérapie du psoriasis [46].

En conclusion, cette partie a permis de présenter les acteurs de I'inflammation cutanée au
niveau desquels les molécules thérapeutiques devraient agir pour qu’elles soient efficaces
contre le psoriasis. Les différentes études présentées dans cette partie montrent I'interaction
existant entre les cellules de I'immunité innée, les cellules de I'immunité adaptative, et les
kératinocytes dans la peau psoriasique (Figure 6). En effet, les cellules immunitaires innées
produisent des cytokines pro-inflammatoires qui activent les mDC. Les mDC activées
sécretent des médiateurs tels que I'lL-12 et I'lL-23, conduisant a la polarisation des
lymphocytes T en Thl et Th1l7, respectivement. Les lymphocytes T a leur tour sécrétent des
cytokines pro-inflammatoires qui activent la prolifération anormale des kératinocytes et
induisent la production des AMP, des cytokines pro-inflammatoires, et des chimiokines. Ces

médiateurs maintiennent la maladie inflammatoire d’une fagon chronique.
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Figure 6. Interaction entre les cellules de I'immunité innée, les cellules de 'immunité adaptative, et les kératinocytes, qui

contribue au développement d’une inflammation chronique au niveau de la peau psoriasique [20].
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3.3. Le psoriasis, une maladie auto-immune ?

La présence de lymphocytes T réactifs contre des auto-antigénes exprimés dans la peau
montre qu’un mécanisme d’auto-immunité peut étre impliqué dans la pathogenése du
psoriasis. LL-37, ADAMTSL5 et Kératine 17 sont parmi les auto-antigenes récemment

identifiés.

Le LL-37 est un des auto-antigénes reconnus par les lymphocytes T. En plus de son role dans
la rupture de la tolérance a I’ADN du soi, conduisant a I'activation des pDC (cf chapitre 1 partie
3.2.1), il active également les lymphocytes T. Les lymphocytes T activés spécifiquement par
LL-37 induisent la production de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lFN-y et I'lL-17A.
Ces lymphocytes T sont présents dans le sang et dans les |ésions psoriasiques des patients.

Leur présence est corrélée d’une facon significative a la sévérité de la maladie [3].

Arakaw et al. ont identifié un autre auto-antigéne, la protéine ADAMTSL5 qui est exprimée
par les mélanocytes dans I'épiderme. ADAMTSL5 est présentée par (HLA)-Cw6 (Human
Leucocyte Antigen) aux lymphocytes T CD8*, ce qui induit la prolifération de lymphocytes T
CD8* qui vont produire des cytokines impliquées dans la pathogenése de psoriasis (IFN-y et
IL-17A). Cette étude a permis d’identifier les mélanocytes comme un autre acteur cellulaire

impliqué dans le déclenchement de la réponse inflammatoire [49].

Des fragments de la protéine kératine 17 (K17), qui est exprimée dans les follicules pileux, ont
été également identifiés comme auto-antigénes activant les lymphocytes T. En effet, ces
fragments peptidiques de K17 induisent la prolifération de lymphocytes T circulants chez les

patients psoriasiques portant |’allele HLA-Cw6 [50].

3.4. Facteurs génétiques impliqués dans le psoriasis

Plusieurs facteurs génétiques contribuent au développement du psoriasis. Les analyses
génétiques ont montré la présence de 60 loci de susceptibilité, nommés PSORS (PSORiasis
Susceptibility), situés dans des chromosomes différents. Ces PSORS contribuent d’une facon
mineure ou majeure a la prédisposition au psoriasis [51]. Le locus PSORS1 est le locus majeur
qui contribue de 35 a 50% au risque relatif de développer le psoriasis [20,52]. PSORS1 se situe

sur le chromosome 6 en position 6p21 au niveau de la région des génes du CMH (Complexes
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Majeur d’Histocompatibilité), correspondant plus particulierement a l'alléele HLA-Cw6
(nommé HLA-Cw*0602) du gene codant la protéine HLA-C. En effet, HLA-Cw6 peut
prédisposer au psoriasis par un mécanisme d’auto-immunité déja présenté dans la partie
précédente.

De nombreuses autres régions chromosomiques indépendantes du CMH sont liées a la
prédisposition au psoriasis. Ces régions contiennent des genes de susceptibilité impliqués
dans la réponse immunitaire, tels que le géne IL-12B codant la sous unité p40 commune a I'IL-
12 et I'lL-23 [53]. Ces derniéres, comme déja présenté, sont des cytokines impliquées dans la
polarisation de lymphocytes T en Thl et Thl7, respectivement. D’autres genes de
susceptibilité sont liés a la différenciation terminale de I'épiderme, tels que les genes LCE3B
(Late Cornified Envelope 3B) et LCE3C [54]. Une délétion commune de ces deux genes induit
une altération de la fonction barriére de I'épiderme. Le géne DEFB4 codant la B-défensine 2,
qui est surexprimée dans les lésions psoriasiques, est aussi associé au psoriasis [55]. Cette
association est due a une augmentation du nombre de copies de ce gene.

La figure 7 permet de résumer I'ensemble des acteurs participant a la dérégulation de la
réponse immunitaire cutanée, a I'altération de la différenciation des kératinocytes et ainsi au

développement des lIésions psoriasiques.
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Figure 7. Etiologie du psoriasis. Des génes de susceptibilité, des auto-antigénes et des facteurs environnementaux

contribuent a une dérégulation de la réponse immunitaire innée et adaptative, et conduisent au développement du psoriasis.

Adaptée de [2].

4. Traitements du psoriasis

A ce jour, il n"existe pas de traitement curatif pour le psoriasis. Les traitements disponibles
sur le marché permettent d’améliorer les lésions psoriasiques, de maniére transitoire, ou de
prévenir I'exacerbation des |ésions. Le choix du traitement par voie cutanée ou systémique
dépend de la sévérité de la maladie et des comorbidités associées. Les patients psoriasiques
sont classés selon deux groupes : formes légeres ou formes modérées a sévéres. Plusieurs
index sont établis par les cliniciens pour évaluer la gravité de la maladie : % de BSA (Body
Surface Area) atteinte, le score PASI (Psoriasis Area and Severity Index), ou le score DLQI
(Dermatology Life Quality Index).

Un psoriasis est considéré comme sévere, si le % de BSA atteinte est > 10%, sachant que 1%
de BSA correspond a la surface de la main [56].

La sévérité du psoriasis peut également étre évaluée par le score PASI. Ce score est largement

utilisé dans les essais cliniques pour évaluer la sévérité de la maladie et la réponse des

patients aux traitements. Le score PASI combine les critéres cliniques pertinents du psoriasis :
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I’érythéme (score 0 a 4), les squames (score 0 a 4), I’épaisseur de la plaque (score 0 a 4), et le
pourcentage de la surface atteinte (score 0 a 6) pour les quatre régions (téte, cou, tronc, et
membres inférieurs et supérieurs) [57]. Le score PASI ainsi calculé varie de 0 (normale) a 72
(sévérité maximale); les patients ayant un score PASI > 12 (critére d’inclusion dans les essais
cliniques) sont considérés comme ayant des formes sévéres du psoriasis [56]. La plupart des
essais cliniques considérent qu’une réduction de 75% du score PASI (nommée PASI75) est
nécessaire pour que le traitement soit considéré comme efficace. Cependant, pour beaucoup
de cliniciens ce critere est trop strict, ce qui a amené une autre étude a montré qu’un PASI50
équivaut aussi a une amélioration cliniquement significative du psoriasis [58].

Contrairement au score PASI, le score DLQI est subjectif. En effet, le score DLQI permet
d’évaluer l'influence du psoriasis sur la qualité de vie du patient. Ce score, compris entre 0 et
30, repose sur 10 questions concernant l'influence de la maladie sur la vie privée, sociale et
professionnelle du patient [57]. La forme du psoriasis est considérée sévere pour un score de

DpLQI > 10 [59].

4.1. Thérapie topique (voie cutanée)

Le traitement topique cutané est le traitement de choix chez les patients atteints de formes
légeres de psoriasis (BSA atteinte < 10% ou PASI < 12 ) [60]. Les traitements par voie cutanée
sont également prescrits en association avec les traitements systémiques pour la prise en
charge des formes les plus sévéres. Parmi ces traitements locaux, on trouve : les agents
kératolytiques, les dérivés de la vitamine D et les rétinoides. Cependant, les dermocorticoides

restent les principaux médicaments prescrits.

Les agents kératolytiques permettent la réduction des squames et de |’hyperkératose
observée dans les plaques de psoriasis qui empéchent la pénétration des principes actifs.

L'acide salicylique est parmi les kératolytiques les plus couramment utilisés. Sa fonction
kératolytique est due a sa capacité a détruire le ciment intercornéocytaire et, par conséquent,
a réduire la cohésion intercornéocytaire [61]. De plus, il réduit le pH de la couche cornée,
augmentant ainsi I'hydratation de la peau [62]. En raison de ses effets kératolytiques, I'acide

salicylique est souvent associé a d'autres thérapies par voie cutanée, en particulier les
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corticoides, afin d’augmenter leur pénétration cutanée (par exemple, Diprosalic® : acide
salicylique + dipropionate de bétaméthasone).

Une des limitations de son utilisation en voie cutanée est cependant son absorption
systémique non négligeable. En effet, des cas de toxicité systémique aigué ont été signalés
chez des patients traités par I'acide salicylique aprés une utilisation cutanée prolongée sur de
grandes surfaces corporelles (> 20 % de la surface corporelle) ou suite a I'utilisation de

pansements occlusifs [63].

Les dérivés de la vitamine D

La vitamine D (liposoluble) est une hormone connue pour son rdle dans la régulation du
métabolisme phosphocalcique. Elle provient non seulement de I'alimentation, mais
également de la synthése naturelle dans I'épiderme a partir de son précurseur, le 7-
déhydrocholestérol, sous I'action des rayons UVB. La forme de la vitamine D produite dans la
peau est majoritairement la forme biologiquement inactive. Elle subit par la suite des
réactions d’hydroxylation successives dans le foie et dans le rein pour former la vitamine D,
la 1,25-dihydroxyvitamine D. A c6té de cette production rénale majeure, un site de
production mineur de la forme active est identifié dans la peau. Une fois synthétisée, la forme
active de la vitamine D diffuse dans I'organisme et agit sur les tissus cibles, notamment
I'intestin, l'os, les reins, les glandes parathyroides, la peau et le cerveau [64]. Des analogues
de la vitamine D ont été largement étudiés dans le traitement du psoriasis par voie cutanée,
tels que le calcitriol (Silkis®), le calcipotriol (Daivonex®, Dovonex® et Psorcutan®), le tacalcitol
(Curatoderm®, Apsor®) et ont montré une efficacité thérapeutique [60].

Les effets thérapeutiques de la vitamine D et de ses analogues par voie cutanée se produisent
par I'intermédiaire de deux mécanismes : un mécanisme génomique et un mécanisme non
génomique. Le mécanisme génomique est médié par les récepteurs nucléaires de la vitamine
D (VDR), exprimés par les kératinocytes et les lymphocytes T. Le VDR lié a la vitamine D forme
un hétérodimere avec le RXR (Retinoic X Receptor) nucléaire. Le complexe VDR/ RXR se lie sur
des séquences spécifiques de I’ADN (Vitamin D Response Element, VDRE) et régule par la suite
I'expression des genes impliqués dans la prolifération épidermique, l'inflammation et la
kératinisation. Le mécanisme non génomique induit une meilleure différenciation des

kératinocytes par une augmentation du taux de calcium intracellulaire [65].
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Le r6le anti-inflammatoire des analogues de la vitamine D résulte d'une inhibition de la
production d'IL-2, d'IL-6 et d’IFN-y et d’'une diminution de |’expression des AMP tels que les
B-défensines, qui sont surexprimés dans les |ésions psoriasiques [65,66].

Il a été montré que les analogues topiques de la vitamine D utilisés en association avec les
corticoides topiques, tels que le calcipotriol en association avec le dipropionate de
bétaméthasone (Dovobet®, Daivobet®), présentent une efficacité supérieure a celle obtenue
lors de leurs utilisations en monothérapie [67].

Les effets indésirables observés lors de I'utilisation des dérivés de la vitamine D par voie

cutanée sont l'irritation cutanée et I’hypercalcémie [68].

Le premier rétinoide synthétique utilisé dans le traitement des plaques de psoriasis est le
tazaroténe (Zorac®) [69]. Le tazarotene est un dérivé de la vitamine A. Une fois appliqué par
voie cutanée, il est rapidement hydrolysé en sa forme active, I’acide tazaroténique, qui se lie
sélectivement aux récepteurs nucléaires de I'acide rétinoique (RAR) exprimés dans I'épiderme
humain [70]. En régulant la transcription des génes impliqués dans le processus pathologique
du psoriasis, le tazaroténe induit une normalisation de la différenciation des kératinocytes,
une diminution de I’hyperprolifération des kératinocytes et des marqueurs de I'inflammation
[71].

Les effets indésirables associés au traitement cutané par le tazaroténe sont principalement

des signes d’irritation de la peau (érythéme, prurit, sensation de brdlure) [72].

Les dermocorticoides constituent le traitement par voie cutanée de référence contre le
psoriasis, en monothérapie, ou en association a la thérapie systémique. Leur efficacité
thérapeutique est due a leurs effets vasoconstricteurs, anti-inflammatoires et
immunosuppresseurs [73]. lls agissent par deux mécanismes : génomique et non génomique
(Figure 8).

L'action génomique passe par l'intermédiaire des récepteurs glucocorticoides (GR) intra-
cytoplasmiques. Apres leur liaison sur les GR, les glucocorticoides augmentent la transcription
des genes ayant des fonctions anti-inflammatoires et diminuent la transcription des genes
pro-inflammatoires.

Le mécanisme non génomique permet d’expliquer I'effet rapide des glucocorticoides observé

des les premiéres minutes. Il se fait par l'intermédiaire des récepteurs membranaires et
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permet ainsi de moduler I'activité des cellules immunitaires, telles que les monocytes et les

lymphocytes T [74].
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Figure 8. Représentation graphique des actions génomique et non génomique des dermocorticoides (CC).

Malgré leur efficacité a atténuer les lésions psoriasiques, les dermocorticoides sont
recommandés pour une courte période de traitement a cause de leurs effets secondaires
cutanés et systémiques. L’atrophie (amincissement) de la peau est I'un des effets indésirables
le plus observé. On peut également observer une aggravation d’une infection préexistante a
cause de leur effet immunosuppresseur. Les effets secondaires généraux des corticoides, lors
d’un passage systémique (hypertension, ostéoporose, syndrome de Cushing) sont

relativement rares [73].

Quelques exemples des agents topiques utilisés dans le traitement du psoriasis sont décrits

dans le tableau 1 ci-dessous.

44



Agents topiques Structure Efficacité Effets indésirables
0 ¥

. o OH

Acide salicylique + +
Calcipotriol ++ +
Tazaroténe + +

Dipropionate de

bétaméthasone +++ ++

Tableau 1. Exemples d’agents topiques utilisés dans le traitement du psoriasis par voie cutanée [75,76].

4.2. Photothérapie

La photothérapie est utilisée pour le traitement des patients en cas de réponse négative aux

traitements topiques cutanés.

Elle consiste a irradier le corps par des rayons UVB (290-320 nm) ou UVA (320-400 nm) avec

du psoraléne (PUVA), un agent photosensibilisant.

Il a été montré que la photothérapie associée aux rétinoides améliore |'efficacité anti-

psoriasique et réduit la fréquence et la durée du traitement [77].

Cependant, les UVB peuvent induire des effets secondaires aigus, tels que I'érytheme, les

démangeaisons ainsi que le photo-vieillissement. Bien qu’elle soit efficace, la thérapie PUVA

augmente le risque de tous les cancers cutanés, notamment le cancer épidermoide, lors de

son utilisation a long terme [77].
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4.3. Thérapie systémique

4.3.1. Thérapie conventionnelle

Une thérapie par voie systémique est recommandée en cas d’absence de réponse a la
thérapie par voie cutanée et pour les formes modérées a sévéres de psoriasis (surface atteinte
> 10% de la BSA ou score PASI > 12). Le méthotrexate (MTX), la ciclosporine, et les rétinoides
(acitrétine) sont les thérapies systémiques traditionnelles de choix contre le psoriasis. Le
fumarate de diméthyle et I‘aprémilast sont de nouvelles thérapies récemment approuvées

pour le traitement des formes sévéres du psoriasis.

Le méthotrexate (voies orale, sous-cutanée, intramusculaire ou intraveineuse) est un
analogue structural de l'acide folique qui posséde des propriétés anti-inflammatoires et
immunosuppressives efficaces dans le traitement du psoriasis. Il agit par I'inhibition de la
dihydrofolate réductase, une enzyme nécessaire a la réduction de I'acide folique en acide
tétrahydrofolique. Ce dernier est essentiel a la synthése d’ADN, et donc a la prolifération
cellulaire.

Nausée, leucopénie et hépatotoxicité sont les principaux effets indésirables observés durant

un traitement a long terme avec le méthotrexate [78].

La ciclosporine est un agent immunosuppresseur puissant, administrée par voie orale, et
utilisée dans le traitement des maladies auto-immunes et lors de la transplantation des
organes.

Son effet immunosuppresseur est di a I'inhibition de la calcineurine. Cette derniére est une
phosphatase intracellulaire qui active les facteurs de transcription des genes codant des
cytokines impliquées dans I'activation et la prolifération des lymphocytes T. Par conséquent,
I'inhibition de cette voie entraine une inhibition de la fonction et de la prolifération des
lymphocytes T [79].

Cependant, la ciclosporine induit des effets indésirables majeurs a long terme, notamment
I'hypertension et la néphrotoxicité [80]. Leur utilisation est donc limitée a de courtes

périodes.
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Les esters de l'acide fumarique (FAE) posséedent des propriétés immunomodulatrices et anti-
inflammatoires. Le fumarate de diméthyle (DMF) (Skilarence®), administré par voie orale, a
été récemment approuvé en Europe pour le traitement des cas modérés a séveres de
psoriasis. Le mécanisme d’action exact n’est pas tres clair, mais I'interaction du DMF avec le
glutathion, un tripeptide régissant ’'homéostasie du potentiel redox intracellulaire, serait un
des mécanismes entrainant une inhibition de la translocation nucléaire du facteur de
transcription NF-kB (nuclear factor-kB) et par conséquent une inhibition de son activité
transcriptionnelle [81]. Cette inhibition entraine une diminution de la production de cytokines
pro-inflammatoires, telles que IL-1B, IL-6 et TNF, et des chimiokines, telles que MCP-1,
CXCL10, CCL4, CXCL2 [82]. Une diminution de l'infiltration des lymphocytes T dans I'épiderme
et le derme, ainsi qu’une diminution de [I'hyperprolifération de I'épiderme et une
normalisation de la kératinisation ont été observées sous traitement par le DMF [81,83].

Les effets indésirables les plus signalés avec les FAE sont les troubles gastro-intestinaux et le
rougissement. En plus, une étude clinique a montré la présence d’une leucopénie chez 10%

des patients traités par FAE [84].

L’aprémilast (Otezla®), un inhibiteur de la phosphodiesterase-4 (PDE4), inhibe la dégradation
de I'AMP cyclique (AMPc), qui est un second messager intracellulaire régulant la réponse
inflammatoire. L'augmentation de I’AMPc intracellulaire causée par l'inhibition de PDE4
déclenche I'activation de la protéine kinase A (PKA), qui active le facteur de transcription CREB
(C-AMP Response Element-binding protein) en le phosphorylant, provoquant ainsi la
transcription des génes anti-inflammatoires comme celui de I'lL-10. Par ailleurs, I'aprémilast
inhibe la transcription des génes pro-inflammatoires dépendante de NF-kB, tels que ceux de
I'IFN-y, du TNF, de I'lL-12 et de I'lL-23 [85].

Cependant, malgré son efficacité en clinique, I'aprémilast est associé a certains effets
indésirables dont des troubles gastro-intestinaux (nausées et diarrhée), des rhinopharyngites

(en raison de leur effet immunosuppresseur) et des céphalées [86].

4.3.2. Thérapie biologique
L'utilisation des agents biologiques dans la prise en charge du psoriasis est la stratégie la plus

puissante. Les agents biologiques sont des anticorps monoclonaux bloquants (mAb) ou des
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protéines de fusion (FP) avec un fragment Fc d’IgG1 humaine. Ces agents thérapeutiques

ciblent une cytokine spécifique ayant un réle important dans la physiopathologie du psoriasis,

notamment le TNF, I'lL-23 et I'IL17, ou un marqueur spécifique de surface participant a

I'activation des lymphocytes T.

Cependant, malgré I'efficacité remarquable des thérapies biologiques pour le traitement de

psoriasis, leur colt tres élevé et leur effet immunosuppresseur (risque augmenté d’infection

et de lymphomes) [24] limitent leur utilisation.

Les agents biologiques utilisés pour la prise en charge du psoriasis sont résumés dans le

tableau 2 ci-dessous.

Médicament

Alefacept

Efalizumab

Infliximab,
Adalimumab,
Certolizumab pegol

Etarnercept

Ustekinumab
Tildrakizumab,

Guselkumab,
Risankizumab

Secukinumab,
Ixekizumab

Brodalumab

Voie d’administration

Intramusculaire

Sous-cutanée

Intraveineuse (infusion),
sous-cutanée, sous-
cutanée

Sous-cutanée

Sous-cutanée

Sous-cutanée

Sous-cutanée

Sous-cutanée

Agent biologique

LFA-3/Fc FP

Anti-CD11a mAb

Anti-TNF mAb

TNF-R/Fc FP

Anti-1L-12/-23p40 mAb

Anti-IL-23p19 mAb

Anti-IL-17A mAb

Anti-IL-17RA mAb

Cible

CD2

CD1la

TNF

TNF

IL-12/1L-23

IL-23

IL-17A

IL-17RA

Nom commercial

Amevive® (approuvé aux Etats-
Unis en 2003; retiré du marché en
2011)

Raptiva® (approuvé aux Etats-
Unis et en Europe en 2003; retiré
du marché en 2009)

Remicade® (approuvé aux Etats-
Unis et en Europe en 2006),
Humira® (approuvé aux Etats-
Unis et en Europe en 2008),
Cimzia® (approuvé aux Etats-Unis
et en Europe en 2018)

Enbrel® (approuvé en Europe et
aux Etats-Unis en 2004)

Stelara® (approuvé aux Etats-
Unis et en Europe en 2009)
llumetri® (Europe) et
llumya®(Etats-Unis) (approuvés
en 2018), Tremfya® (approuvé
aux Etats-Unis et en Europe en
2017), Skyrizi® (approuvé aux
Etats-Unis et en Europe en 2019)
Cosentyx® (approuvé aux Etats-
Unis et en Europe en 2015),
Taltz® (approuvé aux Etats-Unis
et en Europe en 2016)
Kyntheum® (Europe) et Siliq®
(Etats-Unis) (approuvés en 2017)

Tableau 2. Les agents biologiques utilisés pour le traitement du psoriasis [5,87,88]. IL-2R : IL-2 receptor ; LFA : lymphocyte

function-associated antigen ; TNF-R : TNF receptor ; IL-17RA : IL-17A receptor.
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En raison de la nature inflammatoire chronique du psoriasis et de I'absence jusqu’a ce jour de
traitement curatif, une thérapie a vie est nécessaire. Malgré I'efficacité des thérapies déja
présentées dans la prise en charge du psoriasis, leurs effets indésirables limitent leurs
utilisations a long terme. Ainsi, le développement de nouvelles molécules est primordial afin

de limiter ces inconvénients et ainsi améliorer la qualité de vie des patients.

5. Dendrimeres

En fonction de leur architecture, les polyméres peuvent étre globalement classés en:
polymeéres linéaires, polyméres ramifiés d’une fagon aléatoire et les polymeres ramifiés d’'une
facon symétrique [89]. Les dendrimeéres font partie des polyméres symétriquement hyper-
ramifiés dont les premiers ont été décrits et synthétisés par les groupes de Vogtle et Tomalia
[90,91]. Les dendrimeres (du grec “dendros”: arbre) sont des molécules synthétiques
arborescentes formées d’un cceur central au niveau duquel sont rattachées des branches
d’une maniére répétitive et qui se terminent par des groupements fonctionnels de surface
(Figure 9). La taille des dendrimeéres est en général de I'ordre de quelques nanomeétres (2 a 3
nm) et augmente de 1 nm, environ, avec chaque génération supplémentaire de branches [92].
La génération d’'un dendrimére est déterminée par le nombre de séries de branches partant
du cceur jusqu’a la surface. L’addition de ces branches se fait a I'aide des points de divergence
qui permettent d’une part I'ancrage des branches au niveau du cceur et d’autre part I'ajout

d’une série de branches.
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Figure 9. Représentation schématique de la structure d’un dendrimére de G3. Adaptée de [93].

Les dendrimeéres se sont révélés prometteurs dans diverses applications biologiques, y
compris le diagnostic, la vectorisation des agents thérapeutiques (par voies intraveineuse,
nasale, oculaire, orale et cutanée), la transfection, la vaccination et I'hormonothérapie
[93,94]. De plus, les dendriméres ont également montré des propriétés antivirales,
antimicrobiennes et anti-inflammatoires intrinseques [95-98]. Ces larges domaines
d’applications de dendriméres sont dus a leur taille nanométrique, leur structure globulaire
précise et parfaitement définie (pour les dendrimeres les plus petits), leur mono-dispersité,
la haute densité de groupements fonctionnels de surface, qui permettent de créer des
interactions multivalentes plus fortes avec les cibles thérapeutiques, leur réactivité et leur
solubilité élevée [99]. Les dendriméres les plus largement utilisés sont des dendrimeéres de

type Poly(AMidoAMine) (PAMAM) et de type Poly(Propylenelmine) (PPI).

Parmi leur large domaine d’application, les dendrimeres ont montré une efficacité importante
dans le traitement de maladies inflammatoires. D’'une part, les dendrimeres ont suscité
beaucoup d’intérét pour l'administration controlée de médicaments anti-inflammatoires,
notamment par voie cutanée, et d’autre part, certains d’entre eux ont démontré des

propriétés anti-inflammatoires intrinséques.
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5.1. Dendrimeéres : Systemes d’administration cutanée de médicaments anti-

inflammatoires

En raison de la présence de cavités internes dans l'architecture hyper-ramifiée des
dendrimeéres et de la possibilité de controler leur taille et leurs propriétés de surface, les
dendriméres ont fait 'objet d’'une attention particuliere pour encapsuler de nombreux
principes actifs. En effet, les principes actifs peuvent étre encapsulés dans la cavité
hydrophobe interne du dendrimére, complexés a la surface par des interactions
électrostatiques ou conjugués de maniére covalente aux différents groupements de surface

[100] (Figure 10).
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Figure 10. Principales stratégies de vectorisation de molécules médicamenteuses par les dendriméres. La substance
médicamenteuse peut étre encapsulée dans la cavité interne du dendrimére (rouge) (A), liée de maniére électrostatique ou

covalente aux groupements de surface (orange) (B), ou les deux simultanément (C). Issu de [101].

Malgré la présence de nombreuses études montrant que les dendriméres, notamment les
PAMAM cationiques, sont efficaces pour I'amélioration de la pénétration cutanée de
substances médicamenteuses, les mécanismes fondamentaux responsables des interactions
substance médicamenteuse-dendrimere-peau restent peu connus. Des études ont montré
gue les mécanismes par lesquels les dendriméres améliorent la perméation cutanée semblent
étre liés a leur interaction avec les tétes polaires des lipides cutanés intercellulaires, et par la
suite a I'altération des bicouches lipidiques du stratum corneum [102,103]. De plus, Hong et
al. ont démontré que les dendrimeéres cationiques induisent des défauts ou des trous
transitoires a I’échelle nanométrique sur les bicouches lipidiques et sur les membranes

cellulaires [104,105]. Les dendriméres permettent également de moduler les propriétés
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physicochimiques de substances médicamenteuses, en améliorant leur solubilité et leur

stabilité, ce qui augmente ainsi leur diffusion cutanée [89].

5.1.1. Les dendriméres de type PAMAM
Les dendriméres PAMAM présentent un cceur central diaminoéthane et des branches de type
Poly(AMidoAMine). lls peuvent présenter différents groupements terminaux qui

comprennent des fonctions amine (Figure 11), groupes hydroxyle et groupes carboxyle [93].

o
“z"f"}-/:g "
él“ NH %
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Figure 11. Structure chimique du dendrimére G2-PAMAM portant des fonctions amine a la surface.

L'amélioration de la perméation cutanée de substances médicamenteuses est dépendante de
la taille moléculaire (la génération) des dendriméres, et de leur charge de surface. En effet,
Yang et al. ont montré que la pénétration épidermique des PAMAM de faible génération (G2-
NH;) aprés 24h était 5,8 fois plus élevée que celle des plus grandes générations (G4-NH,),
indiquant que la pénétration des dendrimeéres cationiques a travers la peau est inversement
liée a leur masse moléculaire [106]. D’autres études ont également montré que les PAMAM
cationiques (groupements de surface NHs*), en comparaison avec les PAMAM anioniques
(groupements de surface COO") et neutres (groupements de surface OH) au pH physiologique,
et de faible génération sont plus efficaces pour améliorer la pénétration cutanée de

médicaments hydrophiles dans les couches profondes de la peau [102,107]. Ceci pourrait étre
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attribué a la forte affinité de molécules cationiques pour les domaines intercellulaires chargés
négativement [108].

En ce qui concerne la cytotoxicité des dendrimeres, Il a été montré qu'en général, elle dépend
de la génération du dendrimére et de la nature des groupements fonctionnels de surface
(anionique, neutre et cationique). Il a été montré que les dendrimeres de générations élevées
et portant a la surface un nombre accru de groupements de charges positives entrainent la
cytotoxicité la plus élevée [101,109]. Ces effets toxiques sont souvent observés en raison de
leur forte interaction avec les constituants biologiques chargés négativement tels que les
domaines lipidiques intercellulaires, les membranes biologiques et les acides nucléiques

[101].

En 2010, Borowska et al. ont évalué la capacité des dendriméres G3-PAMAM et G4-PAMAM,
portant a la surface 32 et 64 groupements amine respectivement, a améliorer I'administration
cutanée du 8-méthoxypsoraléne (8-MOP), le psoraléne principalement utilisé en PUVA. Des
études de pénétration in vitro ont montré que les dendrimeres G3-PAMAM et G4-PAMAM
ont permis d’améliorer I'administration cutanée avec passage transdermique du 8-MOP
[110]. Ce méme groupe a réalisé, en 2012, un essai de pénétration in vivo sur la peau de rat
et a également montré une meilleure pénétration dans les couches profondes de la peau
(épiderme viable et derme) du 8-MOP encapsulé par rapport au 8-MOP non encapsulé. Cette
formulation topique du 8-MOP pourrait donc aider a améliorer |'efficacité de la PUVA et a
réduire les effets secondaires associés au traitement par voie orale du 8-MOP, notamment

les troubles gastro-intestinaux [111].

Chauhan et al. ont évalué I'efficacité de 3 types de dendriméeres PAMAM (G4-NH;, G4-OH et
G4.5-COOH) pour l'administration percutanée de l'indométacine, un AINS (anti-
inflammatoire non-stéroidien) lipophile, a travers la peau du rat in vitro et in vivo [112]. Les
études in vitro ont montré que la pénétration de l'indométacine a travers la peau augmente
progressivement avec la concentration des dendriméres PAMAM. Dans cette étude, le
meilleur passage transcutané de I'indométacine a été obtenu avec le dendrimeére G4-NH; a la
concentration la plus élevée. Cette amélioration de la pénétration percutanée de
I'indométacine peut s'expliquer par I'augmentation de la solubilité du médicament dans les

dendriméres PAMAM, qui est dépendante de la concentration et de la génération des
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dendriméres PAMAM [113,114]. En effet, les auteurs ont montré que la meilleure solubilité
de l'indométacine est obtenue avec le dendrimére G4-NH, qui est due, d’'une part, a
I'interaction électrostatique entre les fonctions amine terminales du dendrimere et le
groupement carboxyle de I'indométacine, et d’autre part, a I'’encapsulation du médicament
dans les cavités internes du dendrimere. Cette amélioration de la solubilité de I'indométacine
permet donc d’améliorer son coefficient de partage avec le stratum corneum et de favoriser
par la suite sa diffusion dans la peau. Les études in vivo sur la peau de rat ont également
montré une concentration plasmatique maximale de lI'indométacine, lorsqu’elle a été
complexée avec les PAMAM, significativement plus élevée que celle de la forme libre (G4-
NH2 > G4-OH > G4.5-COOH). Cette étude pharmacocinétique a été suivie par une étude
pharmadynamique évaluant les propriétés anti-inflammatoires du complexe PAMAM-
indométacine sur un modele inflammatoire in vivo induit chez le rat. Le complexe PAMAM-
indométacine a également montré son efficacité a inhiber d’'une facon significative
I'inflammation induite chez le rat (G4-NH2 > G4-OH > G4.5-COOH) par rapport a

I'indométacine sous forme libre [112].

Yiyun et al. ont évalué la pénétration percutanée d’autres AINS lipophiles, le kétoprofene et
le diflunisal, apres leur complexation avec les PAMAM G5-NH, a travers la peau du rat in vitro
et in vivo. Les essais in vitro et in vivo ont montré que le passage transcutané du kétoproféne
et de diflunisal a augmenté significativement par rapport a celui du kétoproféne et de
diflunisal en suspension sous forme libre. Cette amélioration du passage transcutané des
AINS, comme déja observé avec I'indométacine, est due a une meilleure solubilité agueuse
des AINS par les dendrimeres [115,116]. Une étude in vivo, faite sur un modéle murin de
crampes abdominales induits par l'injection de I'acide acétique, a permis de confirmer
I'efficacité des complexes PAMAM-AINS a induire un effet analgésique plus précoce et

prolongé par rapport aux AINS sous forme libre [117].

5.1.2. Les dendriméres de type PPI
Les dendrimeres appelés PPl sont basés sur un coeur diaminobutane et des branches de type
Poly(Propylénelmine). Les dendrimeres PPl ont été testés afin d’améliorer la pénétration

cutanée de dithranol (DIT), un agent anti-psoriasique, et simultanément de contourner ses
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effets indésirables, notamment I'instabilité du DIT en présence de la lumiére et l'irritation
cutanée. Dans cette étude, le DIT a été encapsulé dans des dendrimeres de type G5-PPI

portant a la surface des groupements NH; (DIT-PPI) (Figure 12).

Dithranol

Figure 12. Schéma montrant le systéme DIT-PPI. Adapté de [118].

Agrawal et al. ont évalué I'efficacité du dendrimére PPl pour I'administration par voie cutanée
de DIT en termes d’encapsulation, de perméation et de potentiel d'irritation cutanée. Le
pourcentage d’encapsulation du DIT s'est révélé étre dépendant du pH avec une
encapsulation maximale a pH acide. Selon les auteurs, ceci peut étre attribué a la variation de
la protonation des fonctions amine terminales en fonction du pH et ainsi a la conformation
du dendrimere PPl qui semble étre plus relachée en milieu acide alors qu’elle est
probablement plus compacte en milieu neutre et alcalin, ce qui pourrait entraver
I’encapsulation. L'essai de perméation in vitro sur la peau de rat a montré que le pourcentage
de perméation cutanée de DIT encapsulé dans le PPI est significativement plus élevé (95%)
que celui du DIT non encapsulé (34%). Le systéme DIT-PPI a également montré une moindre
irritation cutanée par rapport a la solution de DIT. Les résultats de cette étude suggerent donc
qgue le PPl pourrait étre utilisé pour améliorer la pénétration cutanée d’autres actifs et

controler leur libération cutanée [118].
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5.1.3. Les oléodendrimeéres

Une nouvelle classe de dendrimeéres de type Poly(propylETherimine) (PETIM) de G1 et de G2
a base d'acide oléique, appelés oléodendriméres, ont été synthétises afin d’évaluer leur
efficacité pour améliorer la pénétration percutanée du diclofénac de sodium (AINS) [119]
(Figure 13). Ces oléodendrimeres sont formés par I'association de deux blocs, les dendrons
(les parties identiques du dendrimere branchées au niveau du cceur) de type PETIM G1 ou G2
et 'acide oléique (promoteur de pénétration). Ce dernier est choisi car il a montré, dans une
étude antérieure, une amélioration de la perméation cutanée du diclofénac de sodium par
rapport a l'utilisation d’autres acides gras [120]. Les oléodendrimeéres ont montré leur
capacité a augmenté de 3,3 et de 1,8 fois le passage transdermique du diclofénac de sodium
par rapport a celui du diclofénac de sodium seul et en association avec 'acide oléique,

respectivement [119].
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Figure 13. Structure des oléodendriméres. Le dendron de type PETIM est lié a I'acide oléique par une liaison ester (en bleu)

[119].

5.2. Dendrimeéres présentant des propriétés anti-inflammatoires
En plus de leur efficacité dans la vectorisation des médicaments anti-inflammatoires, certains
dendriméres ont démontré des propriétés thérapeutiques anti-inflammatoires par eux-

mémes.

5.2.1. Les dendriméres PAMAM et autres types de dendriméres
En 2004, Shaunak et al. ont évalué in vitro et in vivo les propriétés anti-inflammatoires et anti-
angiogéniques de deux dendriméres PAMAM. Les dendrimeéres utilisés sont des PAMAM de

génération 3,5 portant a la surface 64 groupements COOH, dont neuf avaient été conjugués
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a des résidus de glucosamine ou a des résidus de glucosamine-6-sulfate. Les études in vitro
ont montré que le dendrimeére conjugué a la glucosamine présente une activité anti-
inflammatoire alors que celui conjugué a la glucosamine-6-sulfate présente une activité anti-
angiogénique. Une étude in vivo, sur un modele de formation excessive de tissu cicatriciel
chez le lapin apres une chirurgie expérimentale de glaucome, a été menée afin d’évaluer
I'efficacité thérapeutique de la combinaison des deux dendriméres. Chez les animaux traités
avec une combinaison du dendrimeére glucosamine et du dendrimére glucosamine 6-sulfate,
le succes de la chirurgie a long terme a augmenté de 30% a 80%, par la réduction d’une fagon
significative de la production de tissu cicatriciel aprés chirurgie. Ces résultats montrent que la
combinaison de dendrimére glucosamine et de dendrimere glucosamine 6-sulfate agit en
synergie pour inhiber les stades précoces des réponses pro-inflammatoires et pro-

angiogéniques [121].

En se basant sur I'’étude de Chauhan et al. en 2003 qui a montré que le complexe PAMAM-
indométacine améliore I'activité anti-inflammatoire de I'indométacine en augmentant sa
solubilité aqueuse et ainsi en controlant sa libération, ce méme groupe a mené une autre
étude pharmacodynamique sur le modéle d'cedeme de la patte induit par la carraghénane
pour comparer |'activité anti-inflammatoire de I'indométacine libre a celle du complexe G4-
NH2-Indométacine, administré par voie intrapéritonéale, au cours du temps. Ce complexe a
montré une activité anti-inflammatoire significativement plus élevée que celle de
I'indométacine libre a tous les temps de post-administration (1, 2, 4, 5 et 8h). Cependant, il a
également été noté que le dendrimére G4-NH; seul présente une activité anti-inflammatoire
significative et inattendue [95]. En évaluant I'effet des groupements de surface sur 'activité
anti-inflammatoire des dendrimeres PAMAM, le dendrimere G4-OH a montré une activité
anti-inflammatoire plus ou moins similaire a celle de G4-NH,, alors que le dendrimére G4.5-
COOH s'est révélé moins actif. Cet effet anti-inflammatoire de G4-NH,, administré par voie
intrapéritonéale, a été validé sur d’autres modeles d’inflammation chez le rat. En effet, en
utilisant le modeéle de granulome provoqué par l'implantation sous-cutanée d’un granule de
coton chez le rat, le G4-NH; a également montré une activité anti-inflammatoire
significativement plus élevée que I'indométacine seule. De méme, dans le modéle de I'arthrite
induite par l'adjuvant de Freund, le G4-NH; a induit une inhibition de l'inflammation

significativement plus élevée que I'indométacine [95].
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Des nanoparticules d’argent (AgNPs), possedant des propriétés anti-inflammatoires, ont été
conjuguées avec un dendrimére de 5°M¢ génération, formant le nanocomposite de
dendrimére d’argent (Ag-DNC) (Figure 14). Les auteurs ont montré que le dendrimeére seul
présente des propriétés anti-inflammatoires in vitro et in vivo. En effet, dans le modéle
d'inflammation in vitro induit par le LPS, le dendrimere seul a significativement réduit la
production de cytokines pro-inflammatoires et a amélioré I'effet anti-inflammatoire des
AgNPs lorsqu’ils sont utilisés en association (Ag-DNC). Dans I’étude in vivo, sur un modéle de
cicatrisation de brdlures chez la souris, un effet synergique similaire a été observé entre les
AgNPs et le dendrimére avec un temps de guérison plus rapide que les AgNPs et le dendrimere

lorsqu’ils sont utilisés séparément [122].

Figure 14. Représentation schématique des chaines du dendrimére conjuguées aux nanoparticules d’argent (Ag-DNC)

[122].

Enfin, un dendrimére de type PEO (Poly(Ethylene Oxide), de 2™ génération, a base de cceur
cyclo-triphosphazéne, et présentant des terminaisons sulfate (0-SOs) greffées sur des
terminaisons saccharidiques a été synthétisé (Figure 15). L'activité anti-inflammatoire du
dendrimére PEO sulfaté a été évaluée dans un modeéle inflammatoire murin induit par
I'injection intra-péritonéale du thioglycolate. Le dendrimere PEO sulfaté a significativement
réduit le recrutement de neutrophiles de 86% et de macrophages de 60% chez les souris
traitées par rapport a celles non traitées avec le dendrimere PEO sulfaté. Cette activité anti-
inflammatoire est due au blocage de la L-sélectine, qui est un polysaccharide exprimé a la

surface des leucocytes permettant leur adhésion aux cellules endothéliales via des
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interactions multivalentes dépendantes des groupements sulfate. Cette inhibition de la
sélectine par le dendrimére PEO sulfaté se traduit donc par une inhibition de I'extravasation

des leucocytes a travers la barriére endothéliale vers les sites d'inflammation [123].

Figure 15. Structure du dendrimére PEO polysulfaté de 2éme génération. Adaptée de [123].

5.2.2. Le dendrimére phosphoré a surface AzaBisPhosphonate ABP

En 2006, des dendriméres de type Poly(PhosphorHydrazone) (PPH), avec un cceur de type
cyclo-triphosphazéne, ont été synthétisés par nos collaborateurs chimistes au Laboratoire de
Chimie de Coordination (LCC, groupe de A.M. Caminade) [124]. Parmi ceux-ci, un dendrimére
de premiere génération, nommé le dendrimére ABP (Figure 16), pour ses 12 groupements
fonctionnels terminaux AzaBisPhosphonate, a montré des propriétés anti-inflammatoires et
immuno-modulatrices envers les cellules immunitaires, notamment les

monocytes/macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes T [125,126].
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Figure 16. Structure du dendrimére ABP. Masse molaire de 5820 g/mol.

Dans cette partie, je présenterai plus en détail les propriétés anti-inflammatoires du

dendrimeére ABP validées in vitro sur les cellules immunitaires et in vivo dans des modeéles

murins de maladies inflammatoires.

5.2.2.1. Effet anti-inflammatoire sur cellules immunitaires

Interaction avec les monocytes/macrophages

En 2006, le premier effet immuno-modulateur du dendrimére ABP a été exploré sur les
monocytes/macrophages humains. En effet, le dendrimére mis en culture avec des PBMC
(Peripheral Blood Mononuclear Cells) a montré sa capacité a se lier spécifiquement en
guelgues secondes aux monocytes humains, suivie d’'une internalisation rapide et d’'une
activation morphologique, caractérisée par une augmentation de la taille et de la granulosité
des monocytes, et phénotypique, caractérisée par la diminution de I'expression des
marqueurs de surface CD14 et HLA-DR [124,127]. Cet effet intéressant du dendrimere ABP
sur les monocytes/macrophages, a été par la suite confirmé par une analyse transcriptomique
des monocytes humains activés par le dendrimére ABP en comparaison avec des monocytes

non-activés. Cette étude montre clairement que le dendriméere ABP induit une activation anti-
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inflammatoire des monocytes/macrophages. En effet, il induit une augmentation de
I'expression des génes anti-inflammatoires, tels que ceux codant I'lL-10, le MRC1 (Mannose
receptor C-type 1), I'IL-1RA (Interleukin-1 Receptor Antagonist), la CCL18, et une diminution
de I'expression des génes pro-inflammatoires, tels que ceux codant le CXCR4 (récepteur de la
CXCL12) et la molécule d’adhésion LFA-1 impliquée dans le recrutement des leucocytes dans
le tissu inflammatoire [98].

Ensuite, en 2014, nos équipes ont évalué I'effet immuno-modulateur du dendrimére ABP sur
les monocytes/macrophages in vitro dans des conditions pro-inflammatoires. Dans cette
étude, les monocytes ont été pré-incubés pendant 1 heure avec le dendrimeére ABP, puis ont
été orientés vers un phénotype pro-inflammatoire en les stimulant avec du LPS et d’IFN-y. Les
résultats montrent que le dendrimere ABP prévient l'inflammation en dirigeant les
monocytes vers un phénotype anti-inflammatoire. En effet, le dendrimeére ABP inhibe la
production du TNF et de I'lL-12 par les monocytes et diminue d’une facon significative leur

sécrétion de I'lL-1pB et de I'lL-23 [128].

Interaction avec les cellules dendritiques (DC)

L'activité immuno-modulatrice du dendrimere ABP ne se limite pas uniquement aux
monocytes/macrophages. En effet, I'effet immunomodulateur du dendrimére ABP a
également été évalué sur des DC dérivées de monocytes in vitro, en présence de GM-CSF
(Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor) et d’IL-4, qui sont orientées ensuite,
comme les monocytes, vers un état pro-inflammatoire. Une activation anti-inflammatoire des
cellules DC a été observée en présence du dendrimeére ABP. Cela a été montré par la sécrétion
de la cytokine anti-inflammatoire tolérogénique IL-10 et par la diminution significative de la
sécrétion des cytokines pro-inflammatoires, TNF et IL-12. Le dendrimére ABP inhibe
également la maturation des DC comme montré par la diminution de I'expression de
molécules de co-stimulation CD80 et CD86. Ces molécules de co-stimulation représentent le
second signal nécessaire a I'activation des lymphocytes T apres la liaison de leur TCR a

I'antigene présenté par les DC [128].

Interaction avec les lymphocytes T

En plus de l'activation anti-inflammatoire des monocytes/macrophages et des DC, le
dendrimére ABP exerce ses effets anti-inflammatoires envers une autre population

immunitaire, les lymphocytes T. En effet, le dendrimére ABP est capable d'inhiber la
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prolifération des lymphocytes T CD4 * et CD8* humains pro-inflammatoires in vitro, sans
affecter leur viabilité [129]. De plus, il a été montré que les monocytes activés par le
dendrimére ABP promeuvent des cellules T CD4* productrices d’IL10, qui ont des propriétés
immuno-régulatrices et anti-inflammatoires [98]. Cet effet a également été observé in vivo
dans un modele inflammatoire de la sclérose en plaques, qui sera présenté plus en détail dans
la section 5.2.2.2, ou les cellules présentatrices de I'antigéne (monocytes/macrophages et DC)
traitées par le dendrimére ABP favorisent la différenciation des lymphocytes T CD4*
présentant un phénotype inflammatoire, vers un phénotype anti-inflammatoire par la

production de I'lL-10 [130].

En résumé, ces travaux de I'’équipe montrent que le dendriméere ABP a une activité anti-
inflammatoire en promouvant la production d’IL-10. Cette cytokine anti-inflammatoire est
produite directement par les monocytes/macrophages activés par le dendrimére. Dans un
deuxiéme temps, les monocytes/macrophages anti-inflammatoires vont induire Ia

différenciation des cellules T CD4* productrices d’IL-10 [98].

Les différents effets immuno-modulateurs exercés par le dendrimere ABP envers différentes
sous-populations de cellules immunitaires mononucléaires humaines du sang périphérique

sont résumés dans la figure 17 ci-dessous.

Oy P e @ T CD4* lymphocytes

~~=_ ABP inhibits the proliferation of conventional ones

ABP induces IL-10 producing subset

-~ ‘-: —C \_@/
o Q L - \\?.J. /'?. 2
(@9 > TIN
\\_4/ Dendritic Cells
Monocytes ABP inhibits their maturation

ABP induces their anti-inflammatory activation

Figure 17. Effets anti-inflammatoires du dendrimére ABP sur différents types de cellules immunitaires. Adaptée de [126].
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5.2.2.2. Effet dans les modeéles précliniques de maladies inflammatoires

Ces effets anti-inflammatoires observés in vitro sur différentes populations immunitaires ont
pu étre testés par la suite a des modeles animaux de maladies inflammatoires chroniques, la
polyarthrite rhumatoide et la sclérose en plaques, et de maladies inflammatoires aigues,

['uvéite.

Modeéles murins de la Polyarthrite Rhumatoide (PR)

La PR est une maladie auto-immune caractérisée par une inflammation articulaire
chronique résultant d’'un déréglement du systeme immunitaire. En 2011, le potentiel
thérapeutique du dendrimére ABP a été évalué sur un modéle murin de la PR humaine, le
modeéle d’arthrite spontanée IL-1RA KO [131]. Nos équipes ont montré que le dendrimere
ABP, administré par voie intraveineuse a la dose de 1 et 10 mg/kg/semaine pendant 12
semaines, supprime totalement I'arthrite (score arthritique ramené a zéro) au bout de 6
semaines de traitement (Figure 18). D’une part, cette suppression de I'arthrite s’"accompagne
de la diminution des taux de cytokines pro-inflammatoires (IL-13, TNF, IL-6 et IL-17) et des
métalloprotéinases matricielles (MMP-3 et MMP-9, responsables de la dégradation du
cartilage), dans le sérum de souris IL1-RA KO. Contrairement a la membrane synoviale des
souris arthritiques non traitées, la membrane synoviale des souris arthritiques traitées au
dendrimére ABP ne présente ni hyperplasie, ni infiltrat inflammatoire constitués par les PNN,
les macrophages, et les lymphocytes. Ces résultats montrent que le dendrimére ABP exerce
un effet envers ces populations immunitaires in vivo. D’autre part, cette suppression de
I'arthrite est également due a I'inhibition de la formation des ostéoclastes, et par conséquent
de la résorption osseuse. Nos équipes ont montré que le dendrimere ABP inhibe la
différenciation des ostéoclastes in vitro a partir des monocytes et des DC [131]. Une autre
étude a été réalisée par la suite pour déterminer si le dendrimere ABP pourrait étre
administré par une autre voie d’administration systémique, telle que la voie orale. Lorsque le
dendrimére ABP est administré par voie orale a la dose de 10 mg/kg/semaine pendant 12
semaines, l'arthrite est également completement supprimée chez les souris au bout de 11
semaines (Figure 18). Cela montre que le dendrimere ABP administré par voie orale n’est pas
dégradé dans le tractus gastro-intestinal et que son effet est retardé par rapport a celui

administré par voie intraveineuse [132].
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Figure 18. Inhibition de I'arthrite par le dendrimére ABP chez les souris IL-1RA KO. Le dendrimére a été administré par voie
intraveineuse (1.V.) ou par voie orale (P.0.) a la dose de 10 mg/kg/semaine a partir de I'dge de 8 semaines. Le score clinique
(0 a 3) a été évalué sur chaque patte. Le score clinique représenté correspond au score arthritique cumulatif des 4 pattes (0 a

12) [126].

En outre, cet effet thérapeutique du dendrimére ABP a été validé dans un autre modéle de la
PR, le modéle d’arthrite induite au sérum K/BxN chez des souris naives. Ce sérum contient
des auto-anticorps qui permettent d’induire une inflammation aigue et rapide chez les souris.
Le dendrimére ABP administré a la dose de 10 mg/kg par voie intraveineuse, suivant un
protocole prophylactique ou thérapeutique, réduit également les signes cliniques de
I'arthrite. Ces études montrent que le dendrimére ABP, en inhibant a la fois I'inflammation et
la résorption osseuse, représente un candidat-médicament prometteur pour le traitement de

la PR [131].

Modele murin de la Sclérose en Plagues

La sclérose en plaques est une maladie inflammatoire chronique du systéme nerveux central
(SNC), caractérisée par la présence des lymphocytes T CD4* auto-réactifs participant a la
démyélinisation des fibres nerveuses et aux Iésions axonales. En 2015, en se basant sur les
effets anti-inflammatoires in vitro et in vivo du dendriméere ABP, nos équipes, en collaboration
avec I’équipe de R. Liblaud et A. Saoudi au CPTP, ont évalué son effet dans un modéle murin
de la sclérose en plaques, I'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE). Ce modele
est induit par I'injection d’un peptide dérivé de la glycoprotéine oligodendrocytaire de la
myéline (MOG) et de la toxine pertussique afin de provoquer chez les souris une réaction
auto-immune dirigée contre la myéline du SNC. Le dendrimére ABP administré par voie

intraveineuse a la dose de 10 mg/kg tous les 3 jours ou toutes les semaines empéche le
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développement de la maladie (en prophylaxie) et inhibe sa progression (en curatif, Figure 19).
Dans ce modele, le dendrimeére ABP est aussi efficace que le Fingolimod, traitement standard
pour les formes tres actives de sclérose en plaques rémittente-récurrente. Cet effet
thérapeutique important du dendrimere ABP est d(i, d’une part, a la diminution de I'activité
des cellules présentatrices de I'antigene au niveau de la périphérie, et d’autre part a la
diminution de l'infiltration des lymphocytes T auto-réactifs au niveau du SNC. De plus, cette
étude a démontré que le dendrimere ABP en ciblant les cellules présentatrices de I'antigéne,
et en diminuant leur activité, diminue la production des cytokines pro-inflammatoires de type
Th1l et Th17 produites par les lymphocytes T CD4* auto-réactifs et favorise leur différenciation

en lymphocytes T CD4* immunomodulateurs producteurs d'IL-10 [130].

5 .-=— Control
-+ ABP

clinical EAE score

0 6 12 18 24 30 36 42
days after onset of the disease

Figure 19. Le dendrimére ABP inhibe la progression de I'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) chez les
souris. Le dendrimére ABP a été administré par voie intraveineuse a la dose de 10 mg/kg tous les 3 jours a partir du jour 18

(apreés I'induction de la maladie). Score clinique allant de 0 a 5 [126].

Modele murin de I'uvéite

Enfin, nos équipes ont évalué I'activité anti-inflammatoire du dendrimére ABP, administré
cette fois-ci par voie loco-régionale, dans un modele inflammatoire aigu d’uvéite induite par
I'injection systémique d’endotoxine bactérienne (LPS, LipoPolySaccharide) chez le rat.
L’administration intra-vitréenne du dendrimére ABP a la dose de 2 pg/ceil réduit
significativement l'inflammation oculaire chez les rats atteints d’uvéite (Figure 20) par la

production systémique d’IL-10, probablement en ciblant les monocytes/macrophages. Cet
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effet anti-inflammatoire du dendrimere ABP est d’ailleurs comparable a celui de la

dexaméthasone, qui est le traitement standard de 'uvéite [133].
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Figure 20. Le dendrimére ABP réduit significativement l'inflammation oculaire induite chez le rat quand administré par
voie intra-vitréenne en protocole préventif. L’activité anti-inflammatoire d’ABP a des doses comprises entre 2 et 60 ug/ceil
a été comparée a celle de la dexaméthasone (Dex) a la dose de 20 ug/ceil. Le score clinique d'uvéite (0 a 5) a été évalué aprés
24 heures de I'induction de la maladie (pic de la maladie). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 par rapport au véhicule (NaCl
0.9%) [126].

Ces études in vivo montrent d’une facon concluante que le dendrimére ABP est un candidat-

médicament pour le traitement de maladies inflammatoires chroniques ou aigués.

5.2.2.3. Relation entre la structure chimique et les propriétés biologiques d’ABP

Il a été démontré que ces propriétés biologiques et thérapeutiques innovantes du dendrimere
ABP sont étroitement liées a plusieurs parametres structuraux. Je présenterai par la suite
I'influence de la structure interne, de la nature des fonctions de surface, de leur densité et de

a conformation tridimensionnelle du dendrimere sur I’activité anti-inflammatoire .
[ f t trid lle du dend I"activit ti-infl t d’ABP

D’abord, I'activité antiarthritique du dendrimére ABP chez la souris a été comparée a deux
autres dendriméres. Le premier dendrimere présente une structure similaire a celle d’ABP
(type PPH) mais les groupements de surface AzaBisPhosphonate ont été remplacés par des
groupements AzaMonoPhosphonate, d’ou le nom AMP. Le second est un dendrimeére de la
famille de PPI, portant a la surface les mémes fonctions de surface qu’ABP. Seul le dendrimere

ABP a démontré une efficacité thérapeutique in vivo, les dendriméres AMP et PPl étaient
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inactifs [131]. Une autre étude in vitro menée sur monocytes humains a également montré
gue le remplacement des groupements ABP de surface par des groupements carboxyle
(dendrimere AzaBisCarboxylate, ABC) rend le dendrimére inactif [127,134]. Ces études
permettent de montrer que la structure interne ainsi que la nature des fonctions de surface

sont des éléments cruciaux pour la bio-activité du dendrimeére.

Ensuite, nos équipes ont évalué I'influence de la densité locale des fonctions de surface ABP
sur I'activité anti-inflammatoire du dendrimere in vitro et ont montré que le dendrimére
devait étre composé de 8, 10 et 12 groupements terminaux ABP (4, 5 et 6 branches
respectivement) pour avoir une activité anti-inflammatoire in vitro [135]. Dans la continuité
de cette étude, I'influence du nombre de groupements de surface sur I’activité du dendrimere
a été évaluée in vivo dans le modeéle murin d’arthrite induite au sérum K/BxN. En ce qui
concerne les dendriméres de 10 et 12 groupements ABP, administrés par voie intraveineuse,
les résultats obtenus montrent leur capacité a controler et a prévenir le développement de la
maladie chez la souris, ce qui est en accord avec les résultats obtenus in vitro. Par contre, le
dendrimére de 8 groupements ABP, qui était actif in vitro, n'est pas actif in vivo. Cette perte
de l'activité in vivo de I’ABP a 4 branches a été expliquée par sa biodégradabilité, a pH
physiologique et a 37°C, ce qui le rend inactif dans des expériences in vivo plus longues (2
semaines environ) que des expériences in vitro (entre 2 et 5 jours). En effet, le dendrimeére a
4 branches PPH devient inactif dés qu'il perd une branche. Au contraire, les dendrimeres a 5
et 6 branches doivent perdre 2 et 3 branches, respectivement, avant de perdre leur activité,
ayant ainsi une action plus prolongée [136]. Ces études ont montré qu’il est possible de
synthétiser des analogues fluorescents du dendrimere ABP, en substituant une des six
branches par un fluorochrome. Parmi ceux-ci, un analogue fluorescent d’ABP émettant une
fluorescence dans le proche infrarouge (ABP-NIR, ABP Near Infra-Red) sera utilisé dans notre

étude pour la réalisation des expériences biologiques (Figure 21) [137].
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Figure 21. Structure du dendrimére ABP-NIR. Masse molaire de 5746 g/mol.

Récemment, nos équipes ont démontré pour la premiére fois que la conformation
tridimensionnelle des dendriméres, dépendante de leur structure interne (coeur + branches),
est cruciale pour leur bio-activité (Figure 22) [138]. En effet, les dendriméres PPH portant un
cceur de type NsPs et 12 groupements de surface ABP directionnels, présentent des
interactions multivalentes plus fortes avec leur cible, ce qui favorisent donc leur activité anti-

inflammatoire [136,138].
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Figure 22. Conformation tridimensionnelle du dendrimére est dépendante de sa structure interne (caeur + branches). Le
dendrimére ABP a cceur Ns3P3; et branches de type PPH (12 groupements ABP a sa surface) présente une conformation
directionnelle (actif in vitro et in vivo) (a gauche). Le dendrimére a cceur diaminobutane et de type PPl de deuxieme génération
(x=3) (8 groupements ABP a sa surface) présente une conformation non directionnelle (inactif in vitro et in vivo) (a droite). La

barre d’échelle représente 1 nm. Adapté de [138].

En conclusion, I’étude des relations entre la structure chimique et les propriétés biologiques
d’ABP et de dendrimeres dérivés a permis de définir un espace chimique
multiparamétrique qui regroupe la taille du dendrimere, la nature des fonctions de surface,
leur densité, leur directionnalité et leur flexibilité. Le dendrimére PPH de premiere génération
portant 12 groupements azabisphosphonate directionnels (le dendrimére ABP) est le plus
actif. En vue d’un développement préclinique réglementaire, une évaluation du rapport
bénéfice/risque de nouveaux médicaments s’avére important pour identifier si le bénéfice
thérapeutique de la molécule candidat pourrait étre associé a des effets secondaires
déléteres. Dans la partie suivante, je présenterai les études réalisées pour évaluer la toxicité/

I'innocuité du dendrimeére ABP.

5.2.2.4. Etude de la toxicité du dendrimére ABP
Dans I’étude réalisée in vivo sur I'efficacité thérapeutique du dendrimére ABP dans le modéle
de la PR, aucune toxicité apparente n’a été détectée chez les souris IL-1RA KO traitées par le

dendrimére ABP a la dose de 10 mg/kg durant toute la durée de traitement (12 semaines). De

69



plus, les coupes histologiques des reins, du foie, des poumons et de la rate n’ont révélé
aucune anomalie par rapport a celles des souris normales [131]. Par la suite, une étude plus
approfondie sur des animaux sains a été réalisée afin de confirmer I'innocuité du dendrimére
ABP.

Pour cela, une étude de toxicité systémique du dendrimere ABP a doses répétées a été
réalisée en 2014 sur un modele de primates non-humains. Cette étude, ou le dendrimere ABP
est administré par voie intraveineuse a la dose de 10 mg/kg/semaine (qui est 10 fois plus
élevée que la plus faible dose active in vivo) pendant 4 semaines, montre I'absence de toxicité
aux niveaux biochimiques, hématologiques, immunologiques et histologiques (absence de
changements pathologiques aux niveaux des principaux organes thoraciques et abdominaux)
[139].

Dans la continuité de cette étude, nos équipes ont récemment évalué la sécurité et la dose
maximale tolérée (DMT) du dendrimére ABP chez les rongeurs (souris et rats) [137]. Des souris
traitées avec le dendrimére ABP a la dose de 10 mg/kg ne présentent aucun trouble
hématologique par rapport aux souris non traitées avec I’ABP, ce qui est en accord avec les
observations sur les primates non-humains. Une étude de génotoxicité in vitro a montré que
le dendrimére ABP a un effet génotoxique mais a la concentration de 215 uM, soit 10 a 100
fois plus élevée que les concentrations actives du dendrimeére in vitro sur les monocytes
humains. La DMT a été par la suite déterminée en testant des doses croissantes du
dendrimére ABP sur les rats et les souris. Il a été montré que la DMT du dendrimére ABP est
de 100 mg/kg aprés une seule injection en intraveineuse chez la souris, et de 60 mg/kg/jour
apres des injections répétées pendant sept jours chez le rat [137]. Cette large différence entre
les doses toxiques (doses supérieures a la DMT) et les doses thérapeutiques actives (1 et 10

mg/kg/semaine) permet d’estimer que le dendrimére ABP a un index thérapeutique large (IT

Dose toxique

considéré comme large lorsque IT= > 10 [140]).

Dose ef ficace

L'ensemble de ces études attestent l'innocuité du dendrimére ABP et incitent au
développement préclinique réglementaire de la molécule pour passer ensuite a son

développement clinique.
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Résumé

Les dendrimeres sont des macromolécules synthétiques qui ont trouvé de nombreuses
applications en nanomédicine. Le dendrimére nommé ABP, pour ses 12 groupements
fonctionnels terminaux Azabisphosphonate, a montré des propriétés anti-inflammatoires et
immuno-modulatrices envers différentes cellules immunitaires : les
monocytes/macrophages, les DC, et les lymphocytes T CD4* et T CD8*. Les effets anti-
inflammatoires du dendrimere ABP ont également été validés dans des modeéles animaux de
maladies inflammatoires chroniques et aigues. Ces propriétés sont particulierement
intéressantes pour le traitement du psoriasis dans lequel les lymphocytes T CD4* et les
lymphocytes T CD8*, ainsi que les monocytes/macrophages et les DC, jouent un réle essentiel
dans la physiopathologie de la maladie. Ces propriétés du dendrimére ABP seront donc mises

a profit dans le cadre de mes travaux de these pour le traitement du psoriasis.

6. Modeles murins de psoriasis

Plusieurs modeles, in vitro et in vivo, du psoriasis humain ont été développés afin de mieux
comprendre la physiopathologie du psoriasis, et de développer de nouvelles thérapies [141].
Dans ce manuscrit, je présenterai uniguement les modeéles animaux du psoriasis qui sont les
plus utilisés.

Il est important de noter que le psoriasis est une maladie strictement humaine, qui ne se
développe pas spontanément chez les animaux, a I’exception de quelques cas observés chez
le singe et le chien [142,143]. Des modeles animaux, surtout des modéles murins, ont été
développés et classifiés en : modéles spontanés, modeéles génétiguement modifiés
(transgéniques et KO), modeles de xénogreffes et modéles induits directement. Chacun de
ces modeles a ses limites, qui sont dues principalement a la différence de la morphologie et
de la composition immunitaire entre la peau humaine et celle de la souris (a I'exception du
modele de xénogreffe d’'une peau humaine d’un patient psoriasique sur des souris immuno-
déficientes). Contrairement a la peau humaine, la peau de souris se caractérise par une
distribution plus dense de follicules pileux et par un épiderme moins épais constitué

généralement de seulement 3 couches de kératinocytes (un quart de I'épiderme humain)
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[144]. De plus, I'épiderme humain présente des crétes épidermiques, absentes dans la peau
de souris (Figure 23). Les cellules immunitaires présentes dans I'épiderme humain sont des
cellules de Langerhans et des lymphocytes T CD8*. Dans I'épiderme murin, une population de
cellules T dendritiques (DETC) est prédominante, qui est absente dans |I‘épiderme humain. En
ce qui concerne le derme, des cellules dendritiques, des lymphocytes T CD4*, et des
macrophages sont présents chez I’homme et la souris. Dans le derme de la peau murine, une
autre population de lymphocytes T yb non conventionnelle, productrice de I'lL-17, joue un
role important dans I'immunité cutanée [145,146]. Cette population est définie par
I’expression d’un TCR y& (T-cell receptor y6) alors que les lymphocytes T conventionnels CD4*

et CD8* expriment a leur surface le TCR ap.
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Figure 23. La morphologie et la composition de la peau murine (a) et de la peau humaine (b). Adaptée de [145].

Malgré ces différences, les modeles murins de psoriasis ont prouvé leur utilité dans la
compréhension de la physiopathologie du psoriasis. Afin qu’'un modele murin de psoriasis soit
pertinent, il doit présenter les caractéristiques suivantes [144,147,148]:
- Un épaississement de I'épiderme associé a une altération de la différenciation des
kératinocytes
- Une hyperpapillomatose
- Uninfiltrat inflammatoire constitué essentiellement de lymphocytes T

- Une hypervascularisation dans le derme
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- Une réponse thérapeutique aux agents anti-psoriasiques standards

Gudjonsson et al. ont montré que 5 des modeles murins de psoriasis existants répondent a la
majorité de ces criteres et présentent de telles similitudes avec le psoriasis humain. Ces
modeles sont les suivants : K5-STAT3, K14-ARGE, K5-TGF-B1, K5-Tie2 et IMQ [144]. Cette
étude a été suivie par celle de Swindell et al. qui ont montré la présence d’une similitude
statistiqguement significative dans le profil d’expression des génes entre ces modéles murins
et le psoriasis humain [147]. Cependant, il existe des différences marquées entre ces modeéles

murins au niveau de I'expression des genes associés au systéeme immunitaire.

Dans cette partie, nous nous intéresserons a présenter les principales caractéristiques de ces
modeles, ainsi que les modeéles de xénogreffes qui constituent probablement le meilleur
modeéle in vivo du psoriasis humain.

Les similitudes entre les modeles murins et le psoriasis humain, ainsi que la facilité
d’utilisation du modeéle, en termes de reproductibilité des résultats et de durée
d’expérimentation, nous permettra de justifier le choix du modéle qui a été utilisé par la suite

pour réaliser ce travail.

Modéle K5-STAT3

STAT3 (Signal Transducers and Activators of Transcription 3) est un facteur de transcription
impliqué dans la prolifération, la survie et la migration cellulaire. Dans les lésions psoriasiques,
une activation excessive de STAT3, qui est important dans la voie de signalisation d’IL-23,
conduit a la polarisation des lymphocytes Th17 [149]. Dans le modele de souris transgénique
K5-STAT3, une surexpression du géne STAT3 dans les kératinocytes de la couche basale
entraine |'apparition des caractéristiques histologiques du psoriasis, principalement
I'acanthose, la parakératose, I'absence de la couche granuleuse, I'hypervascularisation et
I'infiltration leucocytaire [144]. Le développement des lésions dans ce modéle est dépendant

de I'activation des lymphocytes T [141].

Modele K14-ARGE

L'amphiréguline (AR) est un membre de la famille des facteurs de croissance épidermique

(EGF). Des études antérieures ont montré que I'expression de I’AR est augmentée dans
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I'épiderme psoriasique [150]. Suite a ces études, un modele murin transgénique K14-ARGE
(keratin 14- amphiregulin gene), dans lequel I’AR est surexprimée dans les couches basales
des kératinocytes, conduit au développement des Iésions avec un phénotype cutané proche
du psoriasis humain [151]. L’histologie de la peau des souris montre une acanthose, une
parakératose, une infiltration épidermique et dermique des lymphocytes T et des PNN, et une

vasodilatation dans le derme.

Modele K5-TGF-81

Ce modeéle est obtenu par une surexpression de TGF-B1 dans les kératinocytes des souris. Les
TGF-B constituent un autre groupe de facteur de croissance impliqué dans le développement
des lésions psoriasiques [144]. TGF-B1 induit une différenciation des lymphocytes T CD4* en
Th17 [152]. Les souris K5-TGF-B1 développent les caractéristiques d’une peau psoriasique,
tels que I'acanthose, I'hyperkératose, la formation des micro-abces de PNN et l'infiltration
des cellules immunitaires. L'inflammation chronique développée chez ces souris est due a
I'angiogenése et a la dilatation des vaisseaux sanguins, ce qui augmente le recrutement de

cellules pro-inflammatoires aux sites Iésionnels [144,147].

Modele K5-Tie2

Un autre modeéle intéressant de souris transgéniques K5-Tie2 a été développé, et est basé sur
la surexpression du récepteur aux angiopoiétines, Tie2, dans les kératinocytes. Ce récepteur
est normalement exprimé dans les cellules endothéliales et est faiblement exprimé dans les
kératinocytes [153]. Tie2 se lie aux angiopoiétines, et par conséquent sa surexpression induit
une augmentation de l'angiogenése dermique. De plus, cette surexpression de Tie2,
récepteur a activité tyrosine kinase, dans les kératinocytes permet le développement d’un
phénotype de psoriasis caractérisé histologiguement par une acanthose, une
hyperpapillomatose, une hyperkératose et une parakératose. En outre, un infiltrat

inflammatoire et des micro-abcés de PNN ont été observés [144,154].

La figure 24 montre les manifestations cliniques du psoriasis chez les souris transgéniques

déja présentées.
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Figure 24. Présentation phénotypique des modeéles de souris transgéniques de psoriasis. La peau de souris dans chacun de
ces modeéles refléte les aspects cliniques de la peau psoriasique humaine. Elles sont caractérisées par la formation des plaques

érythémateuses, épaisses et couvertes de squames. Adaptée de [147].

Modeéle induit par I'lMQ

L'IMQ, commercialisé sous le nom d’Aldara 5%, présente des effets antiviraux et anti-
tumoraux. Il est prescrit pour le traitement topique des verrues génitales causée par le
papillomavirus humain (HPV), et de certains cancers cutanés tels que la kératose actinique et
les petits carcinomes baso-cellulaires superficiels [30]. Certains patients atteints d’un
psoriasis stabilisé ont signalé une exacerbation des lésions psoriasiques pendant le traitement
par I'IMQ contre les cancers cutanées [155,156]. L'IMQ induit chez ces patients, non
seulement des lésions psoriasiques au niveau du site d’application, mais aussi au niveau des
zones saines éloignées de son site d’application [156]. En plus, de faibles quantités d’'IMQ ont
été détectées dans le sérum et dans 'urine des patients, ce qui suggere la présence d’une
absorption systémique de I'lMQ appliqué par voie cutanée [156].

La structure de I'IMQ est présentée dans la figure 25.

Figure 25. Structure de I'IlMQ. L’IMQ est une molécule lipophile de masse molaire 240,3 g/mol.
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L'IMQ est un agoniste des TLR7/8, exprimés par les macrophages et les pDC. Par conséquent,
il contribue a une forte activation du systeme immunitaire induisant une réponse de type Th1,
et la migration des cellules de Langerhans dans les organes lymphoides secondaires. Cette
activation immunitaire est associée a la production de cytokines pro-inflammatoires et de
chimiokines qui permettent le recrutement de cellules inflammatoires dans la peau. Ces effets
de I'IMQ ont permis de développer un modéle murin de psoriasis basé sur I"application
journaliere d'IMQ pendant 5 a 7 jours sur la peau rasée et dépilée de souris [30]. Les Iésions
cutanées induites par I'IMQ commencent a se développer a partir du 3™ jour. Ces lésions
présentent une apparence similaire au psoriasis humain. Elles sont caractérisées par des

plaques érythémateuses, épaisses et squameuses (Figure 26).

Figure 26. Modéle de psoriasis induit par 'IMQ. Présentation phénotypique de la peau du dos de souris Balb/c aprés 6 jours

de traitement par I'IlMQ (a droite) par rapport a la souris contréle traitée par vaseline (a gauche) [30].

Au niveau histologique, I'lMQ induit une hyperprolifération des kératinocytes associés a une
altération de leur différenciation (parakératose, absence de la couche granuleuse,
hyperkératose), une formation de micro-abces de PNN et une hypervascularisation. Un
infiltrat immunitaire dense, constitué par des lymphocytes T, des pDC, des PNN et des
macrophages, a été observé dans le derme murin. Il a été également montré que les
lymphocytes T jouent un réle fonctionnel dans ce modele. En effet, I'inflammation cutanée
induite par I'lMQ est atténuée chez des souris déficientes en lymphocytes T, obtenues par un
traitement avec un anticorps anti-CD3. La réponse a I’Aldara est induite principalement par
les lymphocytes T de type Th17 et T y& qui sont les principales source de I'lL-17 [30,146]. En

effet, I'IMQ induit une augmentation de I'expression des cytokines de I'axe 1L23/IL-17 dans
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les lésions cutanées mais d’une fagon transitoire malgré la continuité de I'aggravation clinique
de la maladie. Une expression maximale de I'lL-23 est obtenue apres 48h, suivie d’'une
induction de I'expression de I'lL-17A, de I'lL-17F, et de I'lL-22, présentant un pic maximal aprés
72h. L'expression de ces cytokines dans la peau diminue par la suite malgré la continuité du
traitement des souris par I'IMQ [30].

Cependant, il a été montré que I'Aldara a un effet direct sur les kératinocytes par un
mécanisme indépendant de TLR7 et de I'lMQ [157]. En effet, il a été observé que les souris
TLR7 KO présente une hyperprolifération des kératinocytes aboutissant a une acanthose, 24
heures aprés la premiére application de I’Aldara. De plus, il a été démontré que le véhicule de
I’Aldara en absence d’IMQ, notamment I'acide isostéarique qui est I'ingrédient le plus
abondant dans I’Aldara, induit la lyse des kératinocytes humains et favorise |'activation de
I'inflammasome (complexe protéique qui se forme suite a la reconnaissance des signaux
inflammatoires) dans les kératinocytes en culture, activant ainsi la cascade inflammatoire. En
effet, I'activation de I'inflammasome entraine la production de cytokines pro-inflammatoires
(pro-IL-1a et IL-1B) qui activent par la suite la prolifération des kératinocytes.

Donc, on peut conclure que I'Aldara active au moins deux voies immunitaires
indépendamment et que la présence simultanée d'IMQ et du véhicule de la creme
(notamment I'acide isostéarique) est nécessaire pour avoir une réponse inflammatoire

compléte [157].

Modele de xénogreffes

L'absence des caractéristiques morphologiques de la peau humaine constitue une limitation
des modeles murins de psoriasis. Au contraire, les modeles de xénogreffes présentent
I'avantage de la transplantation de la peau d’'un patient psoriasique chez des souris
immunodéprimées sans que la greffe soit rejetée. Il a été décrit trois modeles de xénogreffes,
mais la transplantation de la peau humaine non lésionnelle d’un patient psoriasique chez des
souris AGR129 (déficientes en lymphocytes B et T, et présentant des cellules NK inactives)
constitue le meilleur modeéle in vivo de psoriasis. Ce modele a montré la formation spontanée
de peaux lésionnelles au bout de quelgues semaines. Cette formation des plaques
psoriasiques est due principalement a I'activation et a la prolifération des lymphocytes T
humains. Il a été montré que ces lésions sont les plus proches de celles observées pour le

psoriasis humain, caractérisées par une acanthose, une absence de la couche granuleuse, une
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parakératose, une hyperpapillomatose, une hypervascularisation et par un infiltrat

immunitaire dense (Figure 27) [5,158].

Figure 27. Représentation histologique et phénotypique de la greffe d’une peau non Iésionnelle d’un patient psoriasique
chez des souris AGR129. Le jour de la greffe, la peau non Iésionnelle est comparable a la peau humaine normale au niveau
microscopique (a) et macroscopique (b). Aprés 6 a 8 semaines, la peau transplantée non lésionnelle est convertie
spontanément en une peau lésionnelle présentant les caractéristiques histopathologiques (c) et les signes cliniques (d)

typiques du psoriasis humain. Adaptée de [158].

Tous les modeles murins présentés dans cette partie ont permis de mieux comprendre la
physiopathologie du psoriasis, de développer et de valider de nouveaux traitements anti-
psoriasiques.

Ces dernieres années, une augmentation rapide du nombre de publications impliquant

['utilisation du modele de psoriasis induit par I'lMQ a été observée (Figure 28).
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Figure 28. Augmentation du nombre de publications utilisant le modéle murin de psoriasis induit par 'IMQ depuis sa

description initiale en 2009 jusqu’a 2016 [159].

La large utilisation de ce modele repose sur sa facilité d’utilisation. Contrairement aux
modéles de xénogreffes, ce modeéle n’est pas colteux, et ne nécessite pas une expertise
technique particuliere. De plus, la rapidité de ce modele dans le développement d’une
inflammation cutanée aigue en 2 a 4 jours, par rapport aux modeles de souris transgéniques
(6 a 12 mois), le rend tres approprié pour évaluer |'efficacité de nouvelles molécules anti-
psoriasiques. Un autre avantage de ce modele est la reproductibilité de la réponse
inflammatoire cutanée, limitant les variations au sein du méme groupe et entre les
expériences. Le modele d'IMQ, comme d'autres modeéles de souris du psoriasis, présente
également I'avantage de développer les principales caractéristiques du psoriasis humain,
telles que [I'hyperactivité du systeme immunitaire, I'hyperplasie vasculaire, et
I’"hyperprolifération kératinocytaire. Toutes ces caractéristiques du modele de psoriasis
induit par I'lMQ font que c’est celui que nous avons choisi pour tester I'efficacité anti-

inflammatoire du dendrimere ABP dans le traitement du psoriasis.

7. Stratégies de promotion de la pénétration cutanée

L’administration de substances actives par voie cutanée constitue une voie intéressante pour

cibler leur site d’action, la peau. Cependant, le stratum corneum (cf chapitre 1 partie 2)
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constitue la principale barriére cutanée qui s'oppose a la pénétration de substances actives,
réduisant donc la quantité de médicament qui péneétre dans la peau, et limite ainsi une
meilleure efficacité thérapeutique. Afin d’adopter une stratégie pour franchir cette barriere
cutanée, il convient d’abord d’identifier le site d’action cutané de la substance active.

En fonction de I'objectif thérapeutique recherché, il existe différents sites d’actions cutanés
aux niveaux desquels la substance active doit étre transportée pour pouvoir agir. En effet,
certaines formulations, telles que les écrans solaires, les désinfectants et les répulsifs contre
les insectes, sont utilisées pour protéger la surface de la peau et nécessitent donc une
efficacité uniquement dans le stratum corneum. D’autres formulations, telles que les soins
capillaires, les antiperspirants et les anti-acnéiques, agissent au niveau des annexes cutanées
pour induire leur effet thérapeutique. Il peut également étre recherché une activité
anesthésique locale, anti-inflammatoire et antihistaminique dans les tissus cutanés plus
profonds tels que I’épiderme viable et le derme. Enfin, la peau peut étre utilisée pour
I’'administration systémique de médicaments en utilisant le passage transdermique. Parmi
ces médicaments, on peut citer les patches de nicotine, indiqués dans le traitement de
I’addiction au tabac, et les patches contenant des dérivés oestrogéniques, indiqués dans le
traitement de la ménopause [160,161].

Dans notre étude, nous cherchons a mettre au point un systéme qui permette d’améliorer la
pénétration du dendrimere ABP dans les couches profondes de la peau en particulier dans
I'épiderme viable qui est le site principal de la physiopathologie du psoriasis, mais aussi dans
le derme ou on retrouve l'infiltration de cellules inflammatoires.

Plusieurs stratégies actives et passives permettent a la substance active de franchir la barriere
cutanée et d’atteindre par la suite les zones plus profondes de la peau. Avant d’aborder ces
stratégies, il est important de connaitre les voies de pénétration cutanée possibles et les
principales caractéristiques physico-chimiques permettant a 'actif de pénétrer a travers la

peau.

7.1. Voies de pénétration cutanée
Une substance active peut traverser le stratum corneum par diffusion passive selon trois voies
possibles : transannexielle (passage a travers les annexes cutanées), transcellulaire (passage

a travers les cornéocytes) et intercellulaire (passage a travers la matrice lipidique) (Figure 29).
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Figure 29. Diagramme représentatif des trois voies de pénétration possibles a travers le stratum corneum. Adaptée de

[162].

La voie transannexielle

La voie transannexielle correspond majoritairement a la voie transfolliculaire vu que les
canaux sudoripares sont obstrués la majorité du temps par le flux de la sueur, ce qui contrarie
la pénétration des substances actives. Ces annexes cutanées constituent des zones de
résistance moins importante que le stratum corneum, ce qui facilite la pénétration cutanée
des actifs jusqu’au derme réticulaire. Il a été montré que cette voie folliculaire pourrait étre
importante dans la phase initiale de la pénétration, surtout pour les grosses molécules
polaires et les ions qui ont du mal a traverser le stratum corneum intact [163]. La profondeur
de pénétration dans le follicule pileux est inversement liée a la taille des particules [164,165].
Cependant, il est généralement admis que ces annexes ne représentent que 0,1% de la
surface cutanée totale et que leur répartition est trés variable sur le corps [166]. Ces facteurs
rendent donc la contribution de la voie transannexielle a la pénétration cutanée de
médicaments trop minime. Par conséquent, la majorité des stratégies d’amélioration de la
pénétration cutanée consiste a augmenter le transport de I'actif a travers le stratum corneum

plutdt qu’a travers les annexes cutanées [167].
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La voie transcellulaire

Etant donné que les cornéocytes contiennent des filaments de kératine intracellulaire qui
sont relativement hydratés, et donc de nature polaire, la voie transcellulaire a longtemps été
considérée comme la voie de pénétration principale des molécules hydrophiles. Cependant,
les molécules traversant la couche cornée par la voie transcellulaire doivent non seulement
diffuser dans les cornéocytes mais aussi diffuser dans la matrice lipidique intercellulaire pour
passer d’'un cornéocyte a un autre. La pénétration par cette voie nécessite donc une série de
diffusion a travers de multiples domaines hydrophiles (environnement polaire intracellulaire)
et hydrophobes (domaines lipidiques intercellulaires), ce qui est défavorable pour la majorité

des médicaments [167,168].

La voie intercellulaire

Bien que la matrice intercellulaire n’occupe que 5% du volume du stratum corneum, plusieurs
études ont montré que la voie intercellulaire représente la voie majeure de pénétration
cutanée pour une grande variété de composés [169]. Cette voie de pénétration cutanée est
limitée principalement par la barriére lipidique, ce qui exige que les molécules aient une
certaine affinité pour les milieux lipophiles afin de pouvoir pénétrer. Il a été estimé que la
longueur du trajet de diffusion des molécules par la voie tortueuse du ciment lipidique peut
atteindre jusqu’a 500 um pour traverser une épaisseur de stratum corneum de 20 um [170].
Dans les domaines lipidiques intercellulaires, le transport peut avoir lieu, d’'une part a travers
les régions hydrophiles (au niveau des tétes polaires) des bicouches lipidiques pour les
molécules polaires, et d‘autre part a travers les régions hydrophobes de ces mémes bicouches
lipidiques pour les molécules moins polaires. La matrice lipidique favorisera

préférentiellement la pénétration de molécules lipophiles et amphiphiles.

En résumé, les trois voies peuvent contribuer simultanément, d’'une fagon mineure ou
majeure, a la pénétration cutanée des substances actives. Il est évident que la contribution
relative de chacune de ces voies est liée principalement aux propriétés physico-chimiques de

la substance active.
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7.2. Caractéristiques physico-chimiques de la substance active

Afin qu’un actif puisse pénétrer dans la peau, il doit avoir la capacité de pénétrer, d’'une
maniére successive, dans les couches hydrophobes et hydrophiles de la peau. Cette
perméation cutanée (diffusion d’une couche a la suivante) dépend de plusieurs facteurs,

notamment des propriétés physico-chimiques de I'actif.

Le coefficient de partage

Afin de pénétrer dans les différentes couches de la peau, I'actif doit avoir un coefficient de
partage octanol/eau (log P) compris entre 1 et 3 [167]. Les molécules ayant des coefficients
de partage intermédiaires présentent ainsi une solubilité adéquate dans les domaines
lipidiques afin de diffuser a travers le stratum corneum (milieu hydrophobe) tout en gardant
une solubilité suffisante dans les domaines aqueux pour diffuser dans I'épiderme viable
(milieu hydrophile). Les molécules trés lipophiles auront, quant a elles, une affinité élevée
pour le stratum corneum mais seront incapables de diffuser dans I’épiderme viable, alors que
les molécules trés hydrophiles seront peu susceptibles de diffuser de leur véhicule vers le

stratum corneum [167].

La taille moléculaire

La masse moléculaire d’une substance chimique est un bon indicateur de sa taille. Cette
derniére est inversement liée au coefficient de diffusion, et donc plus la molécule pénétrante
est petite plus sa diffusion est facilitée. Une faible masse molaire, généralement < 500 g/mol,

a été définie comme une caractéristique favorable au passage cutané [171].

Le degré d'ionisation

Le degré d'ionisation des molécules, qui dépend de leur pKa et du pH du milieu, peut
également affecter la perméation cutanée. Il a été montré que les especes non ionisées d'une
molécule acide ou basique sont plus perméables a travers les barriéres biologiques que les
espéeces ionisées, car ces dernieres présentent un log P plus faible. Cependant, I'ion peut au
contraire augmenter la solubilité dans les tissus hydrophiles, devenant un atout. Par
conséquent, le choix du pH dans la formulation joue un réle important dans I’'amélioration de

la pénétration cutanée [172].
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Lorsqu'un actif posséde toutes ces caractéristiques physico-chimiques, une application par
voie cutanée et percutanée (tels que la nicotine et la nitroglycérine) est donc possible.
Cependant, lorsqu'un actif ne répond pas a tous ces critéres, son efficacité par voie cutanée
est donc limitée par la faible quantité pénétrante dans la peau, ce qui nécessite donc

d’améliorer sa pénétration cutanée.

Dans notre cas, le dendrimere ABP (I’actif) (cf Figure 16) est trés soluble dans I'eau malgré
I’nydrophobie de son cceur (solubilité > 1g/mL), il présente une masse molaire élevée de 5820
g/mol et posséde en surface 12 groupements anioniques de biphosphonate de sodium. Ces
criteres limitent forcément une bonne pénétration cutanée du dendrimere ABP, d’ou la
nécessité d’adopter une stratégie afin d’améliorer sa pénétration cutanée vers les couches

profondes de la peau.

Un certain nombre d'approches différentes et innovantes ont été explorées et développées
pour améliorer le transport de la substance active dans la peau. En cohérence avec |'objectif
de notre étude, seuls les systemes les plus pertinents qui pourraient étre capables d’améliorer

la pénétration de I’ABP vers I'épiderme viable et le derme seront développés.

7.3. Stratégie d’administration cutanée de principes actifs

Comme déja présenté, la fonction barriere de la peau, assurée en grande partie par le stratum
corneum, limite la pénétration de la plupart de substances actives administrées par voie
cutanée. Les technologies utilisées pour contourner ce probléme sont divisées en deux

grandes familles : les méthodes actives et les méthodes passives.

7.3.1. Les stratégies de promotion active

Les stratégies de promotion active sont basées sur des méthodes physiques qui visent a
traverser ou supprimer le stratum corneum au niveau de la zone de traitement, afin
d’atteindre directement les couches profondes.

Une partie de ces méthodes consiste a améliorer le transport cutané par la perforation de la

couche cornée/ I'épiderme. Celles-ci incluent I'utilisation des ultrasons a basse fréquence
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(sonophorese) qui améliorent la perméabilité de la peau a divers actifs par I'augmentation de
la fluidité des lipides intercellulaires [173], I'utilisation d’'un courant électrique de faible
amplitude qui permet la migration des molécules chargées dans la peau par répulsion
électrostatique entrainant ainsi leur transport transdermique (iontophorese) [174], ou bien
I’application d'impulsions électriques a haute tension pour une courte durée de quelques
microsecondes a millisecondes (électroporation) [175], afin de créer des pores aqueux
transitoires dans les bicouches lipidiques. L’électroporation favorise ainsi le transport
transdermique de médicaments de masses molaires variables allant de ceux de petites
masses molaires, tels que le fentanyl et le timolol [176,177], aux macromolécules, telles que
I'héparine et le FITC-dextran (masses molaires allant jusqu'a 40 kg/mol) [178,179]. Egalement,
des dispositifs a haute pression, utilisant un gaz comprimé comme source d’énergie, tels que
les injecteurs de liquide et de poudre, sont utilisés pour propulser respectivement des
gouttelettes (par exemple une solution d’insuline) et des particules solides (par exemple un
vaccin a ADN), avec des vitesses comprises entre 100 et 200 m/s (meétres/seconde). Soumises
a cette haute pression, ces gouttelettes et poudres percent la barriére cutanée ce qui permet
leur pénétration dans les couches profondes de la peau [180-182]. Enfin, des microaiguilles
cutanées, constituées par des aiguilles courtes et fines, sont aussi développées pour
I’administration percutanée de médicaments par la formation des micro-canaux dans le
stratum corneum [183].

D’autres méthodes physiques consistent a franchir la barriére cutanée par la suppression de
la couche cornée. En effet, des sources thermiques puissantes, appliquées d’une maniere
localisée a la surface de la peau, sont utilisées pour induire I'ablation sélective du stratum
corneum, de facon a ce que les tissus viables plus profonds restent structurellement intact
[184,185]. Une autre technique mécanique, la microdermabrasion, permet d’éliminer le
stratum corneum par la projection de cristaux abrasifs d’oxyde d’aluminium (les plus
couramment utilisés) contre la peau pour I'exfolier. Ces cristaux permettent une
augmentation de la pénétration d’actifs a travers la couche cornée [186]. Enfin, une technique
trés simple, telle que le “Tape stripping”, consiste a éliminer les couches du stratum corneum
par I'application répétitives de bandes adhésives sur la surface de la peau (une couche de

cornéocytes est éliminée par une bande adhésive) [187].
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Malgré leur grande efficacité pour améliorer le transport cutané et ainsi atteindre des niveaux
thérapeutiques suffisants dans la circulation systémique, la majorité de ces méthodes
physiques sont codteuses, invasives, et impliquent dans la plupart des cas |'utilisation de
dispositifs complexes qui nécessitent une formation des patients a leur emploi. Par
conséquent, leur utilisation est envisagée dans des cas restreints ou les médicaments
nécessitent une forte pénétration transdermique, comme dans le cas de l'insuline, de
I’'héparine, de vaccins (contre des maladies comme la rougeole, le choléra, I'hépatite B, la
grippe et la poliomyélite), ou d’hormones de croissance [178,180,188]. De plus, ces
techniques physiques ne sont pas adaptées a une utilisation a long terme dans le psoriasis en

raison de leur effet invasif.

L'amélioration de I'administration cutanée des médicaments d’'une maniere simple, et non

invasive peut étre obtenue par des stratégies de promotion passive.

7.3.2. Les promoteurs chimiques de pénétration

L'utilisation de promoteurs chimiques de pénétration (CPE) est I'une des approches passives
les plus largement utilisées pour faciliter la pénétration cutanée de médicaments [189]. Les
CPE sont faciles a utiliser par simple ajout a la formulation. Il existe une grande variété de
mécanismes par lesquels ces promoteurs peuvent améliorer la pénétration cutanée de
substances actives. Une des possibilités, est la fluidification de bicouches lipidiques de la
couche cornée en interagissant avec les tétes polaires des lipides (promoteurs polaires) ou en
s’intercalant entre les chaines lipidiques (promoteurs hydrophobes). Dans les deux cas, ces
promoteurs perturbent les propriétés barrieres du stratum corneum en altérant

I’organisation des lamelles lipidiques intercellulaires (Figure 30) [161].
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Figure 30. Mode d’action des CPE sur la matrice lipidique intercellulaire de la couche cornée. Adaptée de [161].

En plus de leur effet sur les lipides intercellulaires de la couche cornée, des produits
chimiques, tels que le DMSO (diméthylsulfoxide), et le diméthylformamide (DMF)
interagissent avec les macrofibrilles de kératine intracellulaire, et altérent ainsi leur
conformation [190]. Cependant, il a été montré que le DMF induit des dommages cutanés
irréversibles [191]. Cette altération des macrofibrilles de kératine induit ainsi une
augmentation de la perméabilité de substances actives par la voie intracellulaire. Cependant,
de nombreuses études suggérent que les lamelles lipidiques de la couche cornée sont le site
d’action principal des CPE plutét que la matrice de kératine intracornéocytaire [167].
L'augmentation de la solubilité de la substance active, et ainsi |I'amélioration de son
coefficient de partage (stratum corneum/véhicule), est une autre possibilité du mécanisme
d’action des CPE [192]. Ces derniers peuvent induire également une extraction des lipides
intercellulaires, et une hydratation de la couche cornée qui contribuent par la suite a
I'augmentation de la perméabilité de la couche cornée aux substances actives [193].

Il existe plusieurs types de CPE qui sont divisés en plusieurs groupes en fonction de leur
structure chimique [189]. Parmi les promoteurs chimiques les plus utilisés, on distingue : les
alcools (tels que [I'éthanol et le propylene glycol), les sulfoxides, |'azone (1-
dodécylazacycloheptan-2-one, premiére molécule congue pour servir comme CPE), les huiles
essentielles (notamment I’huile essentielle d’eucalyptus) [194], les terpénes, les acides gras
(surtout les acides a chaines aliphatiques saturées de 10 a 12 atomes de carbone), les
tensioactifs  (cationiques, anioniques et non-ioniques), les phospholipides

(phosphatidylcholine) et I'urée [189,191].
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Cependant, l'inconvénient majeur de l'utilisation de CPE est l'irritation cutanée [189,195].
Cette irritation provient de I'interaction de ces promoteurs avec la couche cornée perturbant
les structures lipidiques organisées, les membranes et les protéines cellulaires de la couche
cornée. L'irritation causée par cette interaction se traduit par une inflammation locale (un
érytheme et un cedeme). De plus, les promoteurs de perméation les plus puissants peuvent
ne pas limiter leur action a la couche cornée superficielle et diffuser ensuite dans I'épiderme
viable ol se trouvent les kératinocytes, et provoquer ainsi une cytotoxicité [196]. En résumé,

il semble étre difficile de trouver une balance entre la sécurité et I'efficacité optimale des CPE.

C’est pourquoi la vectorisation de principes actifs, constitue une alternative pertinente pour
contourner ces problemes. Plusieurs voies d'administration de médicaments, telles que les
voies orale, parentérale et nasale, ont adopté cette stratégie notamment pour améliorer le
transport de médicaments sur leur site d’action, démontrant ainsi I'intérét grandissant de
I'industrie pharmaceutique pour la vectorisation. Aujourd’hui, ['utilisation de ces
nanovecteurs comme systémes de vectorisation s’oriente de plus en plus vers des
applications topiques. En effet, les nanovecteurs utilisés pour I'administration passive de
médicaments, pour un transport cutané ou transcutané, offrent plusieurs avantages par
rapport aux techniques de promotion passive conventionnelles : une augmentation de la
solubilité et de la stabilité de I'actif, une administration de la substance active au niveau de
sa cible thérapeutique, une libération contrélée du principe actif, une irritation cutanée
réduite, et une meilleure perméation cutanée de la substance active [197]. Les systemes de
vectorisation les plus pertinents pour une application par voie cutanée seront présentés dans
la partie suivante. Concernant le mode d’action par lequel les nanovecteurs améliorent la
pénétration cutanée, ce sujet reste un objet de controverses dépendant des propriétés

physicochimiques de chaque vecteur.

7.3.3. Vectorisation des principes actifs pour une application cutanée

Les nanovecteurs sont des systemes colloidaux dont la taille est généralement inférieure a
500 nm [198]. Ces nanovecteurs different par leur structure et leur composition, et peuvent
étre classés en deux grandes familles : les systémes matriciels et les systémes coeur-couronne

[199].
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La description de ces différents systemes va permettre d’orienter notre choix, a savoir le
vecteur le plus simple a mettre en ceuvre, le moins irritant et possédant les propriétés
adéquates pour I'amélioration de la pénétration du dendrimére ABP dans les couches

profondes de la peau.

7.3.3.1. Systémes matriciels
Les systémes matriciels sont des réseaux tridimensionnels formés par des lipides, des
tensioactifs, des polymeres, ou des dendriméres (cf chapitre 1 partie 5.1) dans lesquels le

principe actif est piégé [199].

Microémulsions

Les émulsions sont des systemes hétérogenes composées de deux liquides non miscibles,
I'eau et I'huile, dont I'un est la phase dispersée représentée par de fines gouttelettes et I'autre
est la phase continue, mélangés entre eux et stabilisés grace a des tensioactifs, souvent en
combinaison avec des co-tensioactifs. Les émulsions sont généralement classées en: émulsion
eau dans I'huile (E/H) ol la phase continue est lipophile et la phase dispersée est hydrophile,
et inversement pour I’émulsion huile dans I'eau (H/E) [200].

En fonction de la composition de I'émulsion (sélection de I'huile, du tensioactif et du co-
tensioactif) et du procédé de fabrication, la taille des gouttelettes peut varier et donner lieu
a différents types d’émulsion : les émulsions classiques (ou macroémulsion) de couleur
blanchatre (taille de gouttelettes de 1 a 10 um), les microémulsions et les nanoémulsions
translucides (taille de gouttelettes inférieure a 100 ou 200 nm), et les émulsions multiples

(E/H/E ou H/E/H) [200] (Figure 31).

Phase aqueuse
. e Q , e o — ase huileuse
® O I =
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E/ H/E H/E/H

Figure 31. Schéma représentatif de différents types d’émulsions. Issu de [199].
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Les microémulsions, qui correspondent a une organisation spontanée des composants
chimiques qui les constituent, sont thermodynamiquement stables, contrairement aux
émulsions classiques dont les gouttelettes sont de taille micrométriques (métastables). De
plus, les microémulsions sont faciles a préparer car elles se forment spontanément et sont

peu colteuses.

Plusieurs études ont montré l'intérét des microémulsions dans |'amélioration de la
pénétration cutanée de molécules hydrophiles (émulsion E/H) et lipophiles (émulsion H/E)
[201]. Un des mécanismes par lesquels les microémulsions permettent de promouvoir la
pénétration cutanée, est la fluidification de la bicouche lipidique du stratum corneum en
perturbant l'organisation des lipides intercellulaires. Cela est di aux promoteurs de
pénétration, tels que les tensioactifs et les lipides, qui sont utilisés dans la formulation. Ces
systémes peuvent également favoriser |'absorption cutanée en augmentant la capacité de

solubilisation de principes actifs [202].

Par exemple, les microémulsions ont permis d’améliorer I'administration cutanée et
percutanée de médicaments de diverses catégories, tels quele 5-fluorouracile (anti-
néoplasique), le chlorhydrate de tétracaine (anesthésique local), la minoxidil (indiquée dans
le traitement de |‘alopécie), le diclofénac (AINS), ou de la dexaméthasone (anti-inflammatoire

stéroidien) [202—-206].

Cependant, les grandes quantités de tensioactifs et de lipides présentes dans les

microémulsions peuvent entrainer des effets toxiques, ce qui freine leur utilisation [207].

Nanosphéres

Les nanospheéres sont des particules colloidales solides, de diametre compris entre 100 et 200
nm, composés de polymeres [199]. Ces nanosphéres piégent la substance active dans leur
matrice polymere, mais il est également possible que la substance active soit adsorbée a la
surface de la matrice [208]. Les polymeres utilisés pour la formation des nanosphéres sont
souvent biocompatibles, et peuvent étre classés selon leur origine : en polymeéres naturels
(ou biopolymeéres), comme le chitosane, I'albumine, I'alginate et la gélatine, en polymeéres
synthétiques non-dégradables, comme les polyacrylates, ou en polyméres synthétiques

biodégradables, tels que les polyméres dérivés de la tyrosine, les acide polylactiques, les
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acides polyglycoliques, les copolyméres d'acide poly(lactique-co-glycolique) et les poly(e-
caprolactones) [209,210].

Des nanospheres composées de polyméeres amphiphiles dérivés de la tyrosine, nommés
Tyrosphéeres, ont montré leur efficacité pour I'administration cutanée de médicaments
hydrophobes en améliorant leur solubilité et ainsi leur pénétration cutanée. Parmi ces
médicaments, on distingue le paclitaxel, le cholécalciférol et la ciclosporine indiqués dans le

traitement du psoriasis et I'adapaléne indiqué dans le traitement de I'acné [211-214].

Les études ont montré que ces nanospheres rigides ne pénétrent pas au-dela du stratum
corneum superficiel, et présentent une certaine affinité pour les follicules pileux par lesquels
ils peuvent pénétrer. Les nanoparticules polyméres peuvent donc s’avérer utiles en tant que
réservoir de substances actives a la surface de la peau contrélant leur libération dans les

couches profondes de la peau [215,216].

Il est important de rappeler que I'une des conditions nécessaires a la mise sur le marché d’un
produit pharmaceutique est |'existence d'une méthode de production appropriée et finement
controlée a large échelle. Ainsi I'absence de méthode simple et rentable pour la production
de nanosphéres a large échelle entrave leur développement industriel. De plus, certains
polyméres, notamment les polyesters, peuvent étre phagocytés par les macrophages et ainsi
leurs produits de dégradation peuvent entrainer des effets cytotoxiques [217]. Les polyméres
naturels, quant a eux, sont moins toxiques mais la variabilité d'un lot a I'autre empéche

I'obtention de produits de caractéristiques constantes [210].

Des nanoparticules de polyélectrolytes, qui se situent a l'interface entre les nanosphéres et
les nanocapsules, sont également utilisées pour I'administration cutanée de substances
médicamenteuses, notamment d’acides nucléiques afin de les protéger contre la dégradation
par des nucléases et d’améliorer leur internalisation cellulaire qui est limitée a cause de leur
caractere ionique [218]. Le chitosane est I'un des polycations les plus étudiés pour la
vectorisation de matériel génétique thérapeutique, tels que ASO (oligonucléotide anti-sens)
et siRNA (small interfering RNA), di0 a ses propriétésde biocompatibilité et de
biodégradabilité. Les nanoparticules de chitosane peuvent étre obtenues soit par interactions
électrostatiques entre le chitosane et l'acide nucléique, chargé négativement, soit par
gélation ionique du chitosane avec un autre polyélectrolyte chargé négativement (alginate,
tripolyphosphate, acide hyaluronique) puis adsorption de I'acide nucléique a la surface de ces
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nanoparticules [219]. Par exemple, des nanoparticules de chitosane-alginate chargées d’ASO,
qui sont destinés a inhiber I'expression de smad3 (protéine impliquée dans la voie de
signalisation de TGF-f1), ont montré leur efficacité pour accélérer la cicatrisation de plaies.
Cela peut s’expliquer, d’une part, par I'amélioration de la stabilité des ASO via le complexe de
polyélectrolytes, et d’autre part, par les propriétés cicatrisantes du chitosane et de I'alginate
de sodium [220]. Cette complexation polyélectrolytique semble en principe étre simple a
réaliser, cependant, elle dépend de plusieurs variables, telles que le rapport des
polyélectrolytes utilisés, le pH et la température du milieu de dissolution [221]. Ces facteurs

permettent donc de limiter I’obtention des nanoparticules de tailles reproductibles.

Nanoparticules lipidigues solides (SLN)

Les SLN sont des particules de lipides solides dispersés dans un milieux liquide et stabilisées
par des tensioactifs [222] et dont la taille varie entre 40 et 1000 nm [197]. Les SLN présentent
de nombreux avantages tels que la biocompatibilité, la protection de médicaments dans leur
matrice solide contre la dégradation chimique (tels que la coenzyme Q10, vitamine E
Lipopearls® et le rétinol), et le contréle de la libération de médicaments [222,223].
Contrairement aux nanospheéres, les SLN présentent I'avantage de pouvoir étre produites
d’une facon simple a grande échelle [224].

En raison des propriétés d’adhésivité des petites particules, les SLN forment un film
hydrophobe qui a un effet occlusif a la surface de la peau [222,223]. Cet effet occlusif va
limiter la perte en eau et va favoriser ainsi I’hydratation de la peau. Cette hydratation entraine
par la suite un élargissement des espaces intercornéocytaires et augmente ainsi la mobilité
des chaines lipidiques intercellulaires ce qui peut potentialiser la pénétration de substances
actives dans les couches cutanées supérieures [225]. De plus, les lipides des SLN peuvent
éventuellement fusionner avec les lipides cutanés, augmentant ainsi la pénétration de
substances actives dans la peau [226]. Jensen et al. ont démontré que la solubilité de I'actif
dans les lipides utilisés dans les SLN et la taille des nanoparticules ainsi obtenues peuvent
également affecter le profil de pénétration de I'actif dans la peau. Afin d’élucider ceci, le profil
de pénétration du valérate de bétaméthasone (un corticoide) dans différents SLN qui
différent par leur composition en lipides (distéarate de glycérol, tripalmitate de glycérol et le

palmitate de cétyle) a été évalué. Les SLN composées de distéarate de glycérol, ont permis
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d’observer des quantités plus élevées du valérate de bétaméthasone dans la peau, en
particulier dans le stratum corneum, par rapport a celles composées des deux autres lipides.
Cela est probablement d{ a la meilleure solubilité de I'actif dans le distéarate de glycérol et a
la taille plus petite de ces SLN par rapport a celles composées de tripalmitate de glycérol ou
de palmitate de cétyle [227].

Jensen et al. ont également comparé la pénétration cutanée de I'actif encapsulé dans les SLN
a une formulation dans une pommade conventionnelle (paraffine) qui, comme les SLN,
convient a lI'administration de substances médicamenteuses lipophiles dans la peau et
possede des propriétés occlusives. Cette étude a montré que la perméation de la substance
médicamenteuse a travers la peau est réduite lorsqu’elle est formulée dans les SLN par
rapport a la pommade, mais une plus grande quantité de cette substance est retenue dans la
couche cornée, durant I'application des SLN, au cours du temps [227]. Ceci montre que les
SLN, comme les nanoparticules polymeéres solides, restent a la surface de la peau et dans la
couche cornée et créent un réservoir de médicaments qui prolonge leur diffusion cutanée
[227].

Cependant, leur capacité de charge en molécules actives est limitée et I'expulsion de
substances actives incorporées dans ces nanoparticules solides n’est pas toujours controlée
pendant la période de stockage. Cela est d{ a la cristallisation des lipides qui peut engendrer
une ségrégation substance active/lipides et donc les lipides perdent leur pouvoir solubilisant
de substances hydrophobes. Ces facteurs limitent ainsi I'application des SLN dans la
vectorisation de principes actifs [225], ce qui a conduit au développement de nanoparticules

lipidiques nanostructurées (NLC).

Les nanoparticules lipidiques nanostructurées (NLC)

Les NLC sont une deuxieme génération de nanoparticules lipidiques. Leur matrice lipidique
est formée par un mélange de lipides structurellement tres différents, c'est-a-dire de lipides
solides avec des acides gras a chaine longue et de lipides liquides (huiles) avec des acides gras
a chaines courtes [226]. Ces nanoparticules lipidiques présentent divers avantages similaires
a ceux des SLN, tels que l'utilisation de lipides biocompatibles, la production a grande échelle,
et la protection de substances médicamenteuses contre la dégradation [228]. Contrairement
aux SLN composées uniquement de lipides solides, I'introduction de lipides liquides dans la

matrice lipidique entraine une réduction de I'ordre des lipides au sein de la matrice, et ainsi
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conduit a un pouvoir solubilisant de substances hydrophobes plus important que la phase
lipidique solide (Figure 32) [229]. Ceci permet donc d’obtenir des taux d’encapsulation plus

élevés avec les NLC et une meilleure stabilité dans le temps.

Expulsion

NLC

Figure 32. Représentation schématique montrant la différence entre la structure cristalline ordonnée de SLN et la matrice

lipidique moins ordonnée de NLC. Adapté de [226].

Les NLC ont montré leur efficacité dans I'administration cutanée de divers médicaments dans
I’épiderme viable et le derme. En effet, Viegas et al. ont récemment montré le potentiel de
NLC a I'administration combinée de siRNA dirigés contre le TNF et du tacrolimus (anti-
psoriasique) dans les différentes couches de la peau. L'effet anti-psoriasique de cette
combinaison co-délivré a I'aide du NLC a été validé in vivo [230].

Malgré leur efficacité, 'encapsulation d’actifs hydrophiles dans les NLC reste limitée.

7.3.3.2. Systémes coeur-couronne

Les systemes de type cceur-couronne sont des particules colloidales composées d’un coeur
hydrophile ou hydrophobe délimité par une enveloppe. Cette enveloppe est formée de
polymeres, de lipides ou de tensioactifs. Selon les molécules qui composent I'enveloppe, ainsi
leur organisation en monocouche ou en bicouches, les systemes de type coeur-couronne
peuvent étre classés en catégories différentes : les nanocapsules et les polymersomes, les
liposomes, les transfersomes, les éthosomes, les niosomes et les vésicules catanioniques. La
plupart de ces systémes permettent d’encapsuler a la fois des molécules hydrophiles et
hydrophobes. La composition de leur enveloppe influence leur propriétés physicochimiques,
tels que la taille, la charge, la capacité d’encapsulation, et ainsi leur efficacité a améliorer le

transport cutané de principes actifs [231].
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Nanocapsules et Polymersomes

Les nanocapsules et les polymersomes sont des systéemes cceur-couronne dans lesquels le
principe actif est confiné dans un cceur liquide entouré d’une mince paroi de polymeére. Ces
deux systémes different par I’hydrophilie de leurs cavités et par la structure membranaire

polymeére [232] (Figure 33).
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Figure 33. Représentation de la structure d’une nanocapsule et d’'un polymersome.

Dans le cas des nanocapsules, la membrane est formée d’une seule couche de polymere,
entourant un ceceur liquide, huileux dans la majorité des cas. Le polymere utilisé pour la
formation de nanocapsules est un homopolymeére ou un copolymére a blocs [232].

L'utilisation de nanocapsules a été essentiellement centrée sur la formulation de soins
cosmétiques, de désinfectants ou d’écrans solaires, qui doivent rester au niveau de la couche
cornée pour étre efficaces [233]. L'une des premiéres applications des nanocapsules a été
I’encapsulation de la vitamine A, pour un usage antirides [234]. Alvarez-Roman et al. ont
également montré leur efficacité dans I'amélioration de la rétention dans la couche cornée
de I’écran solaire lipophile, le dioctylmethoxycinamate (OMC), ce qui était recherché [235].
En effet, il a été montré que les nanocapsules restent préférentiellement a la surface de la
peau et forment un film fin sur la peau, en conservant leurs structures particulaires dans les
premieres couches du stratum corneum [236], ce qui prolonge la diffusion du principe actif.
Les nanocapsules ont permis donc de limiter la pénétration de I’écran solaire dans les couches

profondes de la peau et ont augmenté son efficacité dans la couche cornée.

Dans le cas des polymersomes, |a cavité interne est aqueuse et la membrane est une bicouche

de copolymeéres a blocs amphiphiles. Contrairement aux nanocapsules, les polymersomes
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permettent a la fois I’'encapsulation des médicaments hydrophiles, dans leur cavité aqueuse,
et des médicaments hydrophobes, dans leur membrane [237]. Il a été décrit que les
polymersomes sont stables, ce qui permet d’obtenir une cinétique de libération de principes
actifs controlée au cours du temps [237,238].

L'encapsulation de la finastéride (log P= 3,03), un inhibiteur de la 5-a-
réductase (principalement située dans le follicule pileux), dans la bicouche hydrophobe des
polymersomes couverts par du chitosane chargé positivement, a permis d’augmenter sa
rétention dans I'épiderme et dans le derme et de contrdler sa libération dans la peau. Il a été
observé que l'ajout du chitosane a contribué a augmenter I'accumulation du finastéride dans
I'épiderme. Cette augmentation de la rétention cutanée est due a une forte interaction des
polymersomes avec les composants de la peau, probablement en raison de la charge de
surface positive des polymersomes qui interagissent avec les lipides cutanés chargés
négativement, altérant ainsi leur structure [239]. Les polymersomes non-enrobés, quant a
eux, ne peuvent pénétrer que dans les couches superficielles du stratum corneum intact ce
qui dirigent probablement le systéme vers un transport folliculaire [239,240].

Malgré leur efficacité dans le domaine de la vectorisation, la principale limite des
nanocapsules et des polymersomes, comme pour les nanosphéres, réside dans leur méthode
de préparation, pouvant étre difficile a produire a I’échelle industrielle. En effet, la technique
permettant d’obtenir les polymersomes est basée sur la dissolution de co-polyméres dans un
solvant organique volatile qui est évaporé pour obtenir un film de polymére. Ce film est
ensuite réhydraté avec une phase aqueuse puis redispersé par agitation, sonication ou
extrusion afin d’obtenir les polymersomes [199]. Les résidus de solvants organiques sont
difficiles a éliminer en totalité, et peuvent étre irritants pour la peau. lIs posent également un

probléeme environnemental lorsqu’ils sont utilisés industriellement.

Liposomes

Les liposomes sont parmi les systemes d'administration cutanée de médicaments les plus
étudiés et les plus développés. Ce sont des vésicules lipidiques principalement composées
d'une ou de plusieurs bicouches de phospholipides (Figure 34), renfermant un cosur agueux.
Comme les polymersomes, les liposomes sont utilisés pour le transport de molécules
hydrophiles et hydrophobes [197]. Ils sont généralement classés en fonction de leur taille et

du nombre de bicouches lipidiques, de la fagcon suivante : les vésicules multilamellaires (MLV),
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de taille supérieure a 500 nm, les petites vésicules unilamellaires (SUV), de taille comprise
entre 20 nm et 100 nm, les grandes vésicules unilamellaires (LUV) dont la taille est de 100 a
500 nm, et les vésicules unilamellaires géantes (GUV) de taille supérieure a 1 um [241].

Le premier produit topique liposomal mis sur le marché est un gel de liposome de I’éconazole
(Pevaryl®) indiqué dans le traitement de candidoses cutanées [242]. Puis, I'encapsulation
dans les liposomes de divers médicaments, tels que le triamcinolone (un corticoide), le
fluconazole (antifongique), et la trétinoine (anti-psoriasique), a montré une meilleure
rétention cutanée de ces médicaments par rapport a leur utilisation sous forme non
encapsulée [243-245].

Concernant le mode d’action par lequel les liposomes améliorent la pénétration cutanée, il
est devenu évident que les liposomes ne pénétrent pas profondément dans les couches
cutanées mais restent dans les couches superficielles du stratum corneum ou la rupture des
vésicules peut se produire en raison de leur manque de déformabilité [197,245].

Malgré leur grand intérét, I'instabilité physique des liposomes limite leur utilisation dans le
domaine de la vectorisation. En effet, I'instabilité physique, qui est due a une agrégation de
plusieurs liposomes, conduit a la formation d’objets de grande taille, inutilisables en
vectorisation. De plus, cette instabilité peut conduire a la libération des substances actives
des liposomes avant d’atteindre leur cible. Concernant la méthode de préparation des
liposomes, elle nécessite I'utilisation de solvants organiques, dont I’élimination n’est pas
compléte et peut engendrer des effets toxiques.

La rigidité des membranes des liposomes a amené les chercheurs a développer des liposomes

plus flexibles : les transfersomes et les éthosomes (Figure 34).
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Figure 34. Schéma représentatif de la structure d’un liposome, d’un transfersome et d’un éthosome [224].

Transfersomes

Des recherches approfondies ont conduit au développement d'une nouvelle classe de
liposomes hautement déformables, appelé transfersome [246]. Les propriétés élastiques de
la bicouche des transfersomes sont obtenues par I'ajout d’'un adjuvant (10 a 25 %), nommé
“edge activator” (EA), qui s’insere entre les phospholipides de la bicouche [247]. Les EA sont,
la plupart du temps, des tensioactifs, tels que le cholate de sodium, le désoxycholate de
sodium, certains ester de sorbitane et polysorbates, qui altérent I'organisation des bicouches
lipidiques des vésicules et augmentent ainsi leur déformabilité [248].

Les transfersomes ont montré leur efficacité dans I'administration cutanée et percutanée de
nombreux médicaments, notamment la ciclosporine, le méthotrexate et I'insuline [249-252].
Grace a la flexibilité de leur membrane, les transfersomes peuvent se déformer et traverser
facilement les espaces intercellulaires du stratum corneum. Toutefois, la diffusion passive de
transfersomes est forcée par le gradient osmotique a travers la peau, qui est d a la différence
de teneur en eau entre le stratum corneum (15%) et les couches inférieures de |'épiderme
(70%), ce qui nécessite donc des conditions d’application non-occlusives [246,253].

Bien qu’ils améliorent le transport dermique et transdermique de molécules actives, les
techniques de préparation des transfersomes requierent, encore une fois, |'utilisation d’une
guantité importante de solvants organiques, et sont peu adaptées a une transposition a

I’échelle industrielle.
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Ethosomes

Les éthosomes ont été décrits pour la premiere fois par Touitou et al. il y a une vingtaine
d’années. Ce sont des vésicules lipidiques composées de phospholipides et d'une grande
guantité d'éthanol (20-45%) [254]. Il a été démontré que les éthosomes présentent une taille
relativement plus petite et une efficacité d’encapsulation plus élevée que les liposomes [255].
Contrairement aux transfersomes, les éthosomes sont efficaces a la fois dans des conditions
d’application occlusives et non-occlusives [248].

Des études ont montré leur efficacité dans I'amélioration de la pénétration de médicaments
hydrophobes et hydrophiles (tels que I'indométacine et le méthotrexate) dans les couches
profondes de la peau [256,257].

Bien que le mécanisme de pénétration exacte des éthosomes ne soit pas compléetement
connu, il est fort probable qu'une synergie de mécanismes contribue a leur efficacité. D’'une
part, I'éthanol, un promoteur de pénétration, s’intercale au niveau des tétes polaires des
lipides intercellulaires du stratum corneum et augmente ainsi leur fluidité (cf chapitre 1 partie
7.3.2). D’autre part, I’éthanol interagit également avec les phospholipides des éthosomes en
augmentant par la suite la fluidité et I’élasticité de leur bicouche lipidique. Ces effets de
I’éthanol sur les lipides du stratum corneum et sur la fluidité de la bicouche lipidique des
éthosomes, facilitent le passage des éthosomes dans les voies intercellulaires altérées du
stratum corneum vers les couches profondes de la peau [255].

Cependant, des applications répétées d’éthosomes sur la peau peuvent étre irritantes, a
cause de la grande quantité d’éthanol qu’ils contiennent. De plus, I'absorption d'éthanol a
travers la peau endommagée, en particulier chez les enfants, peut entrainer des effets

toxiques aigus ou systémiques [258].

Niosomes

Les niosomes sont structurellement similaires aux liposomes, mais leur membrane est
composée de tensioactifs non-ioniques (notamment des esters de sorbitane et des
polyoxyéthylene alkyl éther, aussi appelés, Brij®) et de cholestérol [259]. Le cholestérol est
utilisé dans la préparation des niosomes, en plus des tensioactifs, pour renforcer la cohésion
de leur membrane ce qui a pour conséquence de diminuer sa perméabilité. Ces systémes,

analogues aux liposomes et aux polymersomes, peuvent encapsulés a la fois des
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médicaments hydrophiles et hydrophobes. Cependant, les niosomes sont plus stables que les
liposomes [260].

Plusieurs études ont montré I'efficacité des niosomes pour améliorer la perméation cutanée
de nombreux médicaments, tels que le 5-fluorouracile, I'itraconazole, I'acéclofenac (AINS), la
trétinoine, I'enoxacin (fluoroquinolone, un antibiotique) [261-265].

De nombreux mécanismes peuvent expliquer la capacité des niosomes a améliorer la
pénétration cutanée de ces médicaments. Les niosomes, comme les liposomes, sont
principalement localisés dans le stratum corneum, alors que leur perméation dans I'épiderme
viable et le derme est trés restreinte. Cela est di probablement a I'ajout de cholestérol, qui
peut entrainer une augmentation de la rigidité de la bicouche vésiculaire, ce qui limite donc
la pénétration des vésicules a travers la couche cornée. L'aptitude des niosomes a améliorer
la pénétration cutanée peut donc principalement s’expliquer par leur action sur les lipides
intercellulaires, augmentant ainsi la fluidité du stratum corneum [260]. De plus, le tensioactif
non-ionique peut agir lui-méme comme un promoteur de pénétration, ce qui contribue
également a I'amélioration de la perméation de médicaments a I'aide de niosomes (cf
chapitre 1 partie 7.3.2).

Bien que les niosomes présentent certains atouts supplémentaires par rapport aux liposomes,
en termes de stabilité et de prix en matiéres premiéres, I'absence de constituants
généralement reconnus comme srs (comme les phospholipides dans les liposomes) limite
leur utilisation. Ils sont également connus pour induire un effet plus irritant que les liposomes

[266].

En résumé, ces systemes coeur-couronne ont montré leur intérét dans I'administration
cutanée grace a leur aptitude a encapsuler des molécules d’hydrophilie variable. Cependant,
leur capacité a pénétrer dans la peau dépend de leurs propriétés physicochimiques, et
principalement de la fluidité de leur membrane. En effet, les vésicules a membrane solide,
comme les polymersomes et les liposomes rigides (chaines hydrocarbonnées a I’état solide),
reste dans les couches superficielles de la peau alors que ceux a membrane fluide et
déformable (par ajout d’éthanol ou de tensioactif), comme les éthosomes et les
transfersomes, peuvent pénétrer dans les couches profondes de la peau. Dong, la fluidité de

la membrane de ces systéemes, dépendante de ses composants, est un facteur important qui
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nous apparait indispensable a prendre en compte dans notre cas. Cependant, les applications
pharmaceutiques de chacun de ces vecteurs sont limitées par différents inconvénients.
Notamment, ces systemes nécessitent 'utilisation de matieres premieres a prix élevé, des
méthodes de préparation complexes et I'utilisation d’additifs nocifs. De plus, la plupart

d’entre eux ont une instabilité notable.

Les vésicules catanioniques

Les vésicules catanioniques, qui font I'objet de ce travail, sont des systemes composés d’une
bicouche de tensioactifs catanioniques (Figure 35), c’est-a-dire d’'un mélange de tensioactifs
de charges opposées. En effet, ces tensioactifs catanioniques sont capables, en fonction de
leur structure, de la stoechiométrie cation/anion et de leur concentration, de former
spontanément des vésicules en milieu aqueux, démontré pour la premiéere fois par Kaler et
al. en 1989 [267-269]. Bien que formées spontanément, les vésicules catanioniques ont la
méme capacité d’encapsulation de substances actives que les liposomes. Cependant,
contrairement aux liposomes, la simplicité de leur mode de préparation, leur formation en
milieu aqueux sans l"utilisation de solvants organiques, donc sans risques de toxicité, et ainsi
leur stabilité a long terme rendent leur utilisation intéressante dans le domaine de

vectorisation a I’échelle industrielle [270,271].

Figure 35. Représentation schématique d’une vésicule catanionique formée par I'assemblage spontané de tensioactifs

catanioniques bicaténaires.

L'étude de Lui et al. a permis de caractériser des vésicules catanioniques contenant de
I’éthanol, et a montré leur potentiel d’application dans I'administration cutanée de principes
actifs par leur capacité d’encapsulation élevée de I'acétate de tocophérol [272]. D’autres

auteurs ont étudié le processus de libération de médicament encapsulé dans des vésicules
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catanioniques, elles-mémes dispersées dans un gel, et ont montré qu’apres leur application
sur la peau, elles restent stables et sont responsables par conséquent d’une libération
prolongée du médicament [273-275].

Parmi les tensioactifs catanioniques, l'utilisation de tensioactifs dérivés de sucre est
avantageuse. lIs sont biocompatibles, non toxiques, peu chers et améliorent la solubilité des
tensioactifs catanioniques dans I'eau a I’équimolarité, contrairement aux catanioniques
classiques, tels que CTAT/ SDBS (Cetyl TrimethylAmmonium Tosylate/Sodium
DodecylBenzene Sulfonate) [267,276]; CTAB/ SDS (Cetyl Trimethylammonium Bromide/
Sodium Dodecyl Sulfonate) [277], qui nécessitent un large excés de I'un des tensioactifs afin
d’éviter la précipitation du mélange [267,278].

Dans notre équipe, des tensioactifs catanioniques originaux dérivés de sucre ont été
synthétisés et préparés dans le but d'obtenir de nouvelles formulations bioactives (le principe
actif fait partie de la paire d’ions) et de nouvelles formulations de composés actifs pour
I’administration cutanée. Consola et al. ont développé des vésicules catanioniques formées
spontanément par l'auto-association d’un tensioactif cationique dérivé de sucre et de
I'indométacine (AINS). Cette formulation bioactive, ou I'AINS participe a sa propre
formulation, a permis de prolonger la diffusion de l'indométacine a travers la peau et
d’améliorer ainsi son activité anti-inflammatoire in vivo [279]. D’autres vésicules
catanioniques bioactives ont été développées pour |'administration cutanée de la
prométhazine, un antihistaminique, et ont assurées également sa libération contrélée et
prolongée [280]. Ces deux inventions, menées en collaboration avec la société Pierre Fabre

Dermo-Cosmétique, ont été brevetées [281,282].

Un tensioactif tricaténaire catanionique, formé par I'assemblage d’un tensioactif cationique
dérivé de sucre, biocompatible, et d’un tensioactif anionique, désigné par « TriCat » a été par
la suite développé et optimisé [269,283]. En solution aqueuse, le TriCat (Figure 36) s’auto-
associe spontanément pour former des vésicules catanioniques, qui ont montré leur efficacité
a encapsuler des principes actifs hydrophiles (dans la cavité aqueuse) et hydrophobes ou

amphiphiles (dans la bicouche de tensioactifs) [284,285].
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Figure 36. Structure chimique du TriCat.

De plus, les vésicules catanioniques de TriCat ont montré leur capacité a interagir avec la
membrane cellulaire de différents types de cellules, notamment celle des kératinocytes et
des monocytes/macrophages, par des processus actif (endocytose) et passif (fusion
membranaire) [284,286]. Cette fusion spontanée avec les membranes lipidiques a été
confirmée également dans des modéles de membrane lipidiques (GUV) [286,287].

Tres récemment, Richard et al. ont montré que I'éthanol, et des molécules hydrophobes,
comme le dipropionate de bétaméthasone, en s’intercalant dans la bicouche de TriCat,
permettent de contréler la température de transition de phase de la membrane des vésicules
pour la rendre fluide a la surface de la peau [288,289]. Cette fluidité des vésicules a permis
par la suite d’améliorer la perméation cutanée de molécules modeéles dont nous reparlerons

dans l'introduction de la partie Il du chapitre Résultats.

Résumé

En conclusion, plusieurs stratégies, actives et passives, ont été développées afin d'améliorer
la pénétration par voie cutanée d'une quantité suffisante de la substance active pour agir et
induire par la suite un effet thérapeutique. Cependant, malgré leur efficacité, leur effet
toxique vis-a-vis de la peau, le prix de la matiére premiere, la complexité de la méthode de
préparation, ou l'instabilité thermodynamique de la plupart de nanovecteurs limitent leur
utilisation. Les vésicules catanioniques dérivées de sucre, quant a elles, sont des systéemes
d’administration présentant une innocuité avérée, peu chers, simples a mettre en ceuvre,
stables et efficaces pour I'administration cutanée de molécules actives. C'est donc ce type de

vecteur qui va nous intéresser dans la deuxieéme partie de notre étude.

103



104



Partie I: Résultats publiés

Article: An Anti-Inflammatory Poly(PhosphorHydrazone) Dendrimer
Capped with AzaBisPhosphonate Groups to Treat Psoriasis

Ranime Jebbawi, Abdelouahd Oukhrib, Emily Clement, Muriel Blanzat, Cédric-Olivier Turrin,
Anne-Marie Caminade, Eric Lacoste, Séverine Fruchon and Rémy Poupot

Biomolecules. 2020 Jun 23;10(6):949. doi: 10.3390/biom10060949.

Résumé

Comme nous l'avons vu dans la partie bibliographique, le développement de la plague
psoriasique érythémateuse, squameuse et épaisse n'est pas d0 uniguement a
I’"hyperprolifération anormale des kératinocytes mais résulte aussi de leur interaction, au
travers d’un réseau de cytokines et chimiokines, avec les acteurs du systeme immunitaire.
Les traitements anti-psoriasiques disponibles sur le marché (cf chapitre 1 partie 4), en agissant
sur une ou plusieurs cibles thérapeutiques du psoriasis, ont montré leur efficacité pour
atténuer les symptdmes et ralentir la progression de la maladie. Cependant, leur utilisation a
long terme, en raison du caractére chronique du psoriasis, présente des co(its élevés et des
effets secondaires délétéres qui affectent I'observance du traitement prescrit chez les
patients. Afin d’améliorer la qualité de vie des patients psoriasiques, lindustrie
pharmaceutique s’oriente vers deux propositions: soit le développement de nouvelles
molécules thérapeutiques, soit I'optimisation de médicaments déja existants en utilisant un
vecteur médicamenteux (cf chapitre 1 partie 7.3.3).

La premiere partie de notre travail de recherche a consisté a évaluer le potentiel d’une
nouvelle molécule thérapeutique, le dendrimere ABP, dans un modeéle murin de psoriasis. En
effet, le dendrimere ABP, comme détaillé dans la partie bibliographique, a déja fait preuve
d’une efficacité prometteuse dans le contréle de I'inflammation dans plusieurs modeéles
murins de maladies inflammatoires chroniques [130,131]. De plus, les propriétés anti-

inflammatoires du dendrimére ABP sont dirigées vers les cellules immunitaires qui jouent un
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role important dans la physiopathologie du psoriasis : les monocytes/macrophages, les
cellules dendritiques et les lymphocytes T (cf chapitre 1 partie 5.2.2.1). Nous avons donc
évalué le potentiel thérapeutique du dendrimere ABP dans un modéle murin reconnu de
psoriasis, induit par I'application cutanée de I'lMQ (cf chapitre 1 partie 6).

Dans un premier temps, nous avons évalué, avec la société MD Biosciences, |'effet du
dendrimére ABP administré par voie intraveineuse. Le dendrimére ABP a été administré dans
une solution de PBS a la dose de 10 mg/kg tous les 3 jours, protocole préventif déja utilisé
dans le modele murin de la sclérose en plaque [130]. L'injection du dendrimére ABP par voie
intraveineuse a la dose choisie n’a eu aucun effet sur la progression et la sévérité des lésions
psoriasiques. Bien que le dendrimere soit injecté par voie systémique et malgré
I’hypervascularisation des plaques psoriasiques induites par I'IMQ, il se peut que la
progression des lésions psoriasiques dans ce modeéle de courte durée soit trop rapide et
agressive pour pouvoir détecter un effet par voie systémique avec uniqguement trois injections
d’ABP.

Dans un second temps, nous avons évalué I'administration du dendrimére ABP par voie
cutanée, vu que la physiopathogenése du psoriasis est localisée principalement dans le tissu
cutané. Avant d’évaluer 'effet d’ABP par voie cutanée dans le modele murin de psoriasis,
nous avons d’abord évalué sa capacité a pénétrer dans la peau murine psoriasique induite par
I'IMQ ex vivo. Nous avons montré que le dendrimere ABP est capable de traverser le stratum
corneum et de pénétrer profondément dans la peau murine psoriasique. En collaboration
avec la société Imavita, nous avons montré qu’une application cutanée journaliere d’ABP dans
un tampon physiologique (PBS), sans formulation particuliére, que ce soit a 5 ou 50 mg/kg,
réduit significativement les scores cliniques observés au niveau de la peau. Ces résultats
cliniques ont été confirmés par une étude histologique qui a montré une amélioration des
aspects histopathologiques du psoriasis dans les groupes traités par le dendrimére ABP : une
réduction de l'acanthose, de la parakératose, de I'hyperkératose, une persistance de la
couche granuleuse et une diminution de l'infiltrat constitué par les cellules inflammatoires.
Enfin, afin de déterminer I'action du dendrimére ABP sur les types cellulaires constituant
infiltrat  inflammatoire  cutané, nous avons réalisé plusieurs marquages
immunohistochimiques sur les coupes de la peau du dos des souris traitées ou non traitées
par le dendrimére ABP. Nous avons ainsi détecté que le traitement par le dendrimere ABP

affecte les macrophages (cellules F4/80%) en diminuant d’une fagon significative leur
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recrutement dans la peau. De plus, nous avons détecté une tendance vers une diminution de
I'infiltration des lymphocytes T dans la peau (cellules CD3*), quoique la différence soit non-
significative par rapport aux souris non traitées par I’ABP. Par contre, aucune différence n’a
été détectée au niveau des PNN (cellules Ly-6G/Ly-6C*) entre les souris traitées et non traitées
par I’ABP. La quantification des cellules dendritiques, quant a elle, n’a pas été réalisée dans
notre étude. Néanmoins, il serait intéressant de la réaliser dans les prochaines expériences
afin d’évaluer I'effet de I’ABP sur cette population immunitaire dans la peau psoriasique.

En conclusion, ces premiers résultats mettent en avant pour la premiere fois I'efficacité du
dendrimére ABP pour le traitement du psoriasis par voie cutanée. Toutefois, cette efficacité
thérapeutique d’ABP doit étre améliorée. Comme il ressort de la bibliographie qu’une telle
molécule, en raison de ses groupements anioniques et de sa taille moléculaire élevée, ne
devrait passer que tres difficilement la structure complexe du stratum corneum, nous avons
cherché a maximiser ses effets thérapeutiques par sa formulation dans des vésicules

catanioniques de TriCat.
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Abstract: Dendrimers are nanosized, arborescent macromolecules synthesized in a stepwise fashion
with attractive degrees of functionality and structure definition. This is one of the reasons why they are
widely used for biomedical applications. Previously, we have shown that a poly(phosphorhydrazone)
(PPH) dendrimer capped with anionic azabisphosphonate groups (so-called ABP dendrimer) has
immuno-modulatory and anti-inflammatory properties towards human immune cells in vitro.
Thereafter, we have shown that the ABP dendrimer has a promising therapeutic efficacy to treat
models of acute and chronic inflammatory disorders in animal models. In these models, the active
pharmaceutical ingredient was administered systematically (intravenous and oral administrations),
but also loco-regionally in the vitreous tissue. Herein, we assessed the therapeutic efficacy of the
ABP dendrimer in the preclinical mouse model of psoriasis induced by imiquimod. The ABP
dendrimer was administered in phosphate-buffered saline solution via either systemic injection or
topical application. We show that the topical application enabled the control of both the clinical and
histopathological scores, and the control of the infiltration of macrophages in the skin of treated mice.

Keywords: dendrimer; drug candidate; imiquimod mouse model; inflammation; phosphonate;
preclinical efficacy; psoriasis; topical application

1. Introduction

The World Health Organization (WHO) describes psoriasis as “a chronic, non-communicable,
painful, disfiguring, and disabling disease for which there is no cure, and with great negative impact
on patients’ quality of life” [1]. Its prevalence in developed countries is around 3%, for which
more than 100 million people are affected worldwide. After decades of basic and clinical research,
the physio-pathological mechanisms of this skin disorder remain controversial [2,3]. Alternatively,
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genetic, environmental, and auto-immune factors have been proposed as starting points of psoriasis.
It is likely that all of these factors aggregate at the onset, and then nurture the development and the
maintenance of the disease. Despite the fact that psoriasis is not considered a true auto-immune
disease [4], clinical and pathological correlations have shown similarities with other auto-immune
diseases. Indeed, the implication of pro-inflammatory T cells and innate immune cells such as
monocytes and dendritic cells infiltrating the dermis, as well as pro-inflammatory relays between
them, are reminiscent of auto-immune chronic inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis
and Crohn’s disease [5]. These relays lead to the production, inter alia, of pro-inflammatory and
inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor (TNF), interleukin (IL)-1§3, IL-22, and IL-17.
Moreover, some of these inflammatory mediators stimulate the proliferation of keratinocytes, which
in turn sustain the immune dysregulation of the skin [6]. This general inflammatory background in
the skin is responsible for a thickening of both the epidermis (acanthosis) and the stratum corneum
(SC, hyperkeratosis). The accelerated renewal of keratinocytes at the SC level is accompanied by a
lack of their terminal differentiation, as evidenced by the persistence of their nucleus in the upper
layers of the SC (parakeratosis) [2]. As a consequence, the barrier function of the skin is strongly
impaired, leading to itch, pain, and bleeding at the psoriatic plaques. Treatment of psoriasis relies
on a graduated strategy to resolve inflammation during the crises [3]. The local administration
of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) or steroidal cortisone-like drugs is one of the
most common prescription for mild to moderate psoriasis. Moderate to severe forms may require
phototherapy and/or systemic immuno-suppressive drugs. The latter are mainly engineered injectable
biologics that selectively target immune cells or signaling mediators (typically monoclonal antibodies
or soluble receptors). Although they have proved their efficacy, some patients do not respond
to these therapies, while others develop adverse effects leading to discontinuation across biologic
treatments [7,8]. They are also often criticized due to their cost. Therefore, there is an unmet clinical
need for the treatment of psoriasis, and innovative therapeutic approaches have to be proposed [3].

Animal models are of great help both to decipher the pathophysiological mechanisms of diseases
and to assess new therapeutic approaches. Several animal models of inflammatory diseases of
the skin have been developed, especially in mice [9], with some of them developing psoriasis-like
burden [10]. One of the most recent and most commonly used is the imiquimod (IMQ)-induced
psoriasis-like mouse model [11]. The repeated topical application of IMQ on the shaved skin of mouse
causes skin inflammation, leading to cutaneous manifestations reminiscent of that of human psoriasis.
The mechanisms underlying these clinical features are complex, involving the concomitant activation
of several immune cells [12], as well as oxidative stress [13].

Like for many other biomedical purposes, nanotechnology is thoroughly explored for
dermatological applications [14]. In psoriasis, nanoformulations of existing drugs, especially of small
organic molecules such as methotrexate or analogues of vitamin D, have been developed and assessed
with the aim of enhancing the permeability of skin, and thereby improving the efficacy of these drugs.
These nanoformulations with therapeutic cargos are lipid or synthetic polymeric nanostructures [15].
Among the latter, dendrimers are hyperbranched, multivalent, and polyfunctional nanodevices that
can optimize targeting of anti-psoriasis drugs to relevant epidermal and dermal sites [16]. Dendrimers
are synthesized in a stepwise fashion. Generally, low generation dendrimers have a perfectly defined
structure. They are a promising alternative to poorly defined nanoparticles, such as linear polymer or
metallic nanoparticles, for biomedical development. Dendrimers are designed from a central core to
which one or several series of branched monomers are linked. Each monomer is ended by a branching
point that enables the dendritic growth of the molecule by addition of the next generation of branched
monomers, leading to a “tree-like” structure. The synthesis ends with the addition of functional
groups on the last-added series of branched monomers. The total number of series of branched
layers determines the generation of the dendrimer [17]. A few types of dendrimers have shown
anti-inflammatory properties per se in chronic and acute inflammatory animal models [17,18]. On our
side, we have shown that phosphorus-based dendrimers of the poly(phosphorhydrazone) (PPH) series,
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capped with azabisphosphonate groups, have strong immuno-modulatory and anti-inflammatory
effects. The “lead” candidate in the PPH series is a first-generation dendrimer capped with 12
azabisphosphonate (ABP) groups; therefore, it is called the ABP dendrimer (Figure 1).

Figure 1. Two-dimensional structure of the azabisphosphonate (ABP) dendrimer.
The cyclotriphosphazene core (N3P3) is in black, and the poly(phosphorhydrazone) (PPH) branched
monomers (including the point of divergence) are in blue. The tyramine-based (in blue) ABP surface
groups are in orange.

We have shown that the ABP dendrimer is able to control chronic and acute inflammatory
disorders in animals [19-21]. As a common feature, we have shown that these therapeutic effects
rely on the activation of IL-10-producing immune cells [22]. The cellular mechanisms underlying
these therapeutic effects involves the anti-inflammatory activation of monocytes/macrophages [23] and
dendritic cells [24], and the control of the proliferation of pro-inflammatory CD4+ T cells [25] together
with the induction of regulatory CD4+ T cells producing IL-10 [23]. Moreover, we have also shown
that the same dendrimer is able to promote the proliferation of the anti-tumor Natural Killer (NK)
cells [26]. Regarding the structure/activity relationships of PPH dendrimers, we have shown that the
chemical composition of the surface [27,28] and the global three-dimensional structure [29,30] of the
molecule are key determinants of the bioactivity.

Here, we challenged the immuno-modulatory and anti-inflammatory properties of the ABP
dendrimer in the IMQ-induced mouse model of psoriasis. We show that the topical application of the
molecule can control the disease from clinical, histopathological, and immunological points of view.

2. Materials and Methods

2.1. Synthesis of the ABP Dendrimer

The ABP dendrimer used in this study was synthesized at the “Laboratoire de Chimie de
Coordination” (Toulouse, France), and its synthesis has been already described [31]. The near infra-red
(NIR) fluorescent analogue ABP-NIR was afforded by the “Laboratoire de Chimie de Coordination”
(A. Oukhrib, A.M. Caminade, C.O. Turrin).

2.2. Animals

Studies in animals were conducted in accordance with the principles and procedures outlined by
the European convention for the protection of vertebrate animals used for experimentation. The mice
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were housed in groups of 5 in plastic cages in an air-conditioned room (temperature of 22 + 2 °C and
relative humidity of 50 + 15%) with 12 h artificial light/12 h dark. Food and drinking water were
provided ad libitum.

Male Balb/c mice of 9 to 10 weeks of age were obtained from Janvier (Saint-Berthevin, France)
and were acclimatized before starting the experimentation. The in vivo design and procedures were
assessed and approved by the local Anexplo Ethical Committee. All animals were managed similarly,
with due regard for their well-being, according to prevailing practices. The appearance and behavior of
animals were assessed at least daily from the start and until termination of the in vivo study. A clinical
score was evaluated every day for each animal. This clinical score was based on three criteria: erythema,
scaling, and thickness of the skin. Each criterion was quantified with a 1 to 5 scale: 1 corresponds to
“normal”, 2 to “slight”, 3 to “moderate”, 4 to “important”, and 5 to “very important”. It was decided
before the study that the following ethical points would be checked daily: hydration and feeding
default on a period of 24 h to 48 h, weight loss >20%, hypothermia observed with hypoactive animal,
dyspnea with increased respiratory movement, skin wound observed purulent, necrotic or exudative;
clinical score at 12 for 3 consecutive days. If one of these endpoints was observed on one animal, the
animal would have been euthanized immediately.

For the study, the animals were shaved and depilated (using a commercial depilatory cream) on
the back at day -1. Then, the induction of psoriasis was performed on animals by daily administration,
from day 0 to day 6 in the morning, of 4 mg of IMQ (equivalent to 80 mg of Aldara 5% cream, Meda
AB, Sweden) on the skin of the back of animals. The surface of application was about 4 cm? on the
back of the animals, which corresponded to a rectangle of about 1.5 by 2.5 cm. After the deposition
of the IMQ-containing cream, it was smoothly massaged with a gloved finger for 5 to 10 seconds.
The intravenous (IV) injection of the ABP dendrimer was performed every 3 days (at day 1, 4, and 7) at
10 mg/kg, whereas the topical administration was performed daily, in the afternoon, from day 0 to
day 6 by deposition of a volume of 90 uL (equivalent to the two doses of 5 and 50 mg/kg) of the ABP
dendrimer in phosphate-buffered saline (PBS) and massage. The ABP dendrimer is highly soluble in
aqueous solutions (over 1 g/mL). Therefore, it was completely solubilized in PBS at the highest dose
used in this study (deposition volume at a concentration of ABP ~ 16 mg/mL for the dose at 50 mg/kg,
depending on the weight of each mouse). For the study based on IV injections of the ABP dendrimer,
we euthanized the mice at day 10, whereas for the study based on topical administration of the ABP
dendrimer, we euthanized the mice at day 7.

2.3. Skin Penetration Study

The ex vivo study of the penetration of dendrimers on IMQ-induced psoriatic skins was conducted
using Franz diffusion cells with a diffusion area of 1.77 cm? (PermeGear, Hellertown, PA, USA).
The induction of psoriatic skin by IMQ on the back of mice was achieved as described above. After 5 or
7 days, we sacrificed the animals, and the diseased skin of the back was excised and stored at —80 °C
until use. Before the permeation experiment, we thawed the skins to room temperature and then
mounted them between the donor and receptor compartments of the Franz diffusion cell with the
SC facing the donor compartment. The near infra-red fluorescent analogue (ABP-NIR) of the ABP
dendrimer was used for visualizing its penetration in the diseased skin. A solution of the ABP-NIR
dendrimer in PBS with a concentration corresponding to the dose of 50 mg/kg was prepared and
deposited all over each skin in the donor compartment. A control assay was performed with deposition
of PBS on the skin from the back of mice to establish the normal fluorescence of the tissues. The receptor
compartment was filled with 12 mL PBS and stirred at 300 rpm. After a 24 h incubation at a temperature
of 37 + 1 °C, we removed the skins and carefully washed them with PBS, and then froze them at —80 °C
in an optimal cutting-temperature compound (isopentan). We then cut 10 um thick cryo-sections
from the skin samples using a cryostat (CM1950, Leica, Wetzlar, Germany), and we mounted them
using ProLong Gold anti-fade reagent with DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole; Invitrogen, Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) for nuclear staining. Images of 512 X 512 pixels were acquired
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with a 63X immersion objective on a Leica SP8 confocal microscope. For the detection of the ABP-NIR
dendrimer, the excitation wavelength was 635 nm and the emission wavelengths were between 650
and 800 nm. Images were processed using Image] software.

2.4. Histopathology

Excised dorsal skins were fixed for 24 h in 4% (w/v) buffered formalin and embedded in paraffin.
Then, 5 um sections from which paraffin had been removed were stained using routine histological
hematoxylin/eosin staining. Images were obtained with a Panoramic Slide Scanner 250 (3DHISTECH,
Budapest, Hungary), and all slides were scanned at 40X magnification. Histological analysis and
scoring of the slides were performed on the whole section. The histological score was based on the six
following parameters: acanthosis, hyperkeratosis, parakeratosis, absence of granular layer, presence
of Munro’s micro-abscesses, and infiltration of immune cells. For each, a score ranging from 0 to 1
(0: none; 0.5: moderate; 1: marked) was given and these scores were cumulated to give the histological
score of the back.

2.5. Immunohistochemistry

After antigen retrieval using either heat-induced epitope retrieval (HIER) in citrate buffer (pH = 6)
for T cells and neutrophils, or proteinase K (R.T.U., 53020, Dako) for macrophages, we incubated sections
with the following antibodies: the rabbit monoclonal anti-CD3 clone SP7 diluted at 1:200 (ab16669,
Abcam) at room temperature (RT) for 1 h, the rat monoclonal anti-polynuclear neutrophil (PNN)
marker clone 64608 diluted at 1:200 (sc-71674, Santa-Cruz) at 4 °C overnight, and the rat monoclonal
anti-F4/80 clone Cl:A3-1 diluted at 1:100 (MCA497GA, AbD Serotec) at RT for 1 h. Sections were
then incubated for 30 min at RT with biotinylated goat-anti-rabbit diluted at 1:250 (R.T.U., BP-9100,
Vector Laboratories), or goat-anti-rat diluted at 1:50 (STAR113P, Bio-Rad) secondary antibodies
followed by incubation with horseradish peroxidase (HRP) (R.T.U., PK-7100, Vector Laboratories) for
30 min. Diaminobenzidine (SK-4105, Vector Laboratories) was used to reveal the staining, followed by
blue hematoxylin counterstaining.

Quantification of immunohistochemistry staining was done in 5 zones of similar areas in all
sections of dorsal skin. HistoQuant software (SDHISTECH) was used to quantify the number of CD3+
T lymphocytes and PNN per area (cells/mm?), and DensitoQuant software (3DHISTECH) was applied
to calculate the percentage of all F4/80-positive pixels (sum of weak, moderate, and strong positive
pixels divided by the total number of pixels).

2.6. Statistical Analyses

All statistical analyses were performed with Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA).
The homogeneity of the variances of the 3 groups was analyzed using the Bartlett’s parametric
test. For Figure 4C,D and Figure 6A-C, we verified the homogeneity of the variances. Therefore,
the one-way ANOVA test was used followed by the post hoc Dunnett’s test to evidence statistically
significant differences. On the contrary, for Figure 5D,E, we found the variances to not be homogeneous.
Therefore, we applied the non-parametric Kruskal-Wallis” test followed by the post hoc Dunn’s test to
evidence statistically significant differences.

3. Results

3.1. Clinical Assessment of the Efficacy of the ABP Dendrimer

In a first assay using the mouse model in which psoriasis-like disease is induced by daily
application of IMQ on the dorsal skin of mice, we administered the ABP dendrimer via the systemic IV
route of administration. The ABP dendrimer was injected at 10 mg/kg at days 1, 4, and 7 (Figure 2A).
The clinical score was assessed daily from day 0 until day 10, and no difference was observed between
the two groups of mice during the assay. Results obtained at day 10 are shown in Figure 2B.
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Figure 2. Clinical assessment of the efficacy of the ABP dendrimer when administered intravenously
to imiquimod (IMQ)-induced psoriatic mice. (A) Time line of the study. (B) Clinical score at day 10 for
control psoriatic mice (black bar) and mice treated with 10 mg/kg of the ABP dendrimer every 3 days
(n = 10 mice in each group).

Then, in a second assay, we moved to topical administration of the ABP dendrimer. Prior to
the study, we assessed the capability of the ABP dendrimer to permeate the skin of IMQ-induced
psoriatic mice. We took advantage of an already available fluorescent analogue of the ABP dendrimer
that emits near infra-red fluorescence thanks to the presence of a polymetine-based mega-Stokes dye
in place of one of the six branches of the ABP dendrimer (the so-called ABP-NIR dendrimer) [32].
The near infra-red fluorescence does not overlap auto-fluorescence of the tissues. Diseased skins
were excised from the back of mice at days 5 and 7. Using a Franz diffusion cell, we tested the
penetration of the ABP-NIR dendrimer at the highest dose intended for the topical application of the
ABP dendrimer (50 mg/kg). To better appreciate the penetration of the ABP-NIR dendrimer in the skin,
we imaged co-staining of the ABP-NIR dendrimer and DAPI, a nuclear fluorescent probe. Figure 3A
shows the normal fluorescence of the skin tissues at the wavelengths used for imaging. After both
5 days (Figure 3B, two mice) and 7 days (Figure 3C, two mice), the ABP-NIR dendrimer penetrated
the psoriatic skin beyond the SC with a clear co-localization with the nucleated cells of epidermis
and dermis.

For the assay with topical application, we chose two doses of the ABP dendrimer, which were
administered daily via massage of the skin of the back (5 and 50 mg/kg in PBS) (Figure 4A). Figure 4B
presents representative pictures of the dorsal skin of mice. These pictures reveal a perceivable visual
improvement of the skin of treated mice when compared to control psoriatic mice, especially in the
group treated at the lower dose. The skin looked thinner and there were significantly less scales.
Indeed, the clinical score at day 6 was significantly lower with either doses of the ABP dendrimer,
with the difference being more significant at 5 mg/kg (Figure 4C). The cumulative scores from day 0 to
day 7 also showed the same statistically significant differences between the control psoriatic group and
the treated groups (Figure 4D).
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ABP-NIR bright field

Figure 3. Penetration of the IMQ-induced psoriatic skin by the near infra-red (NIR) ABP-NIR
dendrimer, a fluorescent analogue of the ABP dendrimer. First column shows the nuclear
4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) staining, second column shows the near infra-red fluorescence of
the ABP-NIR dendrimer, third column shows the merge of the first two columns, and last column shows
bright field imaging of (A) skin incubated with phosphate-buffered saline (PBS; control), and (B) day
5 and (C) day 7 psoriatic skins incubated with the ABP-NIR dendrimer (two mice each). Scale bars
represent 50 um.



Biomolecules 2020, 10, 949 8 of 15

Day 0 Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6 Day 7
IMQ IMQ IMQ IMQ IMQ IMQ IMQ

Y y y | y ! ¥
) ) ) ) 1 1 1 v

ABP ABP ABP ABP ABP ABP ABP necropsy

5
[ABP] mg/kg

E 3
C D
* *%
84 e o 25+
8 5 200 o
o 6 (X} g )
S —
o o 157
% > e_0 A
0 44 ° S o
= ] A
S oo s 3 19 el | Y
£ 21 ——— AA £ 5. -
o - o
0 T ) 1 0 T T 1
0 5 50 0 5 50
[ABP] mg/kg [ABP] mg/kg

Figure 4. Clinical assessment of the efficacy of the ABP dendrimer when administered topically to
IMQ-induced psoriatic mice. (A) Time line of the study. (B) Representative pictures of the skin of the
back of mice. On the left, control psoriatic mouse; in the middle and on the right, mouse treated daily
with 5 mg/kg and 50 mg/kg of the ABP dendrimer, respectively. (C) Clinical score at day 6 for each
group of mice (1 = 5 mice in the control group at a concentration of ABP = 0 mg/kg, n = 5 mice for the
group at 5 mg/kg, and n = 6 mice for the group at 50 mg/kg). (D) Cumulative clinical score from day 1
to day 7 for each group of mice. * p < 0.05, and ** p < 0.01 versus untreated mice (concentration of
ABP = 0 mg/kg) using the one-way ANOVA test followed by the post hoc Dunnett’s test.

3.2. Histological Assessment of the Efficacy of the ABP Dendrimer

At day 7, mice were sacrificed and the dorsal skin was excised for histological analysis after
hematoxylin/eosin staining. Figure 5A shows the classical histopathological features of a psoriatic
skin. At the SC level, hyperkeratosis (thickening of the SC), parakeratosis (retention of nuclei in
the upper layers of keratinocytes of the SC), and a diminished granular layer at the basis of SC
were noticeable. However, Munro’s micro-abscesses were scarce. At the epidermal level, acanthosis
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(diffuse epidermal hyperplasia), and spongiosis (intercellular edema) were observed, with both being
responsible for a thickening of the epidermis. Finally, at the dermal level, a dense infiltration of immune
cells was evidenced.
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Figure 5. Histological assessment of the efficacy of the ABP dendrimer when administered topically
to IMQ-induced psoriatic mice. Representative pictures of the skin of the back of mice stained with
hematoxylin/eosin at day 7 from psoriatic control mouse (representative of n = 5 mice) (A), and from
mice treated daily with 5 mg/kg (representative of n = 5 mice) (B) and 50 mg/kg (representative
of n = 6 mice) (C) of the ABP dendrimer; black scale bars represent 50 um. Single-headed arrows
point the granular layer (absent in (A)), double-headed arrows show acanthosis, single arrow heads
show parakeratosis (lowered in (B) and (C)), diamonds show hyperkeratosis (lowered in (B) and (C)),
double arrow heads show infiltration of immune cells. (D) Scoring of the histological assessment
of the skin of the back for each group of mice; *** p < 0.001 versus untreated mice (concentration of
ABP = 0 mg/kg) using the Kruskal-Wallis’ test followed by the post hoc Dunn’s test. (E) Measurement
of the thickness of the skin of the back for each group of mice at day 6; ** p < 0.01 versus untreated mice
(concentration of ABP = 0 mg/kg) using the Kruskal-Wallis’ test followed by the post hoc Dunn’s test.

The same analysis performed on the dorsal skin of mice treated with the ABP dendrimer
underscored a lower hyperkeratosis and no parakeratosis (this combination being defined as
orthokeratosis) at the SC level. Moreover, the granular layer was perfectly visible. At the epidermal
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level, acanthosis and spongiosis were decreased, whereas at the dermis level, the infiltration of
immune cells was weaker (Figure 5B,C). These histopathological features were quantified to establish a
histological score for each mouse. Results are presented in Figure 5D and show a statistically significant
decrease of the histological score only in the group of mice treated with 50 mg/kg of ABP dendrimer.
On the contrary, measurement of the thickness of the skin of the back showed a significant decrease
only in the group of mice treated with 5 mg/kg of ABP dendrimer, as reported for day 6 (Figure 5E).

3.3. Immunological Assessment of the Efficacy of the ABP Dendrimer

The skin of the back of mice were also used for the quantification of the infiltration of immune cells
by immunohistochemistry. Three immune populations were quantified: F4/80-positive cells (mainly
infiltrating macrophages, but also dendritic cells and resident Langerhans’ cells [33]), CD3-positive
cells (i.e., T lymphocytes), and polynuclear neutrophils (PNN). Considering that the F4/80 staining was
very dense and that F4/80-positive cells are spread out and flattened, we decided to quantify them as
the ratio of the number of F4/80-positive pixels to the total number of pixels on the slide (Figure 6A).
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Figure 6. Inmunological assessment of the efficacy of the ABP dendrimer when administered topically
to IMQ-induced psoriatic mice. Quantification of the infiltration of F4/80-positive cells (mainly
macrophages) (A), T lymphocytes (B), and polynuclear neutrophils (C) in the skin of the back of each
group of mice (n = 5 mice in the control group at a concentration of ABP = 0 mg/kg, n = 5 mice for
the group at 5 mg/kg, and n = 6 mice for the group at 50 mg/kg) by immunohistochemistry; * p < 0.05,
and ** p < 0.01 versus untreated mice (concentration of ABP = 0 mg/kg) using the one-way ANOVA test
followed by the post hoc Dunnett’s test. Below each graph, representative immunochemistry pictures
of the skin of the back of mice at day 7 from psoriatic control mouse, and mice treated daily with
5 mg/kg and 50 mg/kg of the ABP dendrimer, from top to bottom, respectively, are shown; black scale
bars represent 50 pm.
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For the two other cell populations (T cells and PNN), we were able to perform cell counting,
which we reported as the number of cells per square millimeter (Figure 6B,C). Only F4/80-positive
cells were statistically decreased in both treated groups of mice, with the decrease being more
significant at 5 mg/kg of ABP dendrimer (Figure 6A). Moreover, a slight decrease in the number of
T lymphocytes, although not statistically significant, was noticed (Figure 6B). Below each graph of
Figure 6, representative pictures of the immunohistochemistry slides from control psoriatic mice,
as well as mice treated with both 5 and 50 mg/kg of the ABP dendrimer, are shown.

4. Discussion

For many years, dendrimers have been the subject of applicative research in the biomedical
field, mainly as agents for imaging and nucleic acid transfection, and also as drug delivery vectors.
More recently, some dendrimers have emerged as efficient drug candidates by themselves, especially
for the treatment of inflammatory and infectious contexts [17,34]. In particular, the ABP dendrimer
used in this study showed dramatic therapeutic effects in two mouse models of experimental arthritis
relevant to rheumatoid arthritis (RA) [19,30], and in a mouse model of experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) relevant to multiple sclerosis (MS) [20]. As these two diseases are chronic
inflammatory diseases of autoimmune origin, we assessed the therapeutic effect of the ABP dendrimer
in a mouse model of psoriasis. However, contrarily to RA and MS, the autoimmune origin of psoriasis
remains a key question, and it is now acknowledged that this illness is not a bona fide autoimmune
disease [2,4]. In a first attempt with the IMQ-induced psoriatic mouse model, we administered the
ABP dendrimer intravenously, as we did before for RA and MS mouse models, at the dose of 10 mg/kg
every 3 days. This protocol did not afford any improvement of the disease status. This absence of any
beneficial effect was unexpected as the dermis is vascularized, with blood capillaries vascularizing the
papillary dermis. This uppermost layer of the dermis is intertwined with the rete ridges of the epidermis
that project into the papillary dermis. Moreover, during psoriasis, there is both a distention of existing
blood vessels and neovascularization at the papillary dermis level [3]. These pathophysiological
features should have favored the IV route of administration. Therefore, someone’s first intention could
have been to repeat the IV protocol with increasing doses of the ABP dendrimer combined with a
higher frequency of administration. However, we assayed the topical route of administration through
daily massages with the ABP dendrimer in PBS. We tested two doses of the molecule corresponding to
5 and 50 mg/kg, starting from the initial principle that the active ingredient is totally absorbed through
the skin barrier, which was probably not the case. Nevertheless, via the topical route of administration
and with either doses, we showed that the ABP dendrimer had a statistically significant therapeutic
effect in the IMQ-induced psoriatic mouse model. However, one should notice that, first, there was no
advantage of the highest dose of 50 mg/kg, and secondly the efficacy of the ABP dendrimer in this
model was not as dramatic as its efficacy shown previously in RA and MS mouse models in which the
clinical score was reversed almost back to zero [19,20,30]. This can be explained by the difficulty for
the ABP dendrimer to cross the skin barrier in sufficient amounts, even if the latter is known to be
impaired in psoriatic skin. Nevertheless, consistent with the clinical score, the histopathological and
the immune infiltration analyses confirmed the therapeutic benefit of the ABP dendrimer at both doses
of 5 and 50 mg/kg. Indeed, all histopathological features of the disease (hyperkeratosis, parakeratosis,
the absence of the granular layer at the SC level, acanthosis, spongiosis, and infiltration of immune
cells in the dermis) were improved upon treatment with the ABP dendrimer. There again, there was
no advantage of the highest dose.

To our knowledge, this is the first time that the therapeutic effect of a dendrimer per se is shown
in a mouse model of psoriasis. However, some dendrimers have been used to enhance the delivery of
drugs through the skin barrier. As recently as 2003, Chauhan et al. showed that poly(amidoamine)
(PAMAM) dendrimers of the fourth generation (G4) that ended with either -NH; or -OH functions
enhanced the skin permeation of the model hydrophobic drug indomethacin [35]. The dendrimers
enable this enhancement as they carry the drug molecules to the surface of the skin in a solubilized
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form from which indomethacin will partition to the hydrophobic environment of the SC. It is likely
that due to their molecular weight (MW, between 14 and 15 kDa) and hydrophilicity, the G4 PAMAM
dendrimers used in this study cannot permeate the skin. Later on, it has been shown that G3 and G4
PAMAM dendrimers also enhance skin permeation of 8-methoxypsoralene, an anti-psoriatic drug
used in phototherapy of the disease [36]. More recently, a polypropylene imine (PPI) dendrimer of the
fifth generation harboring -NH, functions at its surface was used to deliver the anti-psoriatic drug
dithranol more efficiently, and also to protect the drug from light-induced degradation and the skin
from irritation, burning sensation, and staining [16]. This delivery system based on a PPI dendrimer
was improved by incorporating it in a microsponge-based gel formulation [37]. This strategy was
implemented to overcome the troublesome and inconvenient application of dithranol.

The therapeutic efficacy of an anti-psoriatic drug delivered topically is conditioned by its skin
permeation capability. Even if the skin barrier function of psoriatic skin is impaired, we acknowledge
that only small hydrophobic molecules can efficiently reach the epidermis and dermis. Nevertheless,
the heterogeneous structures of the SC, as well as the delivery vehicle itself, are important to predict the
skin permeation of a multicomponent system [38]. Interestingly, it has been shown that diverse PAMAM
dendrimers varying in size (i.e., generation), surface function (neutral vs. anionic), and concentration
can enhance the permeability of skin when they are applied to the skin before topical administration
of a model hydrophilic drug such as 5-fluorouracyl [39]. The same property of a low generation G2
PAMAM dendrimer has been proven, as its application to the skin before the topical administration of
salicylic acid enhances the partition of the latter to SC [40]. Salicylic acid has been used for a long time
because of its keratolytic effect enabling further penetration of anti-psoriatic drugs [41]. More recently,
the skin penetration properties of PAMAM dendrimers have been rationalized [42], concluding that
the smallest G2 cationic amine-capped dendrimer (MW = 3256 Da) show deeper penetration of
the skin. PAMAM dendrimers are fully hydrophilic compounds. On the contrary, we have shown
that PPH dendrimers such as the ABP dendrimer adopt a directional conformation in physiological
aqueous medium, unexpectedly exposing their hydrophobic core and branched monomers to the
environment [29,30]. This three-dimensional particularity, which should be adequate for the ABP
dendrimer to exert its anti-inflammatory effects in the psoriatic skin, is probably counterbalanced by
the anionic ABP groups gathered on the other side of the molecule, explaining the moderate therapeutic
effect of the ABP dendrimer in the IMQ-induced mouse model of psoriasis.

5. Conclusions

Herein, we show for the first time that a dendrimer has anti-psoriatic therapeutic effects by itself
in a mouse model of the disease. The anti-inflammatory ABP dendrimer was found to have therapeutic
effects in animal models of acute and chronic inflammatory disorders when it was administered either
systematically or loco-regionally. Moreover, its preclinical tolerability and safety profiles in various
animal models [32,43] make it a promising candidate for chronic inflammatory diseases, including
psoriasis. However, the therapeutic efficacy of the ABP dendrimer to treat psoriatic mouse model has
to be increased. For this purpose, smart pre-formulation systems have to be designed and evaluated to
enhance the penetration of the drug to the epidermis and dermis of the diseased skin.
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Partie Il : Formulation du dendrimere ABP pour améliorer sa
pénétration cutanée

Mise au point bibliographique sur les vésicules de TriCat : Systéeme
d’administration cutanée

L'efficacité du dendrimere ABP administré par voie cutanée dans le modele murin de
psoriasis, montrée dans notre premiere publication, n'a pas été aussi spectaculaire que son
efficacité montrée précédemment dans les modéles murins de maladies inflammatoires
chroniques, telles que la polyarthrite rhumatoide et la sclérose en plaque [130,131]. Comme
illustrée dans la partie bibliographique (cf Chapitre 1 partie 7.2), cela peut s'expliquer par les
propriétés physico-chimiques du dendrimére qui limitent probablement sa pénétration
cutanée en quantité suffisante, limitant ainsi son efficacité thérapeutique. La vectorisation
apparait comme une solution pour améliorer la pénétration cutanée du dendrimere. Il existe
de nombreux vecteurs médicamenteux déja utilisés et qui ont montré leur efficacité dans
I’administration cutanée de molécules actives (cf Chapitre 1 partie 7.3.3). Toutefois, la plupart
de ces vecteurs ont certains inconvénients qui limitent leur utilisation tels que la complexité
du procédé de préparation et l'utilisation d’additifs nocifs. Au contraire, les vésicules
catanioniques ont un intérét particulier pour notre étude car il s’agit de tensioactifs

biocompatibles, économiquement attractifs et simples a mettre en ceuvre.

Un tensioactif catanionique tricaténaire dérivé du lactose, que I'on désignera par la suite
TriCat, a été synthétisé et optimisé dans notre équipe aux IMRCP [269,283]. Ce tensioactif
catanionique est formé par I'association de deux tensioactifs de charges opposées suite a un

échange de protons (Figure 37) :

- un tensioactif dérivé de sucre porteur d’un groupement amine, désigné par L-Hyd12, qui est

le précurseur de I'amphiphile cationique.

- un tensioactif porteur d’un groupement acide phosphinique, qui est le précurseur de

I"'amphiphile anionique.
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Cet assemblage catanionique résulte donc des interactions électrostatiques entre le cation
ammonium (issu du produit A, Figure 37) et I'anion phosphinate (issu du produit B, Figure 37).
Le TriCat (produit C, Figure 37) possede une téte polaire dérivée du lactose et 3 chaines

hydrophobes a 12 atomes de carbone.

fo) OH

Figure 37. Synthése du tensioactif catanionique tricaténaire (TriCat). Une réaction acido-basique dans I'eau entre le
précurseur du tensioactif cationique a téte sucre, (A) le 1-N-dodécylamino-1-déoxylactitol (L-Hyd12), et le précurseur du
tensioactif anionique, (B) I'acide bis-a-(hydroxydodécyl) phosphinique, permettent la formation du tensioactif catanionique

tricaténaire dérivé de sucre, (C) le bis(a-hydroxydodécyl)phosphinate de 1-N-dodécylammonium-1-déoxylactitol (TriCat).

Une fois qu’il est formé, le TriCat s’auto-associe spontanément en solution aqueuse pour
former des vésicules catanioniques (Figure 38). Une étape de sonication est effectuée afin

d’assurer la reproductibilité et 'homogénéité en taille des vésicules [269].
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Figure 38. (A) Image de microscopie électronique a transmission et (B) distribution de taille obtenue par DLS pour les

vésicules de TriCat dans I'eau [283].

Les vésicules de TriCat ont montré leur polyvalence en tant que systéme de vectorisation via
leur efficacité a encapsuler des principes actifs d’hydrophilie variée. En effet, les vésicules de
TriCat peuvent encapsuler des molécules hydrophiles dans leur coeur aqueux, telles que
I'arbutine [269] ou le Texas Red [283,287,289], et intégrer des molécules hydrophobes ou
amphiphiles dans leur bicouche, telles que la phtalocyanine de chloroaluminium [285], le

dipropionate de bétaméthasone (BDP) [289] ou le FluoCat [286].

Lors de travaux précédents réalisés dans notre équipe, ces vésicules catanioniques de TriCat
ont montré un fort potentiel dans I'administration de molécules par voie cutanée lorsque leur
membrane est a I'état fluide désordonné et donc déformable [289]. Cette fluidité de la
membrane des vésicules de TriCat est obtenue lorsque la température est supérieure a la
température de transition de phase de leur membrane (Ttransition), aux alentours de 36°C. Afin
de mettre en évidence l'apport de la fluidité de la membrane sur I'amélioration de la
pénétration cutanée, une sonde fluorescente modéle, le Texas Red a été encapsulée dans les
vésicules catanioniques de TriCat. Des études in vitro de pénétration cutanée du systéme
TriCat/Texas Red ont été menées en maintenant le systéme TriCat/Texas Red a 30°C ou 40°C.
Lorsque le systeme est maintenu a 30°C (T < & Ttransition du TriCat), la quantité de Texas Red
retenue dans la peau a été identique que la sonde soit encapsulée ou non dans les vésicules.
Cependant, lorsque le systéme TriCat/Texas Red est maintenu a 40°C (T > a Ttransition du TriCat),
la rétention cutanée et le passage transcutané du Texas Red sont augmentés d’un facteur 2

et d'un facteur 10, respectivement [289] (Figure 39). Cette étude montre que I'état
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thermodynamique de la membrane des vésicules de TriCat est un facteur essentiel dans
I'amélioration de la pénétration cutanée de I'actif. Ces résultats sont cohérents avec ce que
nous avons vu dans la partie bibliographique sur I'importance de la fluidité et de I'ultra-

déformabilité des vecteurs pour avoir une pénétration cutanée importante.
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Figure 39. Quantité de Texas Red (TxR) retenue dans la peau (rétention cutanée) et accumulée dans le récepteur (passage
transcutané) aprés 22 heures de I'application de Texas Red libre et encapsulé (TriCat/ Texas Red) a la surface de la peau &

une température cutanée inférieure (a gauche) ou supérieure (a droite) a la T.qnsition de la bicouche de TriCat [289].

Notre objectif est donc d’étudier la faisabilité de I'encapsulation du dendrimére dans les
vésicules de TriCat pour améliorer sa pénétration cutanée en s’assurant de la fluidité de la
membrane des vésicules a la surface de la peau. Tout d’abord, nous avons mis au point et
optimisé les conditions d’encapsulation du dendrimére. Ensuite, nous avons étudié les
caractéristiques physico-chimiques de la formulation, notamment la stabilité. Enfin, nous

avons étudié la fluidité de la membrane des vésicules.

Résultats :

1. Mise au point et optimisation de la stratégie de formulation d’ABP
Afin d’encapsuler le dendrimére ABP dans les vésicules de TriCat, nous avons envisagé
plusieurs méthodes de formulation. Dans les cas ou des vésicules catanioniques ont été
obtenues, nous avons caractérisé la taille des objets obtenus en diffusion dynamique de la

lumiére (DLS) et déterminé le taux d’encapsulation.
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Méthode A

La premiére méthode (A) repose sur la formation des vésicules catanioniques par la
participation du principe actif a sa propre formulation, concept développé dans notre équipe
aux IMRCP avec des AINS et des anti-histaminiques [279,280]. Nous avons donc tenté de
remplacer 'acide phosphinique, qui est le précurseur du tensioactif anionique, par le
dendrimeére, porteur de fonctions acides. Afin de préparer cette association catanionique, un
précurseur du dendriméere ABP porteur des groupements acide phosphonique, a la place des
groupements phosphonate, nommé ABP-A (ABP sous forme acide), a été synthétisé par nos
collaborateurs chimistes au Laboratoire de Chimie de Coordination (LCC). L'ABP-A,
contrairement a I’ABP, est trés peu soluble dans I'’eau. Dans cette association catanionique,
I’ABP-A est amené a étre le précurseur de I'amphiphile anionique, a la place de I'acide
phosphinique, et le L-Hyd12 est amené a étre le précurseur du tensioactif cationique. Un
équivalent d’ABP-A, portant a sa surface 24 groupements acide phosphonique, a été mélangé
avec différents équivalents de L-Hyd12, portant a sa surface une fonction amine (1; 12 ; 24 et
48 équivalents). Ce protocole n’a pas permis de former une association catanionique efficace
entre le L-Hyd12 et I’ABP-A par échange de protons. Ceci est probablement di a I'auto-
agrégation de I’ABP-A seul dans I'eau, d’ou sa faible capacité a s’associer au L-Hyd12. Ceci a
été confirmé par la présence de plusieurs populations en DLS et par I'observation des agrégats
de I'ABP-A seul en solution par microscopie électronique a transmission (résultats non

montrés). Ce protocole a donc été abandonné.
Méthode B

Le dendrimére ABP, porteur des groupements de surface phosphonate, est tres soluble dans
I'eau (solubilité > a 1 g/mL). La méthode B consiste donc a encapsuler ’ABP dans le coeur
aqueux des vésicules de TriCat. C'est le protocole général utilisé au laboratoire pour
encapsuler des molécules hydrophiles, telle que le Texas Red, dans les vésicules de TriCat
[283,287,289]. Ce concept consiste a disperser le TriCat, préalablement formé, dans une
solution aqueuse d’ABP a 2 mM. Plusieurs concentrations de TriCat ont été testées dans cette
méthode pour optimiser la formation d’objets : 0,1 mM ; 0,25 mM; 0,5 mM et 1 mM. Les
vésicules se forment spontanément en solution aqueuse, mais le milieu est soniqué afin
d’uniformiser la taille des vésicules formées. Cependant, les concentrations les plus élevées
de TriCat, 0,5 mM et 1 mM, ont conduit a une certaine instabilité des vésicules au cours du
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temps et ont donc été abandonnées. Les vésicules encapsulant I’ABP aux concentrations les
plus faibles, quant a elles, sont restées stables. Par la suite, le pourcentage d’encapsulation

d’ABP dans ces vésicules sera étudié.
Méthode C

La méthode C consiste a augmenter I'efficacité d’encapsulation d’ABP dans les vésicules par
la formation de la paire catanionique de TriCat en présence d’ABP. Ainsi, nous mettons en
contact I'ABP avec les précurseurs du tensioactif amphiphile, le L-Hyd12 et l'acide
phosphinique. Nous avons réussi par cette méthode a augmenter la concentration en TriCat
a 1 mM. Des quantités équimolaires de L-Hyd12 et d’acide phosphinique a des concentrations
de 1 mM et d’ABP a différents concentrations (2 mM et 0,5 mM) sont dispersées dans |'eau.
Nous avons varié la concentration en dendrimére afin de voir son effet sur la formation des
vésicules. Les vésicules sont formées selon le protocole décrit dans la partie expérimentale et

ont été caractérisées par la suite en termes de taille et de pourcentage d’encapsulation.
Méthode D

Sous forme phosphonates de sodium, I’ABP est hydrosoluble a pH neutre alors que I’ABP-A
(forme acide) est tres peu soluble. Cette faible hydrosolubilité d’ABP-A peut-étre un atout
pour l'insertion du dendrimére dans la bicouche des vésicules. La méthode D consiste a
maximiser les contacts entre les différents constituants de la formulation mais également a
insérer ’ABP non seulement dans le coeur aqueux des vésicules mais également dans la
bicouche hydrophobe des vésicules catanioniques [289]. Ainsi, nous avons formé la paire
catanionique a 1 mM en présence du précurseur d’ABP, ABP-A, afin de lui permettre de
s'insérer dans la bicouche hydrophobe des vésicules. Les vésicules formées ont été

caractérisées par la suite en termes de taille et de pourcentage d’encapsulation.

Le tableau 3 ci-dessous permet de résumer les concentrations des différents composés
utilisés dans les différentes méthodes de formulation du dendrimére dans les vésicules de

TriCat.
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Méthode de  [TriCat] [L-Hyd12] [Acide phosphinique] [ABP] [ABP-A] Stabilité des
formulation vésicules formées
0,1 mM stable
0,25 mM stable
Méthode B - - 2mM _
0,5mM Pas stable
1 mM Pas stable
0,5 mM stable
Méthode C - 1mM 1mM - -
2 mM stable
Méthode D - 1mM 1mM - 0,5 mM stable

Tableau 3. Récapitulatif des différentes méthodes de formulation du dendrimére dans les vésicules de TriCat.

Les vésicules catanioniques formées par les méthodes B, C et D ont été comparées en terme

de taille par une étude en DLS. La figure 40 indique la taille et I'intensité du signal en DLS des

vésicules formées suivant les différentes méthodes. Dans les cas ou la taille des vésicules est

du méme ordre, I'intensité du signal en DLS peut étre utilisée comme un indicateur de leur

nombre relatif.
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Figure 40. Diametres hydrodynamiques moyens (nm) et intensité en DLS (kcps) des vésicules encapsulant le dendrimeére.
Les vésicules sont préparées dans I'eau selon les méthodes de formulation B, C ou D avec des concentrations variables de
TriCat et de dendrimére. Les résultats sont représentés par la moyenne * SD (standard deviation) d’au moins 3 échantillons

indépendants.

Les vésicules de TriCat/ABP obtenues par les méthodes de formulation B et C, que ce soit a 2
mM (méthode B et C) ou 0,5 mM (méthode C) en ABP, présentent une taille moyenne
similaire, aux alentours de 220 nm (SD= 32). Dans un premier temps, nous pouvons conclure
qgue la concentration d’ABP n'a pas affecté de facon spectaculaire la taille des vésicules
formées. Par ailleurs, le diamétre obtenu est cohérent avec le diametre moyen des vésicules
de TriCat vides et des vésicules de TriCat encapsulant le Texas Red, qui est de I'ordre de 200
a 230 nm [283,284]. Ceci montre que le dendrimere ABP étant trés soluble dans I'eau est
encapsulé a l'intérieur du coeur aqueux des vésicules sans perturber leur formation. Si I'on
compare l'intensité diffusée en DLS, une augmentation du nombre d’objets est obtenue en
augmentant la concentration en TriCat de 0,1 mM a 0,25 mM par la méthode B et a 1 mM par

la méthode C.

Par contre, les vésicules formées par la méthode D sont plus grandes avec un diametre moyen
de 350 nm. Ceci est en accord avec les travaux antérieurs qui ont montré une augmentation

de la taille des vésicules lors de la synthése du TriCat en présence d'un principe actif
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hydrophobe, la BDP [289]. Ce comportement différent pour les vésicules de TriCat obtenues
par la méthode D, par rapport a celles formées par la méthode B et C, laisse penser que I’ABP-
A s’insere dans la bicouche des vésicules, modifiant ainsi leurs propriétés physico-chimiques.
Cette insertion d’ABP-A dans la bicouche des vésicules nécessitera d’autres caractérisations,

présentées ultérieurement, pour qu’on puisse la confirmer.

Nous avons ensuite déterminé [|'efficacité d’encapsulation qui va nous permettre de

sélectionner la formulation la plus pertinente pour le dendrimere ABP.

2. Efficacité d’encapsulation
Afin de déterminer I'efficacité d’encapsulation du dendrimere dans les vésicules de TriCat
obtenues selon la méthode B, C ou D, plusieurs techniques ont été envisagées, notamment
afin de séparer la partie non encapsulée de la partie encapsulée. La technique retenue pour
les méthodes B et C est 'ultracentrifugation alors que celle retenue pour la méthode D est la
séparation de la partie non encapsulée par filtration. Le choix de ces méthodes sera justifié

dans la partie suivante.

Méthode B et C

Plusieurs techniques ont été testées afin de séparer 'ABP non encapsulé des vésicules. La
dialyse, quant a elle, a été abandonnée vu que le dendrimere libre diffuse partiellement et
d’une maniere non reproductible a travers la membrane de dialyse. Nous avons ensuite réussi
a séparer I’ABP non encapsulé par ultracentrifugation a 'aide de filtres a centrifuger avec un
seuil de coupure de 100 KDa ou I’ABP traverse facilement la membrane. Les vésicules de
TriCat sont retenues sur le filtre et leur stabilité a été vérifiée par DLS. La quantité totale d’ABP
dans la solution vésiculaire avant ultracentrifugation et la quantité non encapsulée d’ABP
dans le surnageant obtenue apres ultracentrifugation nous a permis de calculer le %
d’encapsulation par un dosage spectrophotométrique (Les mesures de spectroscopie UV-
Visible ont été réalisées sur un spectrophotometre UV-visible a barrette de diodes Analytik

Jena Specord 600 a A=280,5 nm) (Tableau 4).
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Méthode de [TriCat] [L-Hyd12] [Acide phosphinique] [ABP] EE (%) £ SD
formulation

0,1 mMm 11+2
Méthode B —_— - - 2 mM
0,25 mM 14 +2
0,5 mM 31+2
Méthode C - 1mM 1mM
2mM 19+6

Tableau 4. Efficacité d’encapsulation (EE) de I’ABP dans les vésicules de TriCat préparées selon les méthodes B et C. Les

valeurs sont les moyennes + SD de 3 échantillons indépendants.

Méthode D

Afin de calculer le taux d’encapsulation du dendrimere formulé selon la méthode D, une
méthode de dosage a été mise en place par spectrofluorimétrie. En effet, nous avons tiré
profit des propriétés fluorescentes d’un analogue fluorescent de I’ABP-A, désigné ci-aprées
ABP-A-NIR (cf figure 69 chapitre 3), vu que le dosage par fluorimétrie est plus sensible que
celui par spectrométrie UV-Visible. Tout d’abord, nous avons vérifié que les vésicules de TriCat
encapsulant l'analogue fluorescent ont des caractéristiques de taille identique a la
formulation du dendrimeére non fluorescent, montré un peu plus loin (voir partie 4).

Ensuite, nous avons essayé de séparer la partie non encapsulée du dendrimére par
ultracentrifugation. Cependant, I'ultracentrifugation de la solution contréle d’ABP-A seul dans
I’eau a montré que la majorité du dendrimere reste retenue au niveau de filtre d{ a la faible

solubilité d’ABP-A ce qui rend la séparation par ultracentrifugation non adaptée.

Afin d’éliminer la majorité du dendrimére non encapsulé, la filtration avec un seuil de 1,2 um
a été retenue. En effet, la filtration de la solution contréle d’ABP-A seul permet d’éliminer la
guasi-totalité du dendrimére d’une facon reproductible. Ce protocole a été également utilisé
dans les travaux antérieurs pour éliminer la BDP, qui comme I’ABP-A, est tres peu soluble dans
I’eau [289]. Ce protocole nous a permis ainsi de séparer la partie non encapsulée sans altérer
les caractéristiques des vésicules.

La quantité de I’ABP-A-NIR totale dans la solution vésiculaire avant filtration a été mesurée
apres destruction des vésicules par du méthanol. Apreés filtration de I'échantillon vésiculaire,
la quantité de I’ABP-A-NIR encapsulée a été également mesurée apres dilution dans du

méthanol (Figure 41). On en déduit ainsi une efficacité d’encapsulation pour les vésicules
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catanioniques de 79% (+ 12%). Ceci montre que la concentration du dendrimére encapsulé
dans les vésicules de TriCat est de I'ordre de 0,4 mM. Il est important de noter que cette
concentration est 20 a 200 fois plus élevée que les concentrations actives du dendrimere

déterminées in vitro sur les monocytes.
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Figure 41. Spectres d’émission de fluorescence de I’ABP-A-NIR encapsulés (courbe pointillé) et de 'ABP-A-NIR totales

(courbe continu) dans la solution vésiculaire apres solubilisation dans le méthanol (Aex: 632 nm).

L'encapsulation du dendrimére dans les vésicules catanioniques est donc obtenue avec un
rendement beaucoup plus élevé avec la méthode D. En effet, dans la méthode B et C, le
principe actif est utilisé sous sa forme neutre qui est trés soluble dans I'eau et qui donc se
met principalement dans un environnement qui lui est favorable, la cavité hydrophile et le
volume extérieur des vésicules. Etant donné que le volume externe est beaucoup plus élevé
gue le volume interne des vésicules, nous avons une faible encapsulation dans le coeur agueux
des vésicules.

Ensuite, en comparant la formulation du dendrimére a 2 mM par la méthode B (11 a 14 %) a
celle de C (19 %), un rendement légerement plus élevé est obtenue en faveur de la méthode
C ce qui est cohérent avec la méthode de formulation. En effet, quand I’ABP est mis en contact
avec le systeme au début de la synthése de la paire catanionique et donc au moment de la
formation de la bicouche des vésicules (méthode C), une quantité du dendrimére ABP, di a

son coeur hydrophobe, peut s’insérer dans la bicouche. En formulant le dendrimére selon la
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méthode C a une concentration 4 fois moins élevée, a 0,5 mM, un % d’encapsulation de 31%
est obtenu. Ceci correspond a une concentration d’ABP encapsulée égale a 0,16 mM qui est
2,4 fois inférieure a celle obtenue en formulant le dendrimere a 2 mM (concentration
encapsulée égale a 0,38 mM). Ceci montre que le taux d’encapsulation n’est pas
concentration dépendante. Ceci suppose qu’une quantité supplémentaire ajoutée du
dendrimeére ne s’incorpore pas dans les vésicules.

Le taux d’incorporation le plus élevé dans les vésicules de TriCat a été obtenu avec la méthode
D. Ceci s’explique par le fait que I’ABP-A hydrophobe et insoluble est davantage incorporé
dans les bicouches des vésicules. Par ailleurs, un taux d’incorporation élevé dans les vésicules
de TriCat a été obtenu pour la phtalocyanine de chloroaluminium (92 + 2%), une molécule
hydrophobe [285]. Des mesures calorimétriques seront présentées, dans la suite de ce
manuscrit, pour étudier l'interaction d’ABP-A avec la bicouche de tensioactifs et confirmer
son positionnement au niveau de la bicouche catanionique.

En conclusion, la formulation TriCat/ABP-A obtenue selon la méthode D est la formulation la
plus efficace. Elle a donc été sélectionnée et sa caractérisation physico-chimique plus précise

a été entreprise.

3. Caractérisation physico-chimiques de la formulation TriCat/ABP-A

3.1. Morphologie de la formulation TriCat/ABP-A
La morphologie et la distribution de taille des vésicules de TriCat/ABP-A ont été observées en

microscopie électronique a balayage (MEB) et en DLS (Figure 42).
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Figure 42. (A) Image de MEB, (B) distribution de taille exprimée en intensité et (C) distribution de taille exprimée en nombre

des vésicules de TriCat/ABP-A préparées dans I'eau. (A) La barre d’échelle représente 200 nm.

L'image de microscopie électronique de la formulation TriCat/ABP-A montre la présence de
nombreux objets de forme sphérique (A). En DLS, le diamétre des vésicules varie
approximativement entre 80 et 700 nm avec un diametre moyen d’environ 350 nm (B).
L'indice de polydispersité (PDI) est de I'ordre de 0,3 (0,25 + 0,04). Cependant, comme les
grosses particules diffusent beaucoup plus de lumiére que les petites particules, I'aire des pics
(B) n’est pas proportionnelle a la quantité de particules dans I’échantillon. C’est pour cela que,
afin de visualiser la taille des vésicules la plus prépondérante, une distribution de la taille
exprimée en nombre (C) a été calculée par le logiciel de la DLS a partir de celle exprimée en
intensité. Cette distribution est obtenue en fixant I'indice de réfraction des vésicules a 1,67
[289]. Cette distribution montre une présence abondante des vésicules de taille aux alentours
de 100 nm (C), ce qui est en corrélation avec ce que nous observons en MEB. Bien que la
distribution de taille exprimée en nombre soit représentative de la taille des particules en
solution, la valeur approximative de l'indice de réfraction des vésicules catanioniques rend
son utilisation non appropriée dans notre étude. Ainsi, nous présenterons dans la suite de nos

travaux, la distribution de taille exprimée en intensité qui est plus correcte.

120




3.2. Stabilité de la formulation TriCat/ABP-A

3.2.1. Stabilité de la formulation TriCat/ABP-A au cours du temps
Afin de vérifier la stabilité des vésicules de TriCat/ABP-A a +4°C, nous avons suivi I’évolution
dans le temps de leur taille et de leur potentiel zéta.
La figure 43 montre que le diameétre hydrodynamique moyen des vésicules est conservé au
cours du temps. De méme, il n’y a pas de modification d’intensité de signal au cours du temps,
ce qui suggere que le nombre des vésicules varie trés peu. Ces résultats nous montrent que
la formulation TriCat/ABP-A conserve son intégrité et que les vésicules conservent leur taille

pendant plus de deux mois lorsqu’elles sont stockées a 4°C en solution.
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Figure 43. Stabilité dans le temps de la formulation TriCat/ABP-A. (A) Evolution dans le temps du diamétre hydrodynamique
moyen de la formulation TriCat/ABP-A a +4°C. Les résultats a chaque temps sont représentés par la moyenne + SD de 6

formulations indépendantes. (B) Distribution de taille de la formulation de TriCat/ABP-A a t=0 (DO) et aprés 60 jours (D60).

Lorsque des vésicules de TriCat vides sont formulées dans |'eau selon la méthode de
formulation D, elles présentent un diamétre hydrodynamique moyen de I'ordre de 180 nm,
inférieure a la taille des vésicules formées en présence d’ABP-A. Cependant, une précipitation
macroscopique de I’échantillon intervient le jour qui suit leur formation, confirmée en DLS
par la présence d’agrégats de I'ordre de plusieurs micrometres de diamétre. La stabilité dans
le temps du systéme TriCat/ABP-A par rapport au systéme TriCat seul renforce I’hypothése
gu’une interaction entre I’ABP-A et les tensioactifs de TriCat stabilise fortement les vésicules.
Nous avons également vérifié la stabilité des vésicules de TriCat/ABP-A en terme de potentiel

zéta. En effet, le potentiel z&ta est un bon indicateur des interactions entre les vésicules et
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donc de leur stabilité. Si les particules en suspension (les vésicules) ont un potentiel zéta
important, généralement > 30 mV en valeur absolue, elles auront tendance a se repousser et
limiter ainsi leur agrégation. Cependant, si les particules ont des valeurs de potentiel zéta
faibles, les forces attractives deviennent alors dominantes et les particules s’agregent [290].
Dans notre cas, les analyses du potentiel zéta ont permis de voir que pour les vésicules de
TriCat/ABP-A cette valeur est fortement négative, a -53 + 3 mV. Nous avons également
montré que le potentiel zéta de la formulation TriCat/ABP-A reste stable durant 14 jours
(Figure 44). Cela traduit la grande stabilité de la formulation, la forte charge négative de

surface empéche |'agrégation des vésicules de TriCat/ABP-A par répulsion électrostatique.
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Figure 44. Potentiel Zéta de la formulation TriCat/ABP-A. (A) Distribution du potentiel zéta des vésicules de TriCat/ABP-A a
JO. (B) Stabilité dans le temps du potentiel zéta des vésicules de TriCat/ABP-A stockées a + 4°C. Les résultats sont représentés

par la moyenne + SD de 3 échantillons indépendants.

3.2.2. Stabilité de la formulation TriCat/ABP-A a -20°C
Afin de garantir une efficacité maximale de la formulation, nous avons également suivi la
stabilité de la formulation dans des conditions de stockage a -20°C. La figure 45 montre que la
congélation/décongélation n’altére pas I'intensité du signal en DLS, ni l'intégrité et la taille
des vésicules de TriCat/ABP-A. Ceci nous nous a permis donc d‘envisager une longue

conservation de la formulation de TriCat/ABP-A a -20°C pour utilisation ultérieure.
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Figure 45. Stabilité de la formulation TriCat/ABP-A & -20°C. Diamétres hydrodynamiques moyens et intensités en DLS de la
formulation TriCat/ABP-A mesurés a 25°C apres un stockage a +4°C et a -20°C pendant 6, 14, 31 ou 62 jours. Les résultats

sont représentés par la moyenne de 4 mesures + SD effectuées sur un échantillon représentatif.

3.2.3. Stabilité de la formulation TriCat/ABP-A au pH cutané et a la dilution
Le pH de la formulation TriCat/ABP-A est d’environ 2,8. Ce pH acide est dl aux groupements
de surface de type phosphonique du dendrimeére ABP-A.
Comme la formulation est destinée a une application cutanée, nous avons évalué la stabilité
de la formulation TriCat/ABP-A au pH de la peau, qui est proche de 5. Les analyses de DLS
montrent que les vésicules sont stables en taille, ce qui est indispensable pour s’assurer de
I'intégrité des vésicules sur le site d'application (Figure 46A). Nous avons également montré la

stabilité de la formulation a la dilution dans I’eau (Figure 46B).
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Figure 46. Stabilité de la formulation au pH cutané et a la dilution dans 'eau. (A) Diamétres hydrodynamiques moyens et
intensités en DLS des vésicules de TriCat/ABP-A au pH de la formulation (2,8) et au pH proche de celui de la peau (5), ajusté
par l'ajout de NaOH. Les résultats sont représentés par la moyenne + SD de 3 échantillons indépendants pour chaque pH. (B)
Diamétres hydrodynamiques moyens et intensités en DLS des vésicules de TriCat/ABP-A formulées a 1 mM en TriCat dans

leau puis dilués au 1/5¢me dans I'eau. Les résultats sont représentés par la moyenne + SD de 2 échantillons indépendants.

4. Caractérisation de la formulation TriCat/ABP-A-NIR

4.1. Stabilité de la formulation TriCat/ABP-A-NIR
Afin de quantifier le dendrimére dans la peau par spectrofluorimétrie et d’étudier sa
profondeur de pénétration cutanée par microscopie confocale (partie lll), des analogues
fluorescents d’ABP (ABP-NIR) et d’ABP-A (ABP-A-NIR) ont été utilisés. Ces analogues
fluorescents ont I'avantage d’émettre un signal de fluorescence dans le proche infrarouge,
dans une gamme de longueur d'onde supérieure a celle de I'auto-fluorescence de la peau.
Afin d’envisager [l'utilisation de la formulation du dendrimére fluorescent pour des
expériences biologiques, nous avons voulu en vérifier les caractéristiques physico-chimiques.
Afin d’étudier le comportement de I'analogue fluorescent ABP-A-NIR dans les vésicules de
TriCat, la formulation a été préparée selon le méme protocole que celui précédemment décrit
pour le dendrimére non fluorescent (méthode D). La formulation, désignée par TriCat/ABP-A-
NIR, a été ensuite caractérisée par DLS. Afin que la détermination de la taille des vésicules en
DLS ne soit pas affectée par la fluorescence du dendrimére [291], nous avons dilué la

formulation TriCat/ABP-A-NIR au 1/5%™¢ dans I'eau. Comme montré dans les vésicules de
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TriCat/ABP-A, nous considérons que la dilution dans I'eau n’affecte pas la stabilité des

vésicules de TriCat/ABP-A-NIR.
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Figure 47. Stabilité dans le temps de la formulation TriCat/ABP-A-NIR. (A) Distribution de taille de la formulation TriCat/ABP-
A-NIR ¢ t=0 (D0) et aprés 28 jours (D28). (B) Evolution dans le temps du diamétre hydrodynamique moyen de la formulation

TriCat/ABP-A-NIR stockées a +4°C. Les résultats sont représentés par la moyenne + SD de 4 formulations indépendantes.

La figure 47A montre que la formulation TriCat/ABP-A-NIR présente une distribution de taille
similaire a celle de la formulation TriCat/ABP-A. Le diamétre hydrodynamique moyen est de
I'ordre de 350 nm et la distribution en taille est relativement variable (PDI 0,24 + 0,01).
Comme les vésicules de TriCat/ABP-A, cette formulation est stable au moins un mois
lorsqu’elle est stockée a + 4°C (Figure 47B).

Enfin, nous avons également confirmé que la formulation est stable aprés un stockage a -20°C

(Figure 48).
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Figure 48. Stabilité de la formulation TriCat/ABP-A-NIR a -20°C. Diamétres hydrodynamiques moyens de TriCat/ABP-A-NIR
mesurés a 25°C apres un stockage a +4°C et a -20°C pendant 7 et 21 jours. Les résultats sont représentés par la moyenne des

4 mesures *+ SD effectuées sur un échantillon représentatif.

Ces résultats montrent que les vésicules encapsulant les dendrimeres ABP-A et ABP-A-NIR
sont similaires en termes de taille et de stabilité. Nous avons également vérifié que le
dendrimére fluorescent a les mémes propriétés biologiques que le dendriméere non
fluorescent in vitro (voir partie 1V). Ceci valide donc la possibilité d’utiliser la formulation
TriCat/ABP-A-NIR pour suivre son devenir lors des expériences biologiques, notamment pour

les études de pénétration cutanée ex vivo.

4.2. Fluorescence de la formulation TriCat/ABP-A-NIR
L’ABP-A-NIR, comme I’ABP-A, est tres peu soluble dans I'eau. Ainsi le spectre d’émission de
fluorescence enregistré (Lex = 632 nm) est de faible intensité pour une solution aqueuse de
ce dendrimere. La comparaison des spectres d’intensité de fluorescence du dendrimére ABP-
A-NIR libre en solution aqueuse et celui formulé dans les vésicules de TriCat montre une tres
nette augmentation de l'intensité de fluorescence émise dans la solution correspondant aux
vésicules de TriCat/ABP-A-NIR (Figure 49). Ceci permet de renforcer I'hypothése de la
présence du dendrimere dans un environnement qui lui est favorable, c’est-a-dire un

environnement hydrophobe, dans ce cas la bicouche des vésicules de TriCat.
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Figure 49. Spectres d’intensité de fluorescence (Aex: 632 nm) de ’ABP-A-NIR libre en solution aqueuse (courbe pointillé) et

de 'ABP-A-NIR formulé dans les vésicules de TriCat (courbe continu).

5. Fluidité de la membrane

Aprés avoir étudié la stabilité des vésicules de TriCat/ABP-A, nous avons évalué l'influence
d’ABP-A sur la bicouche de TriCat par calorimétrie différentielle a balayage (DSC). En effet, la
DSC permet d'étudier l'effet de lincorporation d’une substance sur les propriétés
thermodynamiques de la bicouche lipidique. Cette substance peut interagir avec les parties
lipophiles (les chaines hydrocarbonées) de la bicouche, provoquant un désordre au niveau
des chaines grasses et aboutissant a une modification de la température de transition de

phase des chaines grasses de la bicouche de I'état gel ordonné a I’état fluide désordonné

[292].

Afin de pouvoir visualiser correctement la transition de phase de la bicouche des vésicules, il
est nécessaire de travailler en systeme relativement concentré. Ainsi, les bicouches de TriCat
ont été préparées a la concentration de 10 mM pour les études de DSC. Cependant, nous
n’avons pas pu augmenter la concentration en ABP-A a cause de sa tres faible hydrosolubilité
(méthode D). Nous avons donc gardé dans un premier temps la concentration en ABP-A fixe
a 0,5 mM. Nous avons ainsi pu comparer I'effet de 'ABP a 0,5 mM sur la bicouche des

vésicules en fonction des différentes méthodes de formulation.
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La figure 50 et le tableau 5 montrent, respectivement, les thermogrammes et les valeurs des
parameétres calorimétriques (température de début de transition Tonset, température qui
correspond au pic de transition Tpeak et flux de chaleur normalisé a la quantité de matiére
AHnorm) obtenus pour TriCat seul, TriCat/ABP-A (méthode D) et TriCat/ABP (méthode B et C).
Pour rappel, les méthodes B et C consistent a encapsuler I’ABP, la forme hydrosoluble. Dans
la méthode B, I'ABP est ajouté au TriCat préalablement formé alors que dans la méthode C, il

est ajouté au systéme au moment de la synthése de la paire catanionique de TriCat.

TriCat
\ TriCat/ABP-A Method D

TriCat/ABP Method B

TriCat/ABP Method C

Heatflow (W/g)

15 20 25 30 35 40 45 50
Temperature (°C)

Figure 50. Les thermogrammes obtenus par DSC de TriCat seul (A), de TriCat/ABP-A (méthode D) (rouge), de TriCat/ABP
(méthode B) (vert) et de TriCat/ABP (méthode C) (bleu) a la concentration de 0,5 mM en dendrimére apreés 4 cycles

thermiques.

Les thermogrammes obtenus montrent clairement que la température de début de transition
décroit de 33,5°C (Tpeak = 36°C) a 30,8°C (Tpeak = 33°C) avec TriCat/ABP-A. Cette diminution de
la température de transition est accompagnée d’une diminution de AHnorm de 0,12 J/g 2 0,03
J/g, traduit par un pic petit et large. Ce décalage de la température de transition montre que
la membrane se trouve a I'état fluide désordonné a plus basse température. De plus, la
diminution de la quantité d’énergie absorbée au cours de cette transition illustre que moins
de molécules de TriCat subissent cette transition et donc le reste est déja a I’état fluide sur
tout I'intervalle de température. Ces données confirment I’hypothése de I'insertion d’ABP-A

au sein de la bicouche des tensioactifs. Cette insertion altére I'ordre des molécules de
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tensioactifs et perturbe ainsi la transition des chaines qui ne subissent pas la transition a la
méme température.

Contrairement a I’ABP-A, la température de transition de phase des chaines de TriCat n’est
qgue légerement affectée par la présence d’ABP, que I’ABP soit formulé par les méthodes B ou
C. En effet, le pic de transition varie trés peu, de moins d’un degré, avec TriCat/ABP. Ceci
permet de confirmer I’hypothése qu’une faible fraction d’ABP, forme hydrosoluble, pourrait
s'insérée dans la bicouche de tensioactifs. Quant au flux de chaleur, il n’est pas affecté
significativement par la méthode B alors qu’une diminution significative est obtenue avec la
méthode de formulation C de 0,12 J/g pour TriCat seul a 0,08 J/g pour TriCat/ABP. Ceci est
cohérent vu que, dans la méthode C, I’ABP est mis en contact avec le systeme au début de la
synthése de la paire catanionique et donc c’est logique qu’une plus grande quantité

interagisse avec les molécules de tensioactifs et soit insérée dans la bicouche.

Systéme de formulation Tonset (°C) Tpeak (°C) Flux de chaleur
AHrorm (J/8)
TriCat seul 33,5+£02 36+£02 0,12
Méthode B 35+01 37 0,14 £ 0,01
TriCat + ABP 0,5 mM "
Méthode C 349+01 36,8+0,2 0,075 + 0,002
TriCat + ABP-A 0,5 mM Méthode D 30,8+0,2 33+0,1 0,026 + 0,004

Tableau 5. Parameétres calorimétriques déterminés par DSC pour le TriCat seul (A) et pour le TriCat avec le

dendrimere selon les méthodes de formulation B, C et D.

Dans le but de mieux étudier les interactions existantes au sein de la bicouche entre le TriCat
et le dendrimére ABP-A, nous avons fait varier dans un second temps la concentration d’ABP-
A de 0,05 mM a 0,8 mM pour une concentration en TriCat constante fixée a 10 mM. En effet,
cela devrait nous permettre de révéler I'effet de la concentration de I'actif encapsulé sur les

propriétés de la membrane.

Les extraits de thermogrammes de concentrations croissantes d’ABP-A encapsulés dans les

vésicules de TriCat sont présentés dans la figure 51 suivante.
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Figure 51. Température de début de transition de phase et intensité du flux de chaleur normalisé a la quantité de matiére
(en valeur absolue) au cours de la transition des échantillons de TriCat/ABP-A en fonction de la [ABP-A]. Ces résultats sont

extraits des thermogrammes correspondants.

La figure 51 montre que les effets thermiques de I'’ABP-A sur la bicouche des tensioactifs
dépendent de sa concentration. En effet, nous avons observé une diminution progressive de
la température de début de transition de 34,3°C (Tpeak = 35,5°C) jusqu’a 30°C (Tpeak = 32,2°C)
pour des concentrations croissantes en ABP-A allant de 0,05 mM a 0,8 mM. En parallele, la
variation d’enthalpie diminue de 0,13 J/g a 0,002 J/g devenant trés faible jusqu’a devenir
immesurable a 0,8 mM et au-dela. Il est important de noter qu’a des concentrations
supérieures a 0,65 mM, les intégrations des thermogrammes sont rendues difficiles d( a la
tres faible transition qui devient méme invisible a 1 mM en ABP-A. Ces résultats permettent
de montrer que la diminution de la température de transition dépend de la concentration en

dendrimére validant ainsi que le dendrimeére s’incorpore dans la bicouche des vésicules.

Discussion et conclusion

L'objectif de cette partie était d’optimiser la formulation du dendrimeére dans les vésicules
catanioniques de TriCat afin de pouvoir améliorer sa pénétration cutanée et de maximiser

ainsi son effet anti-psoriasique.
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Nous avons tout d’abord réussi a mettre au point une stratégie d’encapsulation du
dendrimére dans les vésicules de TriCat avec un fort rendement d’encapsulation (d’environ
80%). Cette stratégie optimisée repose sur la synthése de la paire catanionique du TriCat en
présence du précurseur sous forme acide du dendrimére ABP, ABP-A, trés peu soluble dans
I’eau. Conformément a I'étude de Castagnos et al. [285], ce rendement d’encapsulation élevé
qui a été également obtenu avec une molécule photo-sensibilisatrice hydrophobe, la
phthalocyanine de chloroaluminium, met en évidence I'incorporation du dendriméere ABP-A
au sein de la bicouche de tensioactifs et pas seulement dans le coeur aqueux des vésicules de

TriCat.

Nous avons ensuite étudié les caractéristiques physico-chimiques de la formulation
TriCat/ABP-A. Aprés I’encapsulation de I’ABP-A, nous avons obtenu des vésicules sphériques
présentant un diametre moyen autour de 350 nm avec un indice de polydispersité (PDI)
d’environ 0,3, indiquant une homogénéité acceptable des systémes vésiculaires [293].
L’augmentation de la taille des vésicules de TriCat/ABP-A, par rapport aux vésicules vides et
aux vésicules de TriCat/ABP, est en accord avec I’étude de Tah et al. qui ont également montré
une augmentation de la taille des vésicules catanioniques SDS/CTAB lorsque l'insuline,
protéine de masse moléculaire proche de celui du dendrimére (5800 Da), s’incorpore dans
leur membrane [294]. Ensuite, les analyses du potentiel zéta ont permis de montrer que la
charge superficielle des vésicules de TriCat/ABP-A était fortement négative avec un potentiel
zeta a -53 mV, ce qui est supérieur a la valeur obtenue pour des vésicules de TriCat vides qui
est autour de -30 mV. Cette augmentation de la charge négative a la surface des vésicules de
TriCat/ABP-A peut s’expliquer par la contribution des groupements anioniques du
dendrimére a la charge de ce systéme. Pour |'application envisagée pour ces vésicules, ces
résultats sont prometteurs car plusieurs études ont montré qu'un systeme vésiculaire ayant

un potentiel zéta négatif favorise la pénétration cutanée [295-297].

Comme la stabilité du systeme de vectorisation est un parametre essentiel pour garantir son
utilisation pour une application cutanée, nous avons vérifié que ces vésicules de TriCat/ABP-
A présentent une tres grande stabilité en présence du dendrimeére inséré dans leur structure
(plus de deux mois a + 4°C). Cette grande stabilité physique des vésicules de TriCat/ABP-A,
contrairement a celle des vésicules de TriCat vides préparées par cette méthode, peut étre

expliquée d’une part par la présence d’une charge de surface négative plus élevée et donc a
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des forces de répulsions électrostatiques plus élevées qui empéchent I'agrégation et la fusion
des vésicules entre elles. Ceci est en accord avec I'étude de Yang et al. qui ont montré la
stabilité pendant 6 mois de la formulation des gypénosides dans des nanoparticules lipidiques
nanostructurées (NLC) ayant un potentiel zéta négatif élevé (-56,0 + 3,4 mV) [298]. D’autre
part, cette stabilité pourrait également étre due a I’existence d’une interaction forte entre le

dendrimére et les tensioactifs de TriCat qui renforce la stabilité de la formulation.

Nous avons également montré la stabilité de la formulation TriCat/ABP-A au pH de la peau
qui est proche de 5, en moyenne de 4,7 [299], ce qui nous parait essentiel pour garantir
I'intégrité de la formulation sur le site d’application. Cependant, une instabilité de la
formulation TriCat/ABP-A a été observée a des pH > 6 avec une augmentation du diameétre
moyen de 350 nm a 500 et 700 nm environ (donnée non représentée). Par ailleurs, un
gradient de pH existe a travers la peau, passant de valeurs acides a la surface de la peau a un
pH presque neutre autour de 7,4 dans |'épiderme viable [300-302]. Néanmoins, cette
instabilité de la formulation a pH élevée pourrait étre un avantage pour une application
cutanée car elle pourrait commencer a déstabiliser et a libérer le dendrimeére dans I'épiderme
viable pour exercer ses effets thérapeutiques aprés avoir traversé la barriére cutanée, le

stratum corneum.

Nous avons ensuite étudié les interactions qui existaient entre le dendrimére ABP-A et les
bicouches de tensioactifs de TriCat. Nous avons observé une diminution de la température de
transition de phase des chainesde TriCat en présence d’ABP-A et nous avons montré que cette
diminution est concentration-dépendante. Ceci s’explique par l'insertion d’ABP-A au sein de
la bicouche perturbant ainsi les interactions entre les molécules de tensioactifs. Ceci nous a
permis de confirmer la présence d’une interaction forte entre I’ABP-A et la bicouche de TriCat
qui pourrait contribuer a la stabilité de la formulation. Ce résultat est effectivement cohérent
avec I’étude de Richard et al. qui ont montré une diminution de la Tpeak de 36 231 °Cet a 32,5
°C suite a l'insertion d’éthanol et de BDP (hydrophobe), respectivement, dans la bicouche de
TriCat [288,289]. Castangia et al. ont également montré une diminution de la température de
transition des chaines grasses de liposomes de 54°C a 50°C suite a I'intercalation du diclofénac
dans leur membrane [303]. On peut conclure que I’ABP-A est capable de modifier la fluidité
de la membrane en s’insérant au sein de la bicouche de TriCat grace a sa faible hydrosolubilité.

Ainsi, 'ABP-A rend la membrane des vésicules de TriCat plus fluide et désordonnée a la
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température de la peau (Tpeau Variant entre 33 et 35°C). C’est une caractéristique importante
en faveur de la pénétration cutanée. En effet, cela permet de limiter I'utilisation d’additifs
modulant la fluidité de la bicouche des vésicules, tels que I'éthanol dans le cas des éthosomes.
En conclusion, les caractéristiques physico-chimiques de la formulation TriCat/ABP-A en
termes de taille, de potentiel zéta, d’efficacité d’encapsulation, de fluidité membranaire a la
surface cutanée ainsi que leur grande stabilité traduisent leur pertinence en tant que systeme
de vectorisation du dendrimére. Une étude de pénétration cutanée a donc été menée dans
la partie Il sur différents modeles de peaux ex vivo afin de valider la performance de notre

formulation.
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Partie 11l : Etude de la pénétration cutanée de la formulation ex vivo

Apreés avoir caractérisé la formulation la plus efficace pour I'encapsulation du dendrimere,
nous avons réalisé des études de pénétration cutanée. L'objectif de ces études était d’évaluer
la capacité des vésicules catanioniques a améliorer la pénétration du dendrimére dans les
couches profondes de la peau en vue d’une application dans la prise en charge du psoriasis

par voie cutanée.

Choix du modeéle d’étude de pénétration cutanée

L'absorption cutanée d’un principe actif se fait par plusieurs étapes : la pénétration a travers
le stratum corneum puis la diffusion a travers les différentes couches de I'épiderme viable et
du derme et le passage ensuite vers la circulation sanguine. Cette pénétration cutanée peut
étre étudiée par différentes techniques in vivo et ex vivo. Les études in vivo sont idéales car
elles présentent I'avantage d’étudier la pénétration cutanée des principes actifs dans leur
conditions d’utilisation réelles mais sont souvent exclues pour des raisons éthiques et
pratiques [304]. Pour cela, les modeles ex vivo sur peaux humaines, issues de chirurgies
plastiques abdominales, ou animales sont les plus couramment utilisés. Les modéles animaux
incluent le porc, la souris, le rat et le cochon d’inde [304]. L'inconvénient majeur des rongeurs
est que leur peau présente des propriétés histologiques et barriéres différentes de celles de
I'homme. La peau d’oreille de cochon, quant a elle, est décrite comme le modéele le plus
représentatif de la peau humaine [305-307]. En effet, la peau d’oreille de cochon est
histologiquement similaire a la peau humaine au niveau de I"épaisseur du stratum corneum,
de sa composition lipidique, de la densité pileuse, de la structure dermique et de la
morphologie générale (Figure 52) [305]. De plus, des similitudes entre la peau porcine et la
peau humaine ont été signalées au niveau des propriétés immunohistochimiques [308]. En
plus d’avoir une structure similaire a la peau humaine, la peau d'oreille de cochon est
également pratique a obtenir et a été largement utilisée dans les études de pénétration

cutanée [304,309].
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Figure 52. Aspect histologique comparable entre la peau d’oreille de cochon (A) et la peau humaine (B) (Coloration
Hémalun-Eosine-Saffron). HF : follicules pileux ; SwG : glandes sudoripares ; SG : glande sébacées ; AD : adipocytes ; Mu:

muscle [308].

La cellule de diffusion de Franz (Figure 53) est la technique la plus utilisée pour des études de
perméation cutanée ex vivo [310]. La cellule de Franz comprend un compartiment donneur
qui est séparé du compartiment récepteur par une membrane d’origine synthétique, animale
ou humaine. La formulation est déposée dans le compartiment donneur, a la surface du
stratum corneum, et va diffuser a travers les différentes couches de la peau vers le
compartiment récepteur. Ces deux compartiments sont contrélés en terme de température
par une double enveloppe a courant d’eau. La composition du récepteur doit présenter une
solubilité adéquate pour le principe actif et étre biocompatible pour ne pas altérer la barriere
cutanée [311]. Pour les principes actifs hydrosolubles, une solution tamponnée (pH= 7,4) est
considérée comme le meilleur choix pour mimer la circulation sanguine. Apres 24 heures, le
passage transcutané ainsi que la rétention cutanée sont mesurés. En effet, le passage
transcutané correspond a la quantité de principe actif dans le milieu récepteur. Cela traduit
donc la quantité de principe actif qui a pu traverser la peau et atteindre la circulation
systémique grace a la vascularisation du derme. La rétention cutanée, quant a elle,
correspond a la quantité de principe actif qui a été retenue dans I'épiderme et le derme apres

I’étape de diffusion et I’élimination de I'’excédent de la formulation a la surface de la peau.
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Figure 53. Schéma représentatif de la Cellule de Franz. Adaptée de [311].

Résultats :

1. Quantification de la rétention d’ABP-NIR dans la peau porcine

Dans notre étude, nous avons utilisé, dans un premier temps, le modeéle de la peau d’oreille
de cochon sur cellule de Franz pour évaluer le potentiel de pénétration cutanée de la
formulation.

Nous avons récupéré les peaux d’oreilles de cochon aux abattoirs de Montauban. Les peaux
ont été ensuite excisées, dégraissées afin d’éliminer le tissu adipeux, puis congelées afin de
les conserver pour une utilisation ultérieure. En ce qui concerne |'effet de la congélation sur
la pénétration cutanée des actifs, des études ont montré qu’aucune différence significative
n’a été observée entre la peau fraiche et la peau congelée pendant une période au-dela d’un
an [312,313].

Nous avons tiré profit des propriétés fluorescentes de I’ABP-NIR et de I'ABP-A-NIR pour
qguantifier par fluorimétrie le dendrimére retenu dans la peau et présent dans le milieu
récepteur (PBS). Vu que nous formulons le dendrimére sous sa forme acide, nous avons donc
voulu évaluer la pénétration cutanée des deux formes libres du dendrimeére, neutre et acide.
Le dendrimeére a été donc appliqué a la surface de la peau sous ses formes libres et formulée
a la méme concentration afin de voir 'apport des vésicules. La température a la surface de la
peau est maintenue a 35°C, car elle varie généralement entre 33 et 35°C en fonction de

plusieurs facteurs (I'age, le sexe, I'état sanitaire, |'activité physique et la région du corps)
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[314]. Au contact de la surface cutanée, la membrane des vésicules devrait passer a I'état
fluide désordonné.

Apres 24 heures, nous n’avons rien détecté dans le compartiment récepteur que ce soit avec
le dendrimeére sous ses formes libres ou sous sa forme formulée. Cela pourrait étre dQ, soit a
I’'absence d’une pénétration a travers la peau, soit a la pénétration d’une tres faible quantité
non détectable due a la sensibilité de la technique. En ce qui concerne la rétention cutanée
(Figure 54), la quantité de dendrimeére retenue dans la peau aprés une administration d’ABP-
A-NIR libre est Iégerement supérieure a celle aprés I'application de I’ABP-NIR libre (1% + 0,1
et 2% + 0.2 de la dose appliquée de ’ABP-NIR et de I’ABP-A-NIR, respectivement). Cependant,
cette augmentation n’est pas statistiquement significative (p>0,05). Cette légere
augmentation peut étre expliquée par la plus grande hydrophobie du dendrimére ABP-A-NIR.
Lorsque la peau est traitée par la formulation TriCat/ABP-A-NIR, la quantité de dendrimeére
retenue dans la peau est significativement augmentée d’un facteur 2/3 (3,5% * 0,3) (Figure
54). Cela montre clairement I'efficacité des vésicules catanioniques dans I'amélioration de la
pénétration cutanée du dendrimeére. De plus, la formulation démontre sa capacité a cibler le
site cutané sans passage par voie systémique qui pourrait étre a I'origine d’effets indésirables

suite a une utilisation a long terme.
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Figure 54. Pourcentage de dendrimére retenue dans la peau d’oreille de cochon (épiderme + derme) aprés 24 heures de
I'application des solutions suivantes sur la surface de la peau : ABP-NIR (n=4), ABP-A-NIR (n=9) et formulation TriCat/ABP-
A-NIR (n=15). Les résultats sont représentés par la moyenne + SEM (standard error mean). Apreés évaluation de la normalité
des données par un test Shapiro-Wilk, les analyses statistiques ont été effectuées par un test One Way ANOVA suivi du test

Tukey pour comparer les trois groupes entre eux. ***p <0,001 ; ns = non significatif p >0,05.
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2. Evaluation de la profondeur de pénétration cutanée par microscopie

confocale

2.1. Evaluation de la profondeur de pénétration sur peau porcine
Aprés avoir montré que la formulation TriCat/ABP-A-NIR a permis d’augmenter
significativement la rétention cutanée du dendrimére, nous avons voulu évaluer par
microscopie confocale la profondeur de pénétration. Comme I'expérience précédente, nous
avons comparé la profondeur de pénétration cutanée du dendrimere sous sa forme formulée,
TriCat/ABP-A-NIR, a celle du dendrimére sous ses deux formes libres, ABP-NIR et ABP-A-NIR.
Apres 24 heures de traitement, les échantillons de peaux d’oreille de cochon ont été
démontés des cellules de Franz, lavés au PBS, bien séchés puis congelés. Des cryo-coupes de
10 um ont été faites pour la visualisation de la profondeur de pénétration dans la peau par
un microscope confocal. La fluorescence de I’ABP-NIR est codée en rouge. Une peau controle
traitée au PBS a été utilisée pour évaluer I'auto-fluorescence de la peau dans le canal de I’ABP-

NIR (Figure 55A).
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Figure 55. Observation de la profondeur de pénétration cutanée ex vivo sur peau porcine. Images représentatives de
microscopie confocale de coupes de peau de 10 um d’épaisseur obtenues apres la diffusion de PBS (contréle) (A), d’ABP-NIR
libre (B), d’ABP-A-NIR libre (C) et de la formulation TriCat/ABP-A-NIR (D) dans la peau d’oreille de cochon aprés 24h a 35 °C.

La barre d'échelle représente 50 um.
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La figure 55 montre que les peaux d’oreilles de cochon traitées par les dendrimeéres libres,
ABP-NIR (B) et ABP-A-NIR (C), présentent une fluorescence rouge répartie uniguement dans
les couches de stratum corneum et absente dans les couches profondes de la peau (épiderme
viable + derme). Cependant, lorsque le dendrimere ABP-A-NIR est formulé dans les vésicules
de TriCat (D), une distribution plus large de la fluorescence rouge a été observée dans le
stratum corneum et également plus profondément dans I'épiderme viable. De plus, la
fluorescence rouge du dendrimére apparait aussi dans des zones du derme. En conclusion,
cette étude permet de montrer que le dendrimére ne pénétre profondément dans la peau

qgue lorsqu’il est formulé dans les vésicules de TriCat, sinon il reste dans le stratum corneum.

2.2. Evaluation de la profondeur de pénétration sur peau humaine

Afin de valider ce résultat, nous avons également évalué la pénétration cutanée sur des
explants de peaux humaines issues de chirurgies plastiques abdominales (société Genoskin®).
La diffusion des échantillons dans la peau humaine a été faite selon le protocole
précédemment décrit. Dans cette étude, nous avons comparé la pénétration de I’ABP-NIR
libre a I’ABP-A-NIR formulé dans les vésicules de TriCat. L’ABP-A-NIR sous forme libre n’a pas
été testée pour deux raisons; d’une part, car les deux formes libres ont montré un
comportement similaire sur peau porcine, et d’autre part, nous n’avons pas eu assez des
explants de peaux humaines et donc nous avons choisi de limiter notre étude a la forme
neutre du dendrimere libre.

L'explant de peau humaine traité par du PBS montre I'absence d’auto-fluorescence de la peau
dans le canal de I’ABP-NIR (Figure 56A). La figure 56B a permis de montrer qu’apres 24 heures
d’application, le dendrimére non formulé est accumulé dans les premieres couches du
stratum corneum. La formulation, quant a elle, a permis une pénétration plus profonde de
dendrimére dans le stratum corneum, dans I'épiderme viable et également dans des zones du
derme (Figure 56C). Ces résultats confirment ce que nous avons obtenus avec les études de

pénétration sur peau porcine.
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Figure 56. Observation de la profondeur de pénétration cutanée ex vivo sur peau humaine. Images représentatives de

microscopie confocale de coupes de peau de 10 um d’épaisseur obtenues apreés la diffusion de PBS (contréle) (A), d’ABP-NIR
libre (B) et de la formulation TriCat/ABP-A-NIR (C) dans la peau humaine aprés 24h a 35 °C. Le DAPI a été utilisé pour la

coloration des noyaux (bleu). La barre d'échelle représente 50 um.

2.3. Evaluation de la profondeur de pénétration sur peau murine psoriasique
induite par I'lMQ
Pour compléter notre étude de I'évaluation de la profondeur de pénétration cutanée du
dendrimére ABP-A-NIR formulé dans les vésicules du TriCat, nous avons choisi d’utiliser une
peau psoriasique murine induite par I'IMQ (cf chapitre 1 partie 6), vu que la formulation est
destinée pour la prise en charge du psoriasis. Bien que la peau porcine soit une alternative
bien reconnue a la peau humaine pour les études de pénétration, il n'existe toujours pas de

modeéle de peau porcine développé pour simuler les Iésions psoriasiques.
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2.3.1. Caractérisation des lésions cutanées induites par IMQ

Afin d’induire une inflammation cutanée comparable a la peau psoriasique selon le protocole
décrit par van der Fits et al., nous avons appliqué chaque jour la creme d’Aldara creme (5%
IMQ) sur le dos rasé et épilé des souris Balb/c pendant 7 jours. Nous avons appliqué dans les
mémes conditions la vaseline, qui est utilisée dans la majorité des études comme controle, et
également le xanthane qui est I'un des excipients neutres présent dans la créme d’Aldara. A
J7, les souris ont été sacrifiées et les peaux traitées ont été récupérés pour les analyses
histologiques et les études de pénétration cutanée ex vivo.

L’analyse histologique au dernier jour montre que les souris traitées par la vaseline
présentent une légere inflammation par rapport a celles traitées par le xanthane. En effet, la
figure 57B montre que les souris traitées par la vaseline présentent un épiderme plus épais et
plus d’infiltrat immunitaire dans le derme que les souris traitées par le xanthane. Cette
différence est moins évidente au niveau macroscopique (Figure 57A). Ceci nous a conduits a
abandonner l'utilisation de la vaseline comme contréle dans les prochaines expériences.
Cependant, pour les souris traitées avec I'IMQ, I'observation macroscopique met bien en
évidence la présence des lésions cutanées érythémateuses, squameuses et épaisses. Cette
observation est confirmée par une analyse histologique qui montre le développement des
caractéristiques histopathologiques du psoriasis : |'acanthose, I’hyperkératose, la
parakératose, I'absence de la couche granuleuse, la spongiose (cedéme intercellulaire qui
élargit les espaces interkératinocytaires de I'épiderme), la présence d’un infiltrat immunitaire

dense et la formation des micro-abcés de Munro (Figure 57B).
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Figure 57. Observations macroscopiques et microscopiques de la peau du dos des souris Balb/c traitées quotidiennement

par le xanthane, la vaseline ou I'imiquimod. (A) Phénotype des souris a J7. (B) Coupes histologiques représentatives de la
peau du dos des souris aprés coloration HE a J7. La barre d’échelle représente 50 um. Les fléches a deux pointes, blanche et
jaune, indiquent I'acanthose et I’hyperkératose, respectivement, la fleche blanche a pointe unique représente le micro-abces
de Munro, les triangles blanc et jaune montrent I'absence de la couche granuleuse et la parakératose, respectivement, et le

double triangle blanc montre l'infiltrat immunitaire.

Donc, on peut conclure que l'application journaliere d'IMQ a permis d’obtenir une
inflammation cutanée ayant les principales caractéristiques du psoriasis, ce qui est en accord

avec I’étude de van der Fits et al.
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2.3.2. Etude de pénétration cutanée ex vivo

Afin d’étudier la pénétration cutanée de la formulation ex vivo sur peau psoriasique induite
par I'IMQ, les peaux traitées par I'lMQ ont été montées sur cellule de Franz puis traitées par
le dendrimeére sous ses formes libres et formulée selon le protocole précédemment décrit.

La distribution de la fluorescence du dendrimere dans la peau de la souris psoriasique traitée
par le dendrimére sous formes libres et formulée est illustrée dans la figure 58 (B, C et D). Afin
de déterminer si I'auto-fluorescence de la peau psoriasique interféere avec l'intensité de
florescence de I’ABP-NIR, une peau psoriasique controle a été utilisée et a permis de montrer
I"'absence de signal de florescence dans le canal d’ABP-NIR, comme illustrée dans la figure 58A.
Les figures 58B et 58C montrent la distribution d’ABP-NIR dans les peaux traitées par les deux
formes libres du dendrimére, neutre et acide, respectivement. Une intensité de fluorescence
élevée est observée dans les couches profondes du stratum corneum qui diminue
progressivement dans I'épiderme viable et le derme. Pour chacune des deux conditions, les
deux images représentatives de la méme coupe de peau montrent une hétérogénéité de la
fluorescence de pénétration tout le long de la coupe. Lorsque le dendrimere est encapsulé
dans les vésicules, une intensité de fluorescence plus élevée est observée dans le stratum
corneum et surtout dans les couches plus profondes de I'épiderme viable et dans des zones
du derme. Cette intensité de fluorescence est homogeéne le long de la coupe comme l'illustre
la figure 58D. Afin de mieux comparer la pénétration des différents groupes, une analyse
guantitative de la fluorescence dans la peau par spectrofluorimétrie, comme décrit dans la
partie 1, serait intéressante a réaliser. Cependant, cette quantification en microscopie
confocale n’est pas possible vu que le dendrimére formulé et non formulé ne fluorescent pas
de la méme maniére et nous n’avons pas pour le moment d’informations sur la forme du
dendrimére dans la peau s’il existe sous sa forme libre ou toujours en association avec les

constituants vésiculaires.
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Figure 58. Observation de la profondeur de pénétration cutanée ex vivo sur peau psoriasique murine induite

par 'IMQ. Images représentatives de microscopie confocale de coupes de peau de 10 um d’épaisseur obtenues
apres la diffusion de PBS (contréle) (A), d’ABP-NIR libre (B), d’ABP-A-NIR libre (C) et de la formulation TriCat/ABP-
A-NIR (D) dans la peau psoriasique induite par I'IMQ aprés 24h a 35 °C (deux images par coupe pour chacune des

conditions). Le DAPI a été utilisé pour la coloration des noyaux (bleu). La barre d'échelle représente 50 um.
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Pour résumer, les dendrimeres non formulés, ABP-NIR et ABP-A-NIR, pénetrent dans
I’épiderme et le derme de la peau psoriasique induite par I'lMQ. Ce résultat a déja été observé
dans notre premiére publication ou nous avons montré que la pénétration du dendrimere
dans la peau psoriasique est a l'origine de son effet anti-psoriasique (cf partie 1). Ce
comportement de pénétration des dendrimeres libres dans la peau psoriasique semble étre
différent de leurs comportements dans les peaux porcine et humaine saines, ce qui est
logique vu que d’une part, la peau murine est plus perméable que les peaux humaine et
porcine, et d’autre part, il est connu que la peau murine psoriasique présente une fonction
barriere altérée par rapport aux peaux porcine et humaine saines. L’hétérogénéité de
I'intensité de fluorescence observée avec les dendriméres non formulés pourrait étre due a
la présence de zones de la peau plus ou moins altérées, donc plus ou moins perméables a la

pénétration des dendrimeres.

Discussion et conclusion

L’objectif de cette troisieme partie était d’évaluer I'aptitude de la formulation TriCat/ABP-A-
NIR a améliorer la pénétration du dendrimére ABP dans les couches cutanées profondes.
Nous avons étudié la pénétration cutanée durant 24 heures ex vivo sur différents modeles de
peaux en utilisant les cellules de diffusion de Franz. Dans un premier temps, nous avons choisi
d’étudier la pénétration cutanée de la formulation TriCat/ABP-A-NIR sur la peau d’oreille de
cochon qui est le modéle le plus représentatif de la peau humaine [307,315] et qui est
recommandé par I'Organisation de Coopération et de Développement Economiques (OCDE).
Nous avons premieérement montré que la formulation TriCat/ABP-A-NIR favorise la rétention
du dendrimere dans la peau d’oreille de cochon de maniere significative par rapport aux
formes libre du dendrimere. En effet, les études par microscopie confocale ont démontré que
les deux formes libres du dendrimeére, neutre et acide, sont retenues dans les couches
superficielles de I’épiderme, le stratum corneum. Par contre, la formulation TriCat/ABP-A-NIR
est capable d’améliorer significativement la pénétration du dendrimeére jusqu’a I'épiderme

viable et le derme.
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Dans un second temps, nous avons évalué la pénétration cutanée sur des explants de peaux
humaines. Nous avons démontré que, comme pour la peau d’oreille de cochon, la formulation
TriCat/ABP-A-NIR permet une pénétration plus importante du dendrimeére jusqu’au derme.
Vu que la formulation est destinée au traitement du psoriasis par voie cutanée, nous avons
évalué, dans un troisieme temps, la pénétration cutanée du dendrimere sous ses formes
libres et formulée sur un modele de peau psoriasique induite par I'I[MQ. Nous avons démontré
par la suite que les deux formes libres du dendrimére pénétrent dans la peau malade
contrairement a ce que nous avons observé dans la peau saine. En effet, le stratum corneum,
comme déja vu, est la principale barriére qui s'oppose a la pénétration des actifs. Cette
altération du stratum corneum dans la peau murine psoriasique induite par I'IMQ a
considérablement réduit les propriétés barrieres de la peau et a favorisé par la suite la
pénétration du dendrimére. Nos résultats sont en accord avec ceux de I’étude de Lin et al. qui
ont montré une augmentation de la rétention de médicaments anti-psoriasiques dans la peau
psoriasique induite par I'IMQ par rapport a la peau normale. En effet, la rétention cutanée de
I'acide 5-aminolévulinique (log P=-1,5), de calcipotriol (log P= 3,88), et de I'acide rétinoique
(log P=6,3) a été augmenté d’un facteur de 5,61, de 8,08 et de 1,66, respectivement [316].
Sun et al. ont également montré une amélioration significative de la pénétration de la 5-
fluouracile (log P=-0,95) et de I'indométacine (log P= 4,27) dans la peau murine psoriasique
induite par I'lMQ par rapport a la peau normale [317]. De plus, nous avons également montré
qgue la formulation, contrairement a I’hétérogénéité de l'intensité de fluorescence dans les
peaux traitées par les dendrimeres libres, induit une répartition de 'intensité de fluorescence
élevée et homogene dans les coupes de peaux malades. Ceci indique bien que la formulation
TriCat/ABP-A-NIR favorise la pénétration cutanée du dendrimére, y compris au niveau des
zones cutanées les moins altérées.

En plus des études sur peaux porcine, humaine et murine psoriasique, des études sont en
cours dans nos équipes en collaboration avec l'unité de différenciation épidermique et
autoimmunité rhumatoide (UDEAR), dans le cadre de ’ANR TANDANSS (Agence nationale de
la recherche), pour évaluer le pouvoir de pénétration de la formulation sur des épidermes
humains reconstruits (RHE, Reconstituted Human Epidermis) produits in vitro a partir de
kératinocytes isolés de biopsie de peaux humaines (un autre modele cutané).

L'ensemble de ces résultats permettent de démontrer I'apport indéniable de notre

formulation en tant que systeme d’administration par voie cutanée. Cette amélioration de la
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pénétration du dendrimere pourrait étre tres efficace pour le traitement du psoriasis en
raison de la pénétration de I'actif dans I'épiderme viable et le derme (sites d’action). La
fluidité de la membrane des vésicules a la température de la peau semble étre responsable
de cette meilleure pénétration cutanée du dendrimere [289]. A l'instar de la fluidité et la
déformabilité de la membrane des transfersomes (suite a I'insertion d’un Edge Activator EA)
et des éthosomes (suite a I'insertion d’éthanol), la fluidité de la membrane des vésicules
catanioniques suite a l'insertion d’ABP-A pourrait permettre aux vésicules a traverser les
espaces intercellulaires étroits du stratum corneum et libérer par la suite le dendrimére
encapsulé dans I’épiderme viable. En effet, des travaux antérieurs réalisés dans notre équipe
ont permis de démontrer qu’une interaction entre des vésicules catanioniques de TriCat et
des vésicules unilamellaires géantes (GUV), utilisées comme modéles de membranes
cellulaires, peut conduire a la fusion spontanée des membranes lipidiques des deux systéemes
[287,318]. Ceci pourrait aussi expliquer la capacité des vésicules catanioniques a interagir
avec les lamelles lipidiques intercellulaires du stratum corneum facilitant ainsi leurs propres

voies a travers le stratum corneum vers |'épiderme viable.
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Partie IV : Evaluation des propriétés anti-inflammatoires de la
formulation in vitro

Grace a la formulation TriCat/ABP-A que nous avons mise au point et optimisée, nous avons
obtenu des vésicules encapsulant le dendrimére jusqu’a 80% environ, fluides a la surface
cutanée et présentant une grande stabilité dans le temps. De plus, nous avons validé
I'efficacité de cette formulation a améliorer la pénétration du dendrimere vers les couches

profondes de la peau.

Dans la suite de notre étude, nous avons voulu évaluer |'effet biologique du dendrimere
formulé in vitro. En effet, nous avons voulu voir si la formulation pourrait empécher ou
modifier la capacité du dendrimere a induire son activité anti-inflammatoire in vitro. Nous
avons également voulu évaluer si le vecteur lui-méme (vésicules vides) présente un effet
biologique in vitro. Le dendrimere ABP, comme illustré dans le chapitre 1 partie 5.2.2,
présente des propriétés biologiques de type anti-inflammatoires et immuno-modulatrices
envers différentes cellules immunitaires. Dans cette partie, nous avons choisi de nous
focaliser sur I'effet du dendrimére formulé sur I'activité anti-inflammatoires des monocytes
humains primaires in vitro, qui est la cible du dendrimeéere la plus étudiée in vitro
[124,127,138,319]. Le dendrimére ABP, comme illustré dans la partie bibliographique, se lie
spécifiguement et rapidement (en quelques secondes) a la surface des monocytes suivie
d’une internalisation rapide (en quelques minutes) dans les monocytes [127]. Cette
internalisation est I'un des mécanismes permettant a I’ABP d’induire une activité anti-
inflammatoire sur les monocytes. Cette activité anti-inflammatoire est révélée par des
changements morphologiques (une augmentation de la taille et la granulosité des monocytes)
et une diminution de I'expression des marqueurs a sa surface tels que celle de HLA-DR

(molécules de CMH classe 1l) (au niveau phénotypique) [127].

Dans cette partie, nous avons d’abord vérifié que I’ABP et son analogue fluorescent ABP-NIR
présentent une activité biologique similaire. Nous avons ensuite étudié |'effet anti-
inflammatoire du dendrimere formulé sur les monocytes humains in vitro. Pour cela, nous
avons évalué, dans un premier temps, l'effet de la formulation TriCat/ABP-A-NIR sur

I'internalisation du dendrimére par les monocytes humains, et dans un deuxiéme temps, nous
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avons évalué la capacité du dendrimére formulé a induire une activation des monocytes vers

un phénotype anti-inflammatoire.

Résultats

1. Evaluation des propriétés anti-inflammatoires d’ABP-NIR
Nous avons voulu d’abord vérifié que I’'analogue fluorescent d’ABP, ABP-NIR, récemment
synthétisé au LCC, est biologiquement actif de la méme facon qu’ABP, comme déja montré
avec les autres analogues fluorescents d’ABP émettant dans le vert, I’ABP-FITC et I’ABP-
julolidine [124,127]. Nous avons donc comparé I'activité d’ABP et d’ABP-NIR sur monocytes
humains aux niveaux morphologique et phénotypique. Les monocytes ont été purifiés a partir
des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) de donneurs sains. Les monocytes
purifiés sont ensuite mis en culture en présence d’ABP et d’ABP-NIR a des concentrations
croissantes (0,2, 2 ou 20 uM) pour 3 jours a 37°C afin de visualiser les changements
morphologiques et I’expression de HLA-DR a la surface des monocytes. La figure 59A montre
qgue I’ABP-NIR induit des modifications morphologiques des monocytes d’une fagon
comparable a I’ABP et que ces modifications sont dépendantes de la concentration (inactif a
0,2 uM, activité a 2 uM et une forte activité a 20 uM). Au niveau phénotypique, I’ABP-NIR,
comme I’ABP, diminue également I'expression de HLA-DR a partir de 2 uM (Figure 59B). De
plus, cette étude par cytométrie en flux permet de montrer que les monocytes sont marqués
par ’ABP-NIR et que ce marquage est concentration-dépendante (Figure 59C). Afin de
confirmer que ce marquage est d( a I'internalisation d’ABP-NIR dans les monocytes, comme
ce que nous avons observé avec les autres analogues fluorescents d’ABP (ABP-FITC et ABP-

Julolidine), une étude par microscopie confocale sera réalisée dans la partie suivante.
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Figure 59. Comparaison de I'activité anti-inflammatoire d’ABP et d’ABP-NIR sur monocytes humains a 0,2 ,2 ou 20 uM par
cytométrie en flux. (A) Analyse des changements morphologiques, la taille (FSC, Forward Scatter) et la granulosité (SSC, Side
Scatter), des monocytes (I’éllipse) incubés pendant 3 jours en présence de H,0 (contréle), d’ABP et d’ABP-NIR. (B) Analyse de
I'expression de HLA-DR a la surface des monocytes. (C) Superposition de I'intensité de fluorescence des monocytes contréle
et des monocytes marqués a I’ABP-NIR (canal APC-Cy7) a des concentrations croissantes. Résultats d’1 donneur représentatif

de 7.

L'ensemble de ces résultats démontrent que le dendrimere ABP et son analogue fluorescent,
I’ABP-NIR, présentent une activité anti-inflammatoire similaire, ce qui permet de valider

I'utilisation d’ABP-NIR pour les expériences biologiques.

2. Internalisation du dendrimére par les monocytes humains

Nous avons étudié I'internalisation du dendrimére non formulés et formulé par les monocytes

humains. Des monocytes seuls (contréle négatif), ainsi que des monocytes incubés avec le
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dendrimére sous ses formes libres et formulée a la méme concentration (20 uM) pour 1 heure
a 37°C ont été visualisés par microscopie confocale. Le contréle négatif comportant les
monocytes seuls (A) a montré I'absence de I'auto-fluorescence cellulaire dans le canal d’ABP-
NIR (A). Les monocytes traités par le dendrimeére sous ses formes libres, ABP-NIR (B) et ABP-
A-NIR (C), ainsi qu’avec le dendrimére formulé TriCat/ABP-A-NIR (D), ont permis de visualiser

la fluorescence d’ABP-NIR dans le compartiment intracellulaire (Figure 60).

C

Figure 60. Observation de l'internalisation du dendrimére par les monocytes humains par microscopie confocale. Images
représentatives de monocytes humains (contréle négatif) (A) incubés pendant 1h a 37°C en présence d’ABP-NIR (B), d’ABP-A-
NIR (C) et de la formulation TriCat/ABP-A-NIR (D). Le noyau des monocytes est marqué par le DAPI et ’ABP-NIR est codé en

rouge. Les images en bas correspondent au grossissement x3 de celles en haut. La barre d'échelle représente 10 um.

Ces résultats confirment d’une part que ’ABP-NIR, comme les autres analogues fluorescents
d’ABP, I’ABP-FITC et I’ABP-Julolidine [124,127], est internalisé par les monocytes humains.
D’autre part, ces résultats démontrent que la formulation du dendrimére dans les vésicules
de TriCat n"'empéche pas son internalisation par les monocytes humains. Nous avons étudié
par la suite la capacité du dendrimere internalisé a induire une activation anti-inflammatoire

des monocytes in vitro.
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3. Activation anti-inflammatoire des monocytes humains

A travers des analyses morphologiques et de I'expression de HLA-DR a la surface des
monocytes, les effets biologiques sur monocytes humains du dendrimére formulé et non
formulé, ainsi que celui du vecteur seul (TriCat vides) ont été comparés. Nous avons d’abord
visualisé la morphologie des monocytes, en termes de taille et de granulosité, incubés avec le
dendrimeére sous ses formes libres et formulée a des concentrations en dendrimére comprises
entre 0,2 UM et 20 uM (Figure 61A). Aprés 5 jours de culture, sans aucune stimulation, le
nombre de monocytes (contrble négatif) a diminué car la majorité des cellules sont mortes
ou mourantes (diminution de la FSC et une augmentation de la SSC) (A). Au niveau
morphologique, le dendrimere sous ses deux formes libres (b et c) induisent une activation
des monocytes, illustrée par une augmentation progressive de la taille des cellules a partir de
2 uM. L'augmentation de la granulosité par rapport au contréle, quant a elle, n’a pas pu étre
observée d’une fagon nette car les monocytes seuls aprés 5 jours de culture sont mourants,
taille petite et granulosité tres augmentée. Ceci masque donc I'observation en cytométrie de
I’augmentation de la granulosité des cellules induite par I’ABP. Le dendrimére formulé (d)
induit également un changement morphologique des monocytes. Contrairement au
dendrimére sous ses formes libres et formulée, le TriCat seul (e), aux concentrations
correspondantes a celles dans la formulation, n’induit aucun changement morphologique et
donc n’active pas les monocytes.

Selon le stimulus qu'ils recoivent, les monocytes s’orientent vers une activation pro-
inflammatoire ou anti-inflammatoire. Afin de confirmer donc que cette activation induite par
le dendrimeére formulé n’est pas modifiée et est anti-inflammatoire, comme celle induite par
le dendrimére non formulé, nous avons évalué |'expression de HLA-DR a la surface des
monocytes dans les différentes conditions a la concentration de 20 uM en dendrimeére et 40
UM en TriCat. Nous avons détecté que le dendrimere sous ses formes libres ainsi que celui
sous sa forme formulée induisent une diminution significative de I’expression de HLA-DR a la
surface des monocytes alors que le TriCat ne modifie pas son expression (Figure 61B).
L'ensemble de ces résultats permettent de montrer que d’une part, la formulation n"empéche
pas le dendrimere a induire son effet anti-inflammatoire in vitro et d’autre part, que le TriCat

seul est inactif et ne présente pas d’activité biologique sur monocytes.
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Figure 61. Evaluation de I'activité anti-inflammatoire des monocytes humains in vitro par cytométrie en flux. (A) Analyse
des changements morphologiques, la taille (FSC, Forward Scatter) et la granulosité (SSC, Side Scatter), des monocytes incubés
pendant 5 jours en présence de H;0 (contréle) (a), d’ABP (b), d’ABP-A (c), de la formulation TriCat/ABP-A (d) et de TriCat vides
(e) a différentes concentrations (en rouge : [TriCat] ; en noir : [dendrimére]). La fenétre polygonale en (a) correspond aux
monocytes morts et mourants et I’éllipse en b, ¢, d et e correspond aux monocytes activés. Résultats d’1 donneur représentatif
de 4. (B) Analyse de I’expression de HLA-DR a la surface des monocytes en présence de 20 uM en dendrimere. Les résultats
sont représentés par la moyenne + SEM de 4 expériences indépendantes. Les analyses statistiques ont été effectuées par un

test Mann-Whitney. *p <0,05 ; ns = non significatif.

Les résultats de la figure 61 montrent qu’au bout de 5 jours, lorsque les monocytes ne sont

pas activés, il y a une forte mortalité. Nous avons donc répété cette expérience sur une durée
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plus courte de 2 jours. Aprés 2 jours de culture, les monocytes (contrdle négatif) sont vivants
et une augmentation de la taille ainsi que de la granulosité est visible pour les cellules
incubées avec le dendrimere sous ses formes libres ainsi que sous sa forme formulée a la
concentration de 20 uM (Figure 62A). Au niveau phénotypique (Figure 62B), nous avons
également observé une diminution de I'expression de HLA-DR a la concentration de 20 uM
avec le dendrimére formulé et non formulés par rapport au contréle, ce qui n’est pas
observée avec le TriCat seul. Ces résultats confirment que le dendrimere formulé, comme les
formes libres, oriente les monocytes vers une activation anti-inflammatoire. Cependant, si on
compare |'expression de HLA-DR sur les monocytes incubés avec la formulation au bout de 2
jours et au bout de 5 jours, nous remarquons qu’il y a une tendance vers une diminution plus
marquée de I'expression de HLA-DR au bout de 5 jours. Cela pourrait peut-étre s’expliquer
par un effet retardé du dendrimere formulé d{ a son encapsulation dans les vésicules. Ce
résultat préliminaire suggere que le dendrimeére est internalisé sous forme encapsulée par les

monocytes.
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Figure 62. Evaluation de I'activité anti-inflammatoire des monocytes humains in vitro par cytométrie en flux. (A) Analyse
des changements morphologiques des monocytes incubés pendant 2 jours en présence de H,O (contréle) (a), d’ABP (b), d’ABP-
A (c), de la formulation TriCat/ABP-A (d) et de TriCat vides (e) a différentes concentrations (en rouge : [TriCat] ; en noir :
[dendrimere]). La fenétre hexagonale correspond aux monocytes. Résultats d’1 donneur représentatif de 2. (B) Analyse de
I'expression du marqueur HLA-DR a la surface des monocytes a la concentration de 20 uM en dendrimére. Les résultats sont

représentés par la moyenne + SEM de 2 expériences indépendantes.
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Discussion et conclusion

Notre objectif était d’évaluer si le dendrimére formulé est toujours capable d’induire une
activité anti-inflammatoire in vitro. Parmi les cellules du systéme immunitaire, le dendrimére
ABP cible principalement les monocytes/macrophages. En fonction du stimulus qu’ils
recoivent, les monocytes ont la possibilité de s’activer vers un phénotype pro-inflammatoire
ou anti-inflammatoire. Le dendrimére ABP, quant a lui, induit une activation anti-

inflammatoire des monocytes in vitro [98].

Nous avons d’abord démontré que le dendrimere formulé dans les vésicules est également
internalisé par les monocytes apres une incubation d’1 heure a 37°C. Cela nous a permis de
prouver que les vésicules n‘empéchent pas le dendrimére d’étre internaliser par les
monocytes. Afin d’évaluer ensuite I'activité anti-inflammatoire du dendrimere formulé dans
les vésicules, des monocytes humains ont été placés en culture avec le dendrimere formulé a
37°C. Apres 2 ou 5 jours de culture, nous avons observé que le dendrimere formulé dans les
vésicules de TriCat est toujours capable d’induire une activité anti-inflammatoire des
monocytes révélés par une modification morphologique des monocytes et une diminution

significative de I'expression de HLA-DR a leur surface.

En résumé, ces résultats démontrent que le dendrimere formulé dans les vésicules de TriCat
est toujours capable d’induire une activité anti-inflammatoire des monocytes sans que son
activité soit perturbée par les vésicules. Dans la partie suivante, nous allons évaluer |'efficacité
thérapeutique de la formulation dans le modéle d’inflammation cutanée induite par I'lMQ,
afin d’évaluer I'apport d’'une meilleure pénétration cutanée du dendrimére sur son activité

anti-inflammatoire in vivo.
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Partie V : Preuve d’efficacité thérapeutique de la formulation dans
un modeéle murin de psoriasis

Dans cette derniére partie, nous avons voulu évalué I'effet anti-psoriasique de la formulation

TriCat/ABP-A dans le modeéle de psoriasis induit par I'IMQ.

Résultats

Au cours de cette étude, avant d’évaluer 'effet anti-psoriasique de la formulation dans le
modeéle de psoriasis induit par I'lMQ, nous avons d’abord mis au point au laboratoire une
optimisation de ce modele. Comme le dendrimeére et I'IMQ sont appliquées tous les deux par
voie cutanée, nous n’avons pas voulu que 'application de I'un affecte I'action de 'autre. Dans
un premier temps, nous avons appliqué la creme d’Aldara (5% IMQ), le matin, sur le dos rasé
et épilé des souris. Puis, la solution de dendrimére est appliquée pendant I'apres-midi apres
un ringage du dos des souris a I’eau pour éliminer les traces de la creme. Dans ces conditions,
nous avons remarqué que l'inflammation induite par I'IMQ sur les souris controles non
traitées est faible, probablement suite au ringage du dos des souris seulement 5 heures apres
I’application de la creme. Dans un deuxieme protocole, nous avons donc inversé les deux
applications. Nous avons appliqué I'lMQ en fin d’apres-midi, afin qu’il puisse étre totalement
absorbé durant la nuit. Le traitement (eau, ABP libre ou formulé) est appliqué le lendemain
matin, aprés rincage du dos des souris afin d’éliminer la creme d’Aldara résiduelle. En
adoptant ce protocole, nous avons réussi a avoir un effet plus marqué de I'lMQ_ sur les souris

contrdle non traitées.

1. Evaluation de I’efficacité de la formulation in vivo

1.1. Effet de la formulation TriCat/ABP-A sur le phénotype psoriasique induit par
r'mQ

Afin d’évaluer son effet dans le modele du psoriasis induit par I'IMQ, la formulation a été

administrée a la dose de 13 mg/kg/jour en dendrimeére chez les souris. La dose de 13 mg/kg

est conditionnée par le volume d’application du traitement sur le dos rasé de la souris (100
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uL). En parallele, les souris ont été traitées par I'eau (contréle malade) et par le dendrimere
libre aux doses de 13 mg/kg/jour et de 50 mg/kg/jour. La dose de 50 mg/kg a été rajoutée
dans cette étude comme une dose de référence efficace dont I'effet thérapeutique a déja été
observé dans la premiere étude que nous avons publiée. L'IMQ est appliqué en fin d’aprés-
midi et les traitements sont administrés le lendemain matin sur le site rasé de la peau du dos

de souris une fois par jour pendant 7 jours consécutifs. Le protocole d’application de I'lMQ et

des traitements est schématisé dans la figure 63 ci-dessous.

,l, Water or ABP or formulation application

1‘ IMQ application

Day-1 Day 0 Day1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6 Day 7
Shaved
Morning A { i ¥ i i
Afternoon 1 1 1 1 1 1 1 l
Sacrificed

Figure 63. Protocole d’application topique (voie cutanée) des dendrimeres libre et formulé dans le modéle de psoriasis

induit par 'IMQ chez les souris.

Des souris traitées quotidiennement avec le xanthane et des souris non traitées n’ayant pas
recu d’application cutanée d’'IMQ ont été utilisées comme contréle des souris saines.
L’évaluation clinique de la sévérité de la maladie a été basée sur |’évaluation quotidienne des
variations de I’érythéme, de la desquamation et de I'épaississement de la peau dans tous les
groupes. Le cumul de ces trois parametres nous a permis de calculer un score clinique global
de la sévérité de la maladie, proche du score PASI utilisé chez I’'homme.

Les souris traitées avec du xanthane, ainsi que les souris non traitées n’ont présenté aucun
signe inflammatoire pendant les 7 jours. Ceci montre que le xanthane, contrairement a la
vaseline (cf partie Il 2.3.1), est un excipient neutre dans la creme d’Aldara et peut étre utilisé
comme contréle. Les souris traitées avec I'lMQ, quant a elles, présentent une inflammation
cutanée qui évolue progressivement a partir de J1 pour atteindre un maximum a J5 (score
clinique total de 9,5 + 0,5) et reste constant jusqu’a J7 (Figure 64B). En effet, I'érythéme
commence a apparaitre a partir de J1 et continue a augmenter jusqu’a J7. Dés J2, un

épaississement de la peau du dos ainsi que des squames apparaissent et évoluent
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progressivement jusqu’a J7 (Figure 64A). Comme attendu, I'application cutanée d’ABP dans
I'eau a la dose de 50 mg/kg a significativement diminué I'inflammation cutanée induite par
I'IMQ a partir de J5 jusqu’a atteindre un score clinique total de 4,8 + 0,5 a J7 (Figure 64B). Cette
amélioration a été observée au niveau des trois paramétres cliniques (Figure 64A). En ce qui
concerne I'effet du dendrimére ABP appliqué a la dose de 13 mg/kg, un effet plus précoce est
apparu a partir de J4-J5 (effet significatif & J4-J5 par rapport au groupe IMQ). A partir de J6, le
score clinique total a ré-augmenté progressivement pour atteindre un score clinique total de
6,81+0,7 al7, supérieure a celui observé avec la dose de 50 mg/kg. Malgré cette augmentation
du score clinique, la différence a J6-J7 est toujours significative par rapport au groupe IMQ.
Ceci montre que les deux doses d’ABP, 13 et 50 mg/kg, sont efficaces. Ce comportement
différent observé entre les deux doses suggére une légere irritation cutanée de la forte dose
au début puis un effet plus bénéfique de cette derniére au dernier jour (J7) ou la maladie
devient plus sévere et donc une quantité plus élevée du dendrimeére dans la peau serait plus
avantageuse. Le meilleur effet thérapeutique est observé avec la formulation TriCat/ABP-A.
En effet, une amélioration remarquable de I'érytheme, de la desquamation et de
I’épaississement de la peau a été observée dans le groupe IMQ + TriCat/ABP-A a la dose de
13 mg/kg (Figure 64A). Par ailleurs, le sore clinique avait la méme tendance que celle observée
avec le groupe IMQ + ABP 50 mg/kg. En effet, les lésions ont significativement diminué par
rapport au groupe IMQ a partir de J5 pour atteindre un score clinique total de 3 +0,3 a J7
(Figure 64B), inférieure a celui observé avec les deux doses de dendrimeére. Cette différence a
J7 est statistiquement significative par rapport au groupe IMQ + ABP 13 mg/kg, montrant que
I’effet thérapeutique du dendrimere formulé est supérieur a celui du dendrimére libre a la
dose de 13 mg/kg. Comme lillustre la figure 64B, I'effet de la formulation est tardif et
n’apparait qu’a partir de J5 alors que I'effet du dendrimére libre 13 mg/kg apparait a J4 (Figure
64B). Ceci pourrait étre d(i a I'effet de libération retardée du dendrimére par la formulation.
Bien que les courbes des effets de la formulation sont situées sous les courbes du dendrimere
libre a la dose de 50 mg/kg (J5 jusqu’aJ7), il n’y a pas de différence significative entre les deux

groupes de souris.
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Figure 64. Les effets du dendrimére sous ses formes libre (ABP) et formulée dans les vésicules de TriCat (TriCat/ABP-A) sur
le phénotype psoriasique induit par 'lMQ. (A) Les scores cliniques de I'érythéme, des squames et de I'épaisseur de la peau
du dos ont été déterminés quotidiennement sur une échelle de 0 a 4. L’épaisseur de la peau du dos a été mesurée
quotidiennement par un pied a coulisse. (B) Un score clinique total (érythéme + squames + épaisseur) est représenté sur une
échelle de 0 a 12. Les résultats sont représentés par la moyenne + SEM (n=9; n=13; n=12; n=5 et n=5 dans les groupes
Xanthane, IMQ, IMQ + ABP 50 mg/kg, IMQ + ABP 13 mg/kg et IMQ + TriCat/ABP-A 13 mg/kg, respectivement). Les analyses
statistiques ont été effectuées par un test One Way ANOVA suivi par un post-test Tukey pour comparer les groupes entre eux.

*p<0,05, **p<0,01, ***p <0,001 par rapport au groupe IMQ. *p<0,05, *p<0,01 par rapport au groupe IMQ + ABP 13 mg/kg.

Ces résultats sont confirmés par la simple observation visuelle du dos des souris. La figure 65
permet de montrer les photos représentatives du dos des souris dans les différents groupes
aux jours 4, 5, 6 et 7 ou les différences macroscopiques entre les différents traitements
apparaissent. Les observations ont été faites par rapport au groupe contréle traité avec le
xanthane. La figure 65 montre que les Iésions cutanées ont été améliorées dans les groupes
IMQ + ABP 50 mg/kg et IMQ + TriCat/ABP-A a partir de J5 alors qu’elles ont commencé a ré-
augmenter dans le groupe IMQ + ABP 13 mg/kg a partir de J6. Malgré cette reprise de la

maladie, les Iésions dans le groupe IMQ + ABP 13 mg/kg restent moins fortes que celles dans
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le groupe IMQ. Afin de bien visualiser I'aspect macroscopique de la peau dans les différents

groupes a J7, des agrandissements sont présentés en derniere ligne de la figure 65.

Xanthane IMQ + eau IMQ + IMQ + IMQ + TriCat/ABP-A
ABP 50 mg/kg ABP 13 mg/kg 13 mg/kg

4

Figure 65. Observation macroscopique de la peau du dos des souris traitées quotidiennement avec le xanthane (groupe
contréle), IMQ + eau, IMQ + ABP 50 mg/kg, IMQ + ABP 13 mg/kg et IMQ + TriCat/ABP-A 13 mg/kg aux jours 4, 5, 6 et 7.

Un grossissement de la peau dorsale aprés 7 jours de traitement est représenté a la fin de la figure.

1.2. Effet de la formulation TriCat/ABP-A sur les altérations histologiques du
psoriasis induites par I'lMQ
Les colorations HE (Hémalun-Eosine) des coupes de peaux de différents groupes sont

illustrées dans la figure 66. Le groupe traité avec le xanthane ou celui qui n’a recu aucune
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application cutanée montrent un épiderme et un derme murin normaux. Au contraire, les
souris traitées avec I'lMQ développent une altération histologique de la peau caractérisée par
un épiderme acanthosique associé a une parakératose, a une hyperkératose, a une
diminution de la couche granuleuse et a une spongiose. De plus, une infiltration dense de
cellules inflammatoires est observée dans le derme et des micro-abcés de Munro ont été
observés dans la couche cornée. Comme l’illustre la figure 66, les altérations histologiques
induites par I'lMQ ont été significativement atténuées dans les deux groupes traités avec
I’ABP libre, avec un effet plus important de I’ABP a la plus forte dose (50 mg/kg). Comme au
niveau clinique, le meilleur effet thérapeutique, au niveau histologique, a été observé dans le
groupe de la formulation TriCat/ABP-A, dans lequel la structure histologique de la peau est

plus proche de celle dans les groupes contréles (Blank et xanthane).

D’une facon plus détaillée, I'administration de I’ABP a dose la plus faible de 13 mg/kg a montré
une diminution significative de I’hyperkératose par rapport au groupe IMQ (Figure 67A). En
comparant I’ABP libre a celui formulé a la dose de 13 mg/kg, une différence significative au
niveau de la majorité des parametres histopathologiques a été observée en faveur du groupe
IMQ + TriCat/ABP-A. De méme, I"’ABP 50 mg/kg réduit significativement I'acanthose, la
spongiose et l'infiltrat inflammatoire par rapport a I’ABP 13 mg/kg. Comme le montre le score
histologique total, qui représente la somme de tous les paramétres histopathologiques, la
formulation TriCat/ABP-A (7,4 + 0,5) et ’ABP a la dose de 50 mg/kg (9,8 + 0,7) réduisent
significativement le score histologique total par rapport a ’ABP libre a la dose de 13 mg/kg
(14 £ 1,4) (Figure 67B). Cela confirme que I'effet du dendrimere libre est dépendant de la dose

et que la formulation a permis de renforcer I'effet thérapeutique du dendrimere libre (13

mg/kg).

Ces premiers résultats mettent en avant I'efficacité de la formulation TriCat/ABP-A pour

renforcer |'effet anti-psoriasique du dendrimére en améliorant sa pénétration cutanée.
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Blank Xanthane

Figure 66. Observation des coupes de peau du dos des souris non traitées (blank) et traitées quotidiennement par le
xanthane, IMQ, IMQ + ABP 50 mg/kg, IMQ + ABP 13 mg/kg et TriCat/ABP-A 13 mg/kg. Coupes histologiques

représentatives de la peau du dos des souris aprés coloration HE a J7. La barre d’échelle représente 100 um.

164




A Acanthosis
5
4-| oo <]
—_ | ==
T wo o
- —+
g 24 [ ——
w
1_
0 T T T T
ABP (mgkg) - 50 13 -
TriCat/ABP-A (mgkg) - - - 13
IMQ
Parakeratosis
5-
4= b -]
Tolas  ooo
>
§2- oo ]
14 % [T ]
0-
ABP (mg/kg) - 50 13 -
TriCat/ABP-A (mg/kg) - - - 13
ma
Total histological score
25—
20 -
o o
315— % Iy %
[ a_&
o 10
-] -
@ oo ==
-
5_
0 T T T T
ABP (mg/kg) - 50 13 -
TriCat/ABP-A (mg/kg) - - - 13
mMQ

Spongiosis

4- o -]
J_ |
3_3- Gl Qo0 %
[
g
324 o e © [T
("] I
1 o0 [T ]
1] T T T
- 50 13 -
- - - 13
MmQ
Immune infiltrate
5 -
4- omm Q o0
_|= iL
33— oo a
o
9 2 wmr 0 e
("]
1 00
n 1 T T T
- 50 13 -
- - 13
MQ

Number of Munro's

Hyperkeratosis

Kok

4- cly
_ |=
¥
9'3— QD o0 o
[
5 - w— TE e
(7]
1 -] *+88
E T T T T
- 50 13 -
- - - 13
M@
Munro’s microabcesses
16 -
&M 3 —
12
o 9
310— falsls] Q
a o co
M S
.Qs_
.8 s 3
S 4
= o
Ea2d o °
o -
0 Ao
50

Figure 67. Evaluation du score histologique de la peau du dos des souris aprés 7 jours de traitement quotidien
par IMQ, IMQ + ABP 50 mg/kg, IMQ + ABP 13 mg/kg et TriCat/ABP-A 13 mg/kg. (A) Les scores de "acanthose,
de la spongiose, de I’hyperkératose, de la parakératose et de l'infiltrat immunitaire ont été déterminés sur une
échelle de 0 a 4 sur les coupes histologiques colorées a I’'HE a J7. Le nombre de micro-abcés de Munro a été
compté sur la totalité de la coupe de peau. (B) Un score histologique total est représenté sur une échelle de 0 a
20 (somme des scores de tous les parameétres histologiques). Les résultats sont représentés par la moyenne *
SEM (n=13; n=12; n=5 et n=5 dans les groupes IMQ, IMQ + ABP 50 mg/kg, IMQ + ABP 13 mg/kg et IMQ +
TriCat/ABP-A 13 mg/kg, respectivement). Les analyses statistiques des scores histologiques ont été effectuées

par un test One Way ANOVA suivi par un post-test Tukey pour comparer les groupes entre eux. *p<0,05,

**p<0,01, ***p <0,001.
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Discussion et conclusion

Apres avoir démontré de maniére concluante [l'efficacité de la formulation dans
I'administration cutanée d’ABP, nous avons voulu évaluer l'effet thérapeutique de Ia
formulation TriCat/ABP-A dans le psoriasis en utilisant le modeéle murin de psoriasis induit par
I'IMQ. Depuis 2009, le modele de psoriasis induit par I'lMQ est I'un des modeles les plus utilisé
pour étudier I'efficacité de divers médicaments et formulations dans le psoriasis expérimental

chez la souris par I'application cutanée répétée d'IMQ [320].

Nous avons montré I'apport des vésicules catanionique de TriCat pour renforcer |'effet anti-
psoriasique d’ABP libre en améliorant la pénétration du dendrimére dans les couches
profondes de la peau. Cette amélioration significative des |ésions psoriasiques se manifeste a
la fois aux niveaux clinique et histologique, a I'aide de la formulation TriCat/ABP-A par rapport
a I’ABP libre a la méme dose (13 mg/kg). L'effet de la formulation TriCat/ABP-A a la dose de
13 mg/kg est par ailleurs comparable a celui de I’ABP libre a la dose de 50 mg/kg, soit une
dose 4 fois moins importante de principes actifs. Cela permet de réduire les effets secondaires
qui pourraient étre associés (irritation cutanée). Au dernier jour de I'étude, nous avons pu
détecter que I'effet anti-inflammatoire d’ABP libre est dose-dépendante aux niveaux clinique
et histologique (effet thérapeutique 50 > 13 mg/kg). Cependant, cet effet dose du dendrimeére
libre n’a pas été observé dans notre premiére étude publiée entre la dose de 50 et de 5 mg/kg.
Cela pourrait étre expliqué par la faible inflammation induite par I'lMQ chez les souris non
traitées dans le premier protocole (utilisé dans I’étude que nous avons publiée). Il était donc
difficile de détecter une différence entre les souris traitées avec les deux doses de dendrimere
libre (5 et 50 mg/kg), toutes les deux étant suffisantes pour contrdler les Iésions peu séveres

induites par I'lMQ dans ce protocole.

Nos données in vivo permettent de montrer également que I'effet de la formulation est
légérement tardif par rapport au dendrimeére libre ce qui suggére un effet retard de la
formulation a libérer le dendrimére dans la peau. Ceci montre I'intérét d’évaluer I'efficacité
de la formulation pendant une durée plus longue. Cependant, le phénotype psoriasique induit
par I'IMQ est clairement aigu, ce qui constitue une limitation a I’évaluation de I'efficacité de
la formulation a plus long terme. L’évaluation de son efficacité sur un modeéle chronique du
psoriasis, tels que les modéles de souris transgéniques de psoriasis (cf chapitre 1 partie 6),

serait donc pertinente.
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Outre I'effet anti-inflammatoire du dendrimere en diminuant l'infiltration des macrophages
dans la peau présentant un phénotype psoriasique, des expériences dans nos laboratoires en
collaboration avec I'UDEAR (dans le cadre de ’ANR TANDANSS) sont en cours pour évaluer
I'effet biologique du dendrimere libre et formulé sur les kératinocytes en culture (2D) et dans
un modele de RHE psoriasique (3D). Ceci pourrait nous aider a mieux comprendre le

mécanisme d’action du dendrimére dans le traitement de psoriasis.

En conséquence, I'ensemble de ces résultats ont démontré l'efficacité thérapeutique et
I'apport de la formulation TriCat/ABP-A dans I'amélioration des lésions psoriasiques induites
par 'IMQ. L'utilisation d'un traitement anti-psoriasique standard (par exemple le propionate
de clobétasol) est envisagée dans la suite de notre étude pour comparer |'efficacité de notre

formulation.
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Le psoriasis est une dermatose chronique incurable. Il se produit principalement en raison
d'une dérégulation du systéme immunitaire conduisant a une différenciation anormale et une
prolifération rapide des kératinocytes. Bien que la plupart des stratégies thérapeutiques
actuelles soient efficaces, leurs effets secondaires peuvent entrainer I'arrét du traitement,
limitant ainsi leur efficacité thérapeutique. Afin d'améliorer la qualité de vie des patients, il
est urgent et nécessaire de développer de nouveaux médicaments efficaces et présentant un
meilleur profil de sécurité que ceux utilisés couramment en thérapie. Parmi les types de
macromolécules capables de rééquilibrer le systeme immunitaire en contrélant
I'inflammation, les dendriméres apparaissent comme une nouvelle alternative grace a leur
caractére multivalent. Parmi ceux-ci, un dendrimére de premiere génération de type
polyphosphorhydrazone (PPH) et a surface azabisphosphonate, nommé ABP, a montré des
propriétés anti-inflammatoires in vitro. Grace a ces activités anti-inflammatoires envers
différentes cellules inflammatoires, le dendrimere a fait preuve d’une efficacité remarquable
pour le traitement de maladies inflammatoires chroniques dans des modeéles animaux. De

plus, des études précliniques ont montré la sécurité du dendrimere ABP.

Dans la premiere partie de notre travail, nous avons donc évalué les propriétés anti-
inflammatoires d’ABP dans le traitement de psoriasis. Vu que la physiopathogenése du
psoriasis est principalement localisée au niveau de la peau, nous avons évalué
I’administration cutanée d’ABP dans un modeéle murin de psoriasis induit par I'IMQ. Nous
avons d’abord montré qu’ABP diminue d’une fagon significative les lésions cutanées
psoriasiques induites par I'IMQ chez la souris. Cela s’est manifesté par une diminution
significative des scores cliniques et histologiques psoriasiques chez les souris traitées avec
I’ABP par rapport aux souris non traitées. Nous avons également démontré qu’un des
mécanismes a l'origine de cet effet anti-psoriasique est la diminution significative de
I'infiltration des monocytes/macrophages dans la peau. Nos résultats ont donc montré
I'efficacité prometteuse du dendrimére ABP, sans aucune formulation particuliére, pour le

traitement de psoriasis par voie cutanée.

Cependant, le principal inconvénient associé a I’ABP administré par voie cutanée est sa faible
pénétration a travers la peau en raison de son hydrosolubilité et de sa masse moléculaire

élevée, limitant ainsi son efficacité thérapeutique. Par conséquent, il est nécessaire de
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développer une formulation topique de dendrimere pour améliorer sa pénétration cutanée

et maximiser ainsi son effet thérapeutique.

La deuxieme partie de notre travail de recherche a donc consisté a encapsuler le dendrimeére
ABP dans un vecteur pour améliorer sa pénétration au niveau de I'épiderme viable et du
derme qui représentent les sites d’action des substances médicamenteuses pour la prise en
charge du psoriasis. Nous avons formulé le dendrimere ABP dans des vésicules catanioniques
de TriCat, développées par notre laboratoire pour assurer une quantité suffisante du
dendrimeére dans la peau et qui soit capable d’induire un meilleur effet thérapeutique. Notre
choix s’est porté sur ces vésicules de TriCat car elles sont formées de tensioactifs
biocompatibles et se forment spontanément dans I’eau. De plus, la fluidité de leur membrane
et donc leur déformabilité sont des propriétés essentielles pour une meilleure pénétration
dans les couches profondes de la peau, permettant a I’actif encapsulé d’avoir un meilleur effet
thérapeutique (comme nous I'avons vu dans la partie bibliographie, cf chapitre 1 partie 7.3.3).
Nous avons mis au point une stratégie de formulation d’ABP dans les vésicules catanioniques,
facile a mettre en ceuvre. Cette stratégie repose sur la synthése de la paire catanionique du
TriCat en présence du précurseur acide du dendrimeére, nommé ABP-A, trés peu soluble dans
I'eau, ce qui permet d’obtenir une efficacité d’encapsulation élevée d’environ 80%, grace a
I'insertion d’ABP-A au sein de la bicouche des vésicules. En s’insérant dans la bicouche des
vésicules, ’ABP-A rend la membrane des vésicules plus fluide a la température cutanée, et
ceci sans l'utilisation d’additifs.

Des études ex vivo ont été par la suite menées sur des explants de peaux montées en cellule
de diffusion de Franz afin d’évaluer I'aptitude de la formulation TriCat/ABP-A a améliorer la
pénétration cutanée du dendrimére. Nous avons montré que la formulation TriCat/ABP-A
multiplie d’un facteur 2 a 3 la rétention du dendrimére dans la peau d’oreille de cochon par
rapport aux formes libres du dendrimére. Ces résultats ont été validés par microscopie
confocale, non seulement sur peau porcine mais également sur peau humaine, dans laquelle
nous avons démontré I'aptitude de la formulation a favoriser la pénétration du dendrimere
jusqu’a I'épiderme viable et le derme. Nous avons également montré que la formulation
TriCat/ABP-A induit une pénétration du dendrimeére d’une fagcon homogéne par rapport aux
formes libres du dendrimére dans la peau murine psoriasique. L'ensemble de ces résultats

permettent de démontrer I'efficacité de la formulation dans I'administration du dendrimere
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dans les couches cutanées profondes grace a sa formulation dans des vésicules catanioniques,
pour espérer libérer le dendrimeére dans I'épiderme viable et le derme et y exercer son effet
thérapeutique anti-inflammatoire.

Comme l'effet anti-inflammatoire du dendrimére dans la peau pourrait étre dépendant des
vésicules catanioniques qui le transportent, nous avons étudié |'effet anti-inflammatoire du
dendrimére formulé in vitro sur monocytes humains. Nous avons ainsi montré que le
dendrimére formulé conserve ses propriétés anti-inflammatoires sans qu’elles soient
perturbées par les vésicules.

Enfin, pour évaluer I'apport de la formulation TriCat/ABP-A dans la prise en charge du
psoriasis, notre formulation a fait I'objet d’une étude in vivo sur le modéle murin de psoriasis
induit par I'IMQ. Les résultats obtenus mettent en évidence une activité anti-psoriasique
améliorée lorsque le dendrimere est formulé dans les vésicules de TriCat, notamment au
niveau histologique. La formulation permet également de diminuer les doses de dendrimere
utilisées. Par ailleurs, I'effet de la formulation in vivo est légérement plus tardif que celui du
dendrimére libre ce qui pourrait montrer I'effet retard de la formulation a libérer le

dendrimeére dans la peau.

En conclusion, les travaux réalisés au cours de cette thése ont permis de mettre au point une
nouvelle approche thérapeutique pour la prise en charge du psoriasis par voie cutanée basée

sur la formulation du dendrimére ABP dans des vésicules catanioniques.

Des études supplémentaires doivent étre envisagées pour une meilleure compréhension du
mécanisme d’action du dendrimére contre le psoriasis. En effet, la diminution de I'acanthose,
de la parakératose et de I'hyperkératose observée dans les groupes traités avec le dendrimére
formulé laisse penser que le dendrimére cible également les kératinocytes. Afin d’évaluer
donc l'effet du dendrimére sur la prolifération et la différenciation des kératinocytes dans le
modeéle murin de psoriasis, des expériences complémentaires de marquage seraient
intéressantes a réaliser sur les coupes de peaux de souris pour évaluer I'expression des
marqueurs de prolifération des kératinocytes tels que ki-67 et des marqueurs de

différenciation des kératinocytes tels que la filaggrine, la loricrine et I'involucrine.
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Pour aller vers une validation plus proche d‘une application réelle, il serait également
pertinent d’évaluer I'efficacité de la formulation TriCat/ABP-A sur un modele humain de peau
psoriasique, tels que InflammaSkin® [321].

Comme nous avons vu dans la partie bibliographique, les dermocorticoides constituent le
traitement topique de référence contre le psoriasis. Cependant, leurs effets secondaires, qui
sont dose-dépendants, notamment I'atrophie cutanée et leur effet immunosuppresseur,
limitent leur utilisation a long terme chez les patients psoriasiques. La combinaison de
médicaments avec différents modes d'action est une stratégie thérapeutique largement
utilisée car elle peut traiter la maladie plus efficacement et réduire les effets secondaires.
Richard et al. ont récemment montré I'efficacité des vésicules catanioniques de TriCat a
améliorer la pénétration cutanée d’un dermocorticoide présentant une activité tres forte, le
dipropionate de bétaméthasone (BDP). Pour cela, nous pourrons donc envisager de mettre
au point une formulation simultanée de la BDP et du dendrimeére dans des vésicules
catanioniques de TriCat. Cela pourrait, d’'une part, aboutir a une formulation peut-étre plus
efficace renfermant deux actifs ayant des propriétés anti-inflammatoires, et d’autre part,
permettre de réduire la dose quotidienne maximale de dermocorticoides qui pourrait donc
étre bien tolérée chez les patients.

Afin de confirmer le mécanisme par lequel les vésicules catanioniques favorisent la
pénétration du dendrimeére dans la peau, un marquage fluorescent des vésicules pourrait étre
réalisé pour suivre leur chemin dans la peau [322]. Dans notre laboratoire, des vésicules
catanioniques de TriCat dont la bicouche a été marquée avec une sonde fluorescente
catanionique (gamme d’émission dans le vert) ont été développées [283,286]. Nous avons
donc réalisé des premiers essais avec la formulation du dendrimére dans les vésicules
catanioniques marquées. Cependant, I'auto-fluorescence de la peau dans le vert provoquée
par la présence de fluorophores naturelles dans la peau tels que les flavoprotéines, la
mélanine, et la kératine [240,323] nous a empéché de suivre le chemin des vésicules
marquées dans la peau. Donc, le marquage des vésicules catanioniques par une sonde
fluorescente émettant dans une autre gamme de longueurs d’onde permettrait de surmonter
ce probleme et d’élucider le mécanisme par lequel les vésicules améliorent la pénétration
cutanée du dendrimére.

Enfin, pour une meilleure application de la formulation sur la peau, une forme galénique

finale doit étre étudiée. Parmi les formes topiques anti-psoriasiques, on retrouve : les
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pommades (tels que Diprolene® : BDP), les cremes (tels que Dermoval® : propionate de
clobétasol) et les gels (tels que Xamiol® : calcipotriol + BDP). L’incorporation de notre
formulation dans ces formes galéniques doit étre suivie par une étude de compatibilité entre
les vésicules catanioniques et les autres ingrédients de ce systéme final. En effet, il sera
important de vérifier que les vésicules catanioniques sont toujours présentes (stables) et que
leurs caractéristiques physicochimiques ne sont pas altérées. Enfin, le pouvoir de pénétration
cutanée de la forme galénique finale devra étre étudié in vitro et ex vivo pour évaluer sa

capacité a libérer les vésicules et le dendrimére.
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1. Formulation du dendrimere pour améliorer sa pénétration

cutanée
1.1. Structures chimiques des dendriméres et de leurs analogues

fluorescents
Les dendrimeres ABP et ABP-A [124], et leurs analogues fluorescents, ABP-NIR et ABP-A-NIR,

respectivement, sont synthétisés au LCC. Les structures chimiques des dendrimeéres et de

leurs analogues fluorescents sont détaillées dans les figures 68 et 69, respectivement.
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Figure 68. Structures chimiques du dendrimére sous ses formes neutre (ABP : X=Na) et acide (ABP-A : X=H).
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Figure 69. Structures chimiques de I'analogue fluorescent d’ABP (ABP-NIR) et de I'analogue fluorescent d’ABP-A (ABP-A-

NIR). NIR: Near Infra-Red.

1.2. Préparation des solutions de dendrimeéres
Dans toutes les expériences, les formes libres neutres du dendrimére (ABP / ABP-NIR) sont
mis en suspension a 0,5 mM dans de I'eau milli-Q (filtrée a 0,2 um par filtre Minisart Acétate
de cellulose, Sartorius) avant utilisation. Les formes acides du dendrimére (ABP-A / ABP-A-
NIR) étant trés peu solubles dans I'eau, elles sont préparées dans de I’eau ultrapure (eau Milli-
Q) a la concentration de 0,5 mM et soniquées dans les mémes conditions que les vésicules

(conditions de sonication cf partie expérimentale 1.3.1).
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1.3. Formulations des dendrimeéres dans les vésicules catanioniques de
TriCat

1.3.1. Mise au point de la stratégie de formulation d’ABP
Les deux précurseurs amphiphiles de TriCat, le N-dodécylamino-1-déoxylactitol (désigné par
L-Hyd12) et le bis-a-(hydroxydodécyl)phosphinique (désigné par acide phosphinique) (Figure
70), ont été préalablement synthétisés dans notre laboratoire selon les procédures standard

rapportées dans la littérature [268,324].
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Figure 70. Structure chimique du L-Hyd12 (A) et I'acide phosphinique (B).

L'assemblage catanionique TriCat a été formé par réaction acido-basique spontanée entre le
L-Hyd12 et I'acide phosphinique en quantités équimolaires dans de I'eau ultrapure, sous
agitation a 25°C jusqu’a la stabilisation de pH (environ 7). Ensuite, I’échantillon est lyophilisé
pour obtenir la poudre de TriCat [269,287]. Le lot de TriCat utilisé dans ce travail a été
synthétisé par C. Richard lors de sa these [289].

Afin de mettre au point une stratégie optimale de la formulation de I’ABP dans les vésicules

catanioniques, plusieurs protocoles sont envisagés.

Méthode A

Des différents ratios molaires de deux amphiphiles, L-Hyd12 et ABP-A, ont été testés : 1/1 (0,1
mM/0,1mM); 12/1 (1,2 mM/0,1 mM) ; 24/1 (2,4 mM/0,1 mM) et 48/1 (4,8 mM/ 0,1 mM). Le
L-Hyd12 et I’ABP-A sont mis dans les quantités désirées dans 2 mL d’eau ultrapure (eau Milli-

Q). Le mélange a été vortexé et soniqué dans les conditions décrites ci-apres (dans la méthode

B).
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Méthode B

La méthode B consiste a disperser le TriCat, préalablement formé, a différentes
concentrations, 0,1 mM (m = 0,19 mg) ; 0,25 mM (m = 0,47 mg) ; 0,5 mM (m = 0,95 mg) ; ou
1 mM (m = 1,89 mg), dans une solution de 2 mL d’ABP a 2 mM dans I'eau ultrapure. Le
mélange est vortexé vigoureusement. La solution est ensuite soniquée par une sonde a
ultrasons en titane de diamétre 1 cm (Vibra Cell, Bioblock Scientific®), durant 15 minutes dans
un bain d’eau afin de contréler la température finale de la solution a 45°C et limiter la

dégradation du dendrimere (thermosensible), a puissance 3, avec 30% de cycle actif.

Méthode C

La méthode C consiste a former la paire catanionique de TriCat en présence d’ABP. Le L-
Hyd12, I'acide phosphinique et le dendrimeére ABP sont mélangés avec deux ratios molaires :
1/1/2 (1 mM/1 mM /2 mM) et 1/1/0,5 (1 mM/1 mM /0,5 mM). Ces trois réactifs sont mis dans
les quantités désirées dans 2 mL d’eau ultrapure (eau Milli-Q) et agités d’une fagon vigoureuse
au vortex, suivie du protocole de sonication décrit dans la méthode B afin d’accélérer leur

association.

Méthode D

La méthode D consiste a former la paire catanionique en présence du précurseur acide d’ABP,
ABP-A. Le mélange de L-Hyd12 (m = 1,02 mg), de I'acide phosphinique (m = 0,87 mg) et de
I’ABP-A (m = 5,29 mg) est réalisé dans 2 mL d’eau ultrapure (eau Milli-Q) avec un ratio molaire
de 1/1/0,5 (1 mM/1 mM /0,5 mM). Le mélange est ensuite vortexé vigoureusement pendant

5 minutes, puis soniqué dans les conditions décrites précédemment.

1.3.2. Caractérisation de la formulation TriCat/ABP-A

1.3.2.1. Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)
La taille des vésicules et leur distribution ont été déterminées par diffusion dynamique de la
lumiére (DLS, Dynamic Light Scattering). La DLS permet de mesurer le diametre
hydrodynamigue moyen des particules dans un solvant de viscosité donnée en fonction de
leur coefficient de diffusion. Plus précisément, la DLS mesure le mouvement brownien des

particules et le relie a la taille des particules en analysant les fluctuations d'intensité de la
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lumiére diffusée a un angle spécifique. La relation entre la taille d'une particule et sa vitesse
due au mouvement brownien est inversement proportionnelle (les grosses particules se
déplacent lentement, tandis que les particules plus petites se déplacent rapidement). La
distribution de taille obtenue par DLS est une distribution en intensité qui peut étre ensuite
convertie en une distribution en nombre (en fixant de fagon arbitraire I'indice de réfraction
des vésicules a 1,35), ceci a condition de travailler avec des particules sphériques. Comme il
s’agit d’une distribution en taille, la largeur de distribution sert a établir 'indice de
polydispersité (PDI).

Les solutions de TriCat/ABP-A sont stockées a +4°C dans des cuves de DLS. Les distributions
en tailles et les PDI des vésicules catanioniques ont été déterminés et suivie dans le temps a
I'aide d’un appareil (Malvern Instruments, Nano ZS, U.K.) équipé d’un laser He-Ne et d’un
détecteur qui collecte la lumiére diffusée a un angle de 173°. Les mesures ont été réalisées 4
fois a 25,0°C +0,1°C sur les échantillons filtrés a 1,2 um (Minisart® NML, Sartorius) afin
d'éliminer les poussiéres qui peuvent altérer le signal. La taille de chaque échantillon est
calculée sur la moyenne des 4 mesures.

Les mesures ont été également faites sur des échantillons ajustés au pH de la peau (pH 5) par
une solution de NaOH (0,1 M) ou dilués au 1/5°™ dans de I'eau milli-Q afin d’évaluer la
stabilité des vésicules au pH cutané et a la dilution dans I’eau, respectivement.

Afin d’évaluer la stabilité de la formulation a la congélation/ décongélation, des aliquots de la
formulation TriCat/ABP-A ont été congelés a -20°C. Aprés un temps t (jours), la solution est

décongelée puis la taille est mesurée en DLS a 25°C.

1.3.2.2. Microscopie électronique a balayage (MEB)
La MEB nous a permis d’observer la taille et la morphologie des vésicules de TriCat/ABP-A par
balayage de la surface de I’échantillon par un faisceau d’électrons. En effet, un faisceau
d’électrons est focalisé sur I’échantillon qui a son tour réémet d’autres électrons. L’analyse

de ces électrons secondaires permet de déduire la topographie de I’échantillon.

Les vésicules de TriCat/ABP-A sont préparées selon le protocole décrit précédemment
(méthode D). L'appareil utilisé est un microscope électronique a balayage (ESEM Quanta 250
FEG; FEI). Les échantillons sont déposés sur le porte échantillon puis solidifié dans du diazote

pateux (-210°C). lls sont ensuite fracturés dans une chambre a -140 °C pour visualiser le cceur
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de I'échantillon ou se trouvent les objets. Une sublimation a -95°C est ensuite réalisée
pendant 5 minutes pour éliminer le givre. L’échantillon est ensuite rendu conducteur en
appliquant une fine couche de platine a I'aide d’'un métalliseur (conditions de métallisation).
Il est ensuite transféré dans la chambre cryogénique de MEB, maintenue a -140°C, pour

observation.

1.3.2.3. Zétamétrie
Le potentiel zéta représente la charge électrique qu'une particule acquiert grace a la double
couche d’ions qui I'entourent quand elle est en solution. En effet, lorsqu’une particule est en
mouvement en solution, elle s’entoure d’ions organisés en double couche électrique, une
partie de ces ions est fortement liée a la particule formant la couche dite dense et |'autre
partie des ions est moins fortement rattaché formant la couche dite diffuse. Le « plan de
cisaillement » délimite ces deux couches. Le potentiel zéta représente donc la charge d'une

particule au niveau du plan de cisaillement.

Le potentiel Zéta des vésicules de TriCat/ABP-A (la moyenne des 4 mesures) est déterminé a
I'aide de I'appareil Malvern Instruments Nano ZS a 25°C £ 0,1°C dans des cellules spécifiques
comprenant deux électrodes (DTS 1070, Malvern). Lorsqu’un champ électrique est appliqué,
les particules chargées vont alors migrer vers I'électrode de charge opposée. La mesure de la
vitesse des particules permet de calculer leur mobilité électrophorétique et, en utilisant le

modéle de Smoluchowski, le potentiel z&ta exprimé en mV.

1.3.2.4. Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)
Un matériau peut subir un changement d’état physique tel qu’une fusion ou une transition
d’une phase a une autre, lorsqu’il est soumis a une augmentation de température. Dans le
processus de changement d’état physique, la chaleur est soit absorbée (réaction

endothermique), soit libérée (réaction exothermique).

La calorimétrie différentielle a balayage (DSC, Differential Scanning Calorimetry) est un outil
largement utilisé qui permet de mesurer les paramétres thermodynamiques de la transition

de phase des bicouches lipidiques. Ces parametres sont la température de transition de phase

(Tonset et Tpeak) et le flux de chaleur absorbé au cours de la transition (AH).
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Afin de visualiser correctement la transition de phase de la bicouche de TriCat, les échantillons
de DSC sont préparés a 10 mM en TriCat (concentration saturante) selon le protocole mis au
point au laboratoire. Le L-Hyd12 et I'acide phosphinique sont donc dispersés a une
concentration de 10 mM et I’ABP-A est rajouté a différentes concentrations, variant de 0,05
mM a 0,8 mM (méthode D). D a I'excés de TriCat utilisé, le mélange est mis sous agitation a
300 tr/minute pendant 2 jours pour I’homogénéisation du mélange. Les suspensions (100 L)
ont ensuite été soniquées dans un bain d’eau (sonde placée dans le bain) pendant 30 min
selon le protocole mise au point au laboratoire (a puissance 4, avec un taux de cycles actifs
de 40 %) puis placés dans des creusets scellés de 120 puL a moyenne pression (20 bar). Un

creuset a moyenne pression rempli d’eau milli-Q est utilisé comme référence.

Les mesures de DSC sont réalisées a I'aide d’un appareil de DSC (Mettler Toledo) équipé d’un
capteur MultiSTAR® FRS5. La température de transition et le flux de chaleur sont mesurés
aprés 4 cycles de température entre 5 et 60°C avec une vitesse de balayage de 2°C/minute. A

partir du 2°™¢ cycle, les thermogrammes obtenus sont identiques et reproductibles.

1.4. Caractérisations physico-chimiques de la formulation TriCat/ABP-
A-NIR

14.1. Spectre d’absorbance et d’émission d’ABP-NIR
Les spectres d’absorption et d’émission de fluorescence d’ABP-NIR dans I'eau sont présentés
dans la figure 71. Le spectre d’absorbance est acquis sur un spectrophotomeétre UV-visible a
barrette de diodes Analytik Jena Specord 600. Le spectre d’émission est mesuré sur un

spectrometre de fluorescence (Fluorolog 3-2 iHR 320, Horiba) a 25°C.
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Figure 71. Spectre d’absorbance (en bleu) et d’émission de fluorescence (en rouge) d’ABP-NIR dans I'eau. (lex=632 nm,

Aem=800 nm).

L’analogue fluorescent d’ABP-A, désigné par ABP-A-NIR, est tres peu soluble dans I’'eau. Son
intensité d’émission dans une solution aqueuse est faible par rapport a celle du dendrimere
sous forme neutre (ABP-NIR) et son maximum d’émission est décalé de 800 a 740 nm (Figure
72). Lorsque qu’une solution d’ABP-A-NIR est diluée ou préparée dans une solution tampon
phosphate (PBS pH=7,45) (Gibco Life Technologies), le dendrimére passe sous sa forme neutre

(ABP-NIR), trés soluble dans le PBS, et émet donc a 800 nm (Figure 72).
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Figure 72. Spectre d’émission de fluorescence d’ABP-A-NIR dans I'eau (pH=2,8) (en noir, Aem=740 nm) et dans de PBS

(pH=6,8) (en rouge, Aem=800 nm) a la méme concentration de 0,1 mM (Aex=632 nm).

1.4.2. Formulation des vésicules de TriCat/ABP-A-NIR
L’ABP-A-NIR est encapsulée dans les vésicules de TriCat selon le protocole précédemment
décrit (méthode D). Le diametre hydrodynamigue moyen et I'indice de polydispersité ont été
déterminés et suivis dans le temps par DLS a 25°C aprés une dilution au 1/5°™ dans I'eau. Des
aliquots de la formulation TriCat/ABP-A-NIR ont été congelés a -20°C afin d’évaluer leur

stabilité a la congélation/décongélation par la mesure de la taille en DLS a 25°C.

1.4.3. Fluorescence de I’ABP-A-NIR libre et formulé dans les vésicules de TriCat
Les spectres d’émission de fluorescence de I’ABP-A-NIR libre (0,5 mM) et de I’ABP-A-NIR
formulé dans les vésicules de TriCat (0,5 mM) sont acquis entre 670 et 850 nm, avec une

longueur d’onde d’excitation de 632 nm.
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14.4. Détermination de I'efficacité d’encapsulation
Afin d’évaluer I'efficacité d’encapsulation d’ABP-A dans les vésicules de TriCat/ABP-A, une
analyse spectrofluorimétrique a été mise au point en utilisant I’analogue fluorescent d’ABP-
A, 'ABP-A-NIR. La quantité totale d’ABP-A-NIR (encapsulée ou non) a été déterminée par
mesure de lintensité de fluorescence (IF) d’un échantillon pour lequel les structures
vésiculaires ont été cassées par addition de méthanol dans la solution (1 mL de méthanol
pour 20 uL de solution vésiculaire). En parallele, ’ABP-A-NIR non encapsulé a été séparé des
vésicules par une filtration a 1,2 um. Apreés dilution du filtrat dans du méthanol (1ml méthanol
pour 20 pL de filtrat), la mesure de I'intensité de fluorescence (IF) a permis de quantifier I’ABP-

NIR encapsulé.

L'efficacité d’encapsulation (EE) est déterminée par :

EE (% _IF (ABPNIR encapsulée) 100
(%) = —F (ABPNIR totale)  ~

Afin de valider la technique de filtration, une solution contrdle d’ABP-A-NIR libre sans TriCat
a été filtrée et a montré que la majorité du dendrimere a été éliminée par cette technique,

qui a été par la suite prise en compte dans le calcul du % d’encapsulation final.

2. Etude de la pénétration cutanée de la formulation ex vivo

2.1. Quantification de la rétention cutanée ex vivo

2.1.1. Etalonnage spectrofluorimétrique de ’ABP-NIR
Pour la quantification de I’ABP-NIR a travers la peau, une gamme d’étalonnage a été effectuée
dans le milieu de diffusion (Figure 73). L’ABP-NIR étant tres soluble dans du PBS, ce dernier est

choisi comme milieu de diffusion.
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Figure 73. Droite d’étalonnage reliant l'intensité de fluorescence d la concentration en ABP-NIR dans du PBS (Aex=632 nm).

2.1.2. Quantification de la rétention cutanée de I’ABP-NIR sur peau d’oreille de
cochons
La cellule de diffusion de Franz (PermeGear, Hellertown, PA, USA), présentant une surface de
diffusion de 1,77 cm?, est utilisée pour étudier la pénétration cutanée ex vivo de la
formulation au cours du temps. Ces expériences ont été faites sur les peaux d’oreilles de
cochons obtenues aux abattoirs (Arcadie Sud-Ouest, Montauban). Apres séparation de la
peau du cartilage, la peau est bien nettoyée avec de I'eau, dégraissée (élimination du tissu
sous-cutanée), puis coupée en morceaux de carré d’environ 2,5 cm. Les poils sont ensuite

coupés. Ces patchs de peau sont congelés a -80°C pour une utilisation subséquente.

Lors de I'expérience, les peaux sont décongelées a température ambiante et placées sur les

cellules de Franz (Figure 74).
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Figure 74. Etude de la pénétration cutanée sur des explants de peaux d’oreilles de cochons placés en cellule de Franz.

Les dendrimeéres sous forme libre et sous forme formulée sont utilisés pour les études de
pénétration cutanée ex vivo. Des solutions de I’ABP-NIR libre, de I’ABP-A-NIR libre et de I’ABP-
A-NIR formulé dans les vésicules de TriCat sont préparées a la concentration de 0,5 mM en
dendrimére et sont déposées (300 uL) sur la surface de la peau dans le compartiment
donneur. La peau traitée avec du PBS est utilisée comme un blanc pour évaluer I'auto-
fluorescence de la peau. Le compartiment récepteur en contact avec la surface interne de la
peau est rempli par 12 mL de PBS (pH=7,45), thermostaté a 37°C + 1 ° C par la circulation d’un
flux d’eau chaude pour maintenir la température de la peau a 35 + 1°C (mesure avec un
thermometre infrarouge). Le récepteur est maintenu sous agitation constante 300 tr/minute
pour assurer un renouvellement constant du volume, ce qui se rapproche des conditions
physiologiques. La surface externe de la cellule est couverte avec du parafilm pour éviter
I’évaporation et les variations du volume. L’ensemble du montage est placé sous une cage de

polystyréne pour maintenir la température constante a la surface de la peau.

Apres 24 h, la peau est délicatement rincée au PBS au moyen d’une pissette afin d’éliminer le
reste du dépot et séchée délicatement avec du papier absorbant. La zone de traitement est
ensuite découpée en petits morceaux et placée dans un pilulier avec 3 mL de PBS et
homogénéisée a I'aide d’un disperseur (Ultra-Turrax Ika®- Werke, T 25 Basic) durant 5 minutes
a 21500 rpm. La dispersion est ensuite filtrée a 0,45 um (Minisart® NML, Sartorius) puis

analysée par spectrofluorimétrie pour quantifier I’ABP-NIR.
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2.1.3. Analyses statistiques
Les données ont été analysées avec le logiciel Graphpad Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA,
USA). Les données de la figure 54 ont été représentées par la moyenne + SEM (standard error
mean). Apres évaluation de la normalité des données par un test Shapiro-Wilk, un test One
Way ANOVA suivi par un post-test Tukey ont été effectués pour comparer les groupes entre

eux.

2.2. Observation de la profondeur de pénétration cutanée par
microscopie confocale sur différents modeéles de peaux

2.2.1. Modéeles de peaux saines
La microscopie confocale est choisie pour évaluer la profondeur de pénétration du
dendrimére libre et encapsulé dans les vésicules de TriCat dans les différentes couches de la
peau (stratum corneum, épiderme viable et le derme). La premiére étape est la diffusion des
solutions sur cellule de Franz, selon le protocole décrit précédemment (cf partie

expérimentale 2.1.2).

En plus de la peau d’oreille de cochon, la répartition du dendrimére au sein de la peau a
également été visualisée sur des explants de peau humaine. La biopsie de peau est issue des
chirurgies plastiques abdominales obtenues de la société francaise Genoskin®. Les peaux sont

ensuite dégraissées, coupées en morceaux de carré d’environ 2,5 cm puis congelés a -80 °C.

Apreés une incubation de 24 h, les peaux porcines et humaines sont délicatement rincées au
PBS a I'aide d’une pisette et séchées. La zone traitée est coupée en trois tranches égales pour
étre représentatif de toute la peau. Nous avons ensuite déposé, a I'aide d’une pince, les trois
tranches de peaux dans un moule plastique (Tissue-Tek® Cryomold®), dont le fond est rempli
de I’O.C.T (Tissue-Tek®), et nous avons recouvert de nouveau d’OCT jusqu’au bord du moule.
Les tranches de peaux incluses dans de I'OCT, dans le moule, sont ensuite congelées dans de
I'isopentane refroidi a -80°C pendant une minute. Des coupes de 10 um d’épaisseur obtenues
a l'aide de cryostat (CM1950, Leica, Wetzlar, Germany) sont montées entre lames et lamelles
en utilisant le milieu de montage avec DAPI (ProLong Gold anti-fade reagent with DAPI,
Invitrogen) ou sans DAPI (Prolong Gold antifade reagent, Invitrogen) (une goutte par lame).

Les lames sont ensuite observées a I'aide d’un microscope confocal SP8 Leica a objectif
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inversé (63X), a immersion huile. Les parameétres utilisés lors de I'observation sur le logiciel
LAS X sont : Aex= 635 nm, Aem= 650 a 800 nm, la puissance du laser fixé a 40 % et le gain fixé

a 200 V. Les images obtenues sont ensuite traitées sur le logiciel Imagel.

2.2.2. Modéele de peaux psoriasiques induites par I'imiquimod

2.2.2.1. Induction de psoriasis par I'imiquimod

Des souris femelles Balb/c dgées de 8 semaines (Envigo ; Gannat, France) sont utilisées lors
de ces expérimentations. Les procédures expérimentales ont été évaluées et approuvées par
le comité d'éthique en Expérimentation Animale. Les gestes et les procédures expérimentales
sont réalisés sous anesthésie gazeuse, pratiquée dans un poste a anesthésie par inhalation de
4% d’isoflurane dans la boite a induction puis de 3% au masque. Aprés une semaine
d’acclimatation des souris, le dos des souris est rasé, a j-1, sur une surface d’environ 4 cm? a
I'aide d’une tondeuse et les poils résiduels sont éliminés a I'aide d’une creme dépilatoire
Veet® (pour peau sensible). Le dos des souris est ensuite rincé a I’eau tiede puis séché a I'aide
d’un papier absorbant. A J0, 80 mg d’Aldara™ créme (5% IMQ, 3M Pharmaceuticals), 80 mg
de vaseline (Laboratoires GILBERT) ou 80 mg de xanthane 1% ont été appliqués et massés sur
le dos des souris chaque jour pendant 7 jours consécutifs (Figure 75). Pour pallier la
déshydratation qui résulte de I'application journaliere d’'IMQ, les souris sont réhydratées par

injection intrapéritonéale de 300 plL de PBS en cas de perte de 10% de leur poids de départ.

Day -1 Day 0 Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6 Day 7

Shaved IMQ IMQ IMQ IMQ IMQ, IMQ IMQ
A y y ) 4 { y |} l
Sacrificed

Figure 75. Protocole d’induction du psoriasis par I'lMQ chez les souris.

A j7, les souris sont anesthésiées par inhalation de lisoflurane puis euthanasiées par
dislocation cervicale et les peaux de dos traitées sont prélevées. Une partie de la peau est

fixée dans 4% de paraformaldéhyde pour I'évaluation histologique (coloration Hémalun-
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Eosine) et I'autre partie est congelée a -80°C pour une utilisation ultérieure pour les études

de pénétration cutanée ex vivo.

2.2.2.2. Etude de la pénétration cutanée ex vivo

Au moment de I'expérience, les peaux de souris traitées avec I'IMQ sont décongelées a
température ambiante. L'étape suivante est la diffusion cutanée du dendrimeére sous ses
formes libre et formulée, selon le protocole décrit dans la partie expérimentale 2.1.2. Al'issue
des 24 heures, les peaux sont retirées de la cellule de Franz et subissent le méme traitement

que celui décrit dans la partie 2.2.1 pour observation en microscopie confocale.

3. Evaluation des propriétés anti-inflammatoires de la

formulation in vitro

3.1. Purification des monocytes humains

Le sang humain des donneurs sains est récupéré de I'établissement francais du sang (EFS,
Toulouse, France). Les PBMCs sont ensuite séparés du sang a 'aide d’un gradient de densité
avec une solution de Pancoll (Pan Biotech) par centrifugation a 288 g pendant 20 minutes a
20°C. Les monocytes sont isolés des PBMCs par une sélection négative a I'aide des billes
magnétiques. Les billes magnétiques portent des anticorps dirigés spécifiquement contre
toutes les cellules du sang (cellules T, cellules B, cellules NK, cellules dendritiques,
érythrocytes et granulocytes), excepté les monocytes, en utilisant le kit Dynabeads®
Untouched™ Human Monocytes (Invitrogen). Une fois marquées, les cellules sont retenues
sur une colonne aimantée et seuls les monocytes sont élués, sans avoir été activés par les
billes. La pureté des monocytes a été vérifiée en cytométrie en flux pour chaque donneur
avec un anticorps anti-CD14-PE-Cy7 et avec son isotype comme controle négatif (BD

Biosciences) (Figure 76).
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Figure 76. Monocytes humains analysés par cytométrie en flux a JO. Les monocytes sont identifiés gréce a leur morphologie
(a gauche), taille (FSC, Forward Scatter) et granulosité (SSC, Side Scatter), et a I'expression positive de CD14 a leur surface
(histogramme en violet correspond aux cellules CD14* et celui en rouge correspond aux cellules marquées par le contréle

isotypique) (a droite).

3.2. Culture et analyse des monocytes humains

Les monocytes fraichement purifiés sont mis en culture a 10° cellules /mL a 37°C dans un
milieu RPMI 1640 + Glutamax (Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium + GlutaMAX™
Supplement, Gibco) supplémenté avec 10% FBS décomplémenté (Fetal bovine serum, Sigma-
Aldrich) et 1% de P/S (Penicillin/streptomycin, Gibco), en présence du dendrimére sous ses
formes libres, du dendrimere formulé et du TriCat seul pour 2 ou 5 jours. Toutes les molécules
sont ajoutées au début des cultures a des concentrations spécifiques : 0,2 uM/ 2 uM/ 20 uM
en dendrimere et 0,4 uM / 4 uM/ 40 uM en TriCat. Aprés 2 ou 5 jours de culture, les
monocytes sont lavés et marqués par un anticorps anti-HLA-DR-VioBlue ainsi qu’avec son
isotype (Miltenyi Biotec). Les changements morphologiques et phénotypiques des monocytes
sont ensuite évalués par I"acquisition des cellules sur le cytomeéetre MACSQuant 10 (Miltenyi
Biotec). Toutes les données de cytométrie sont analysées par le logiciel Flowlogic™ (Miltenyi
Biotec).

L'activité anti-inflammatoire de I’ABP-NIR est évaluée sur monocytes humains comme décrit
précédemment (pendant 3 jours de culture). Les changements morphologiques et
phénotypiques des monocytes sont ensuite évalués par I'analyse morphologique et

phénotypique des cellules sur le cytométre LSR Il (BD Biosciences).
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3.3. Internalisation du dendrimére par les monocytes humains

Des lamelles stériles sont déposées au fond d’une plaque 24 puits (1 lamelle/puit) et sont
incubées pendant 1 heure a 37°C avec de la poly-L-lysine (Sigma-Aldrich) diluée au 1/5me
dans I'’eau. Les lamelles sont ensuite rincées 3 fois au PBS puis sont séchées.

Les monocytes purifiés sont mis en culture a 10° cellules /mL dans une plaque 48 puits en
présence du dendrimere fluorescent sous ses formes libres ou sous sa forme formulée a la
concentration de 20 uM pour 1 heure a 37°C. Apres 1 heure, les monocytes sont lavés et
resuspendus dans du PBS puis sont mis a adhérer sur les lamelles préalablement préparées.
Les cellules sont ensuite fixées a I'aide de paraformaldéhyde a 4% pendant 10 minutes a
température ambiante puis sont rincées 3 fois au PBS. Aprés le dernier lavage, les lamelles
sont déposées sur une lame de microscope en utilisant un milieu de montage Vectashield
contenant du DAPI (VECTASHIELD Antifade Mounting Medium with DAPI, Vector laboratories)
(une goutte) puis scellées avec du vernis. Ces lames sont ensuite observées au microscope
confocal SP8 Leica a objectif inversé (63X), a immersion huile avec un zoom (x3). Les images

obtenues sont ensuite traitées sur le logiciel Image).

4. Preuve d’efficacité thérapeutique de la formulation dans un
modele murin de psoriasis

4.1. Préparation des solutions

La solution du dendrimére ABP libre correspondant a la dose de 50 mg/kg est préparée dans
I’eau pure (solution préparée a 1,7 mM en ABP dans I’eau ; 100 uL est déposé sur le dos de la
souris de poids approximatif de 20 g). La solution d’ABP a la plus faible dose, 13 mg/kg, est
préparée par dilution par 3,85 dans I’eau de la solution meére a la dose de 50 mg/kg.

La formulation TriCat/ABP-A est préparée selon le protocole expérimental décrit (méthode D)
correspondant a une dose de 13 mg/kg en dendrimére.

Les différentes solutions sont réparties en 7 aliquots (pour les 7 jours de traitements) et

congelées a -20°C jusqu’au jour du traitement.
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4.2. Induction de psoriasis par I'imiquimod

Le protocole expérimental utilisé pour induire I'inflammation psoriasique chez les souris est
le méme que celui décrit dans la partie expérimentale 2.2.2 et dans I'étude que nous avons
publiée, sauf que I'application de I'lMQ est décalée I'aprés-midi. Le modele de psoriasis est
donc induit chez des souris femelles Balb/c 4gées de 8 semaines, de poids approximatif de 20
g, par une application cutanée journaliere de 80 mg d’Aldara 5% (4 mg d’IMQ) en fin d’apres-
midi (JO a J6). Les souris traitées par I'lMQ sont comparées a des souris traitées par 80 mg de
xanthane 1% ou a des souris n’ayant pas regu d’application cutanée (contrble négatif). Le
lendemain matin (8h30), le dos des animaux traités par I'[MQ est lavé par un coton imbibé
d’eau pour enlever les éventuelles traces d’Aldara. Nous avons ensuite appliqué sur la peau
du dos rasé des souris les traitements suivants (volume= 100 pL) : eau (contréle positif), ABP
libre (dose 13 ou 50 mg/kg) ou le dendrimére formulé (dose 13 mg/kg) de fagcon quotidienne
pendant 7 jours (J1 a J7) (cf chapitre 2 figure 63). A J7, 5 heures aprés la derniére application
des différents traitements, les souris sont sacrifiées et les peaux traitées sont immédiatement

prélevées et fixées pour analyse histologique.

4.3. Evaluation clinique de I'inflammation cutanée
La sévérité de l'inflammation de la peau du dos des souris est évaluée a I'aide d’un score
clinique basé sur le score PASI. Contrairement a celui calculé chez ’'homme, ce score dans le
modele murin ne prend pas en compte la surface de la zone cutanée affectée dans le calcul
du score global. La sévérité de linflammation cutanée est donc déterminée par une
évaluation quotidienne de I'érytheme, des squames et de I'épaisseur du dos suivant un score
allant de 0 a 4 (0 = normal ; 1 = léger ; 2 = modéré ; 3 = marqué ; 4 = tres marqué) [30].
L’épaisseur du dos est mesurée a I'aide d’un pied a coulisse. La somme des 3 scores donne le

score clinique total, qui varie doncde 0 a 12.

4.4. Evaluation histologique de 'inflammation cutanée
Les peaux prélevées sont immédiatement fixées dans une solution de paraformaldéhyde 4%
et sont ensuite incluses dans des blocs de paraffine. Les colorations HE sont réalisées sur des
coupes de peaux déparaffinées de 5 um. Les images sont obtenues a I'aide d’un scanner de
lames (Panoramic slide scanner 250, objectif 40x). La sévérité de I'inflammation, au niveau

histologique, est évaluée en se basant sur les caractéristiques histopathologiques suivantes
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du psoriasis : acanthose, spongiose, hyperkératose, parakératose et infiltrat immunitaire.
Pour chacun de ces criteres, un score allant de 0 (normal) a 4 (sévére) a été attribué et ces
scores sont cumulés pour donner le score histologique total (échelle de 0 a 20). Sur toute la
longueur de la coupe histologique, le nombre de micro-abcés de Munro dans la couche

cornée est compté.

4.5. Analyses statistiques
Les données ont été analysées avec le logiciel Graphpad Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA,
USA). Les résultats ont été représentés par la moyenne + SEM (standard error mean). Aprés
vérification de I’"homogénéité des variances des différents groupes par un test Bartlett, un
test One Way ANOVA suivi par un post-test Tukey ont été effectués pour comparer les
groupes entre eux. Les valeurs p<0,05 ont été considérées comme statistiquement

significatives.
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