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Résumeé

L’utilisation de I’amidon comme agent de remplissage, agent liant ou agent
désagrégeant est tres répandue dans I’industrie pharmaceutique. Des modifications
chimiques effectuées sur ce polymére auront une influence sur ses propriétés
rhéologiques. La carboxyméthylation de I’amidon géneére un excipient dont les
propriétés de gastro-protection ainsi que de libération contrdlée pour plusieurs catégories
de principes bioactifs ont ét¢ démontrées lors de différentes études (Calinescu et al.,
2005; 2007; Massicotte et al., 2008). Le concept d’immunisation mucosale lors de la
vaccination est basé sur le fait que plusieurs pathogénes ont comme porte d’entrée dans
I’organisme les muqueuses (par exemple celles du tractus respiratoire ou gastro-
intestinal). Dans cette optique, pour contrer ou prévenir une infection, il faut cibler
I’induction de ’immunité mucosale au site d’entrée du pathogéne afin d’obtenir une
protection optimale.

Les protéines végétales incluant des fragments immunogénes spécifiques
d’agents infectieux peuvent étre utilisées a des fins d’immunisation orale pour une
stimulation de I’appareil lymphoide de la muqueuse intestinale. Une limite & cette
approche est la barriere stomacale par rapport au pH gastrique et a [’activité
protéolytique pouvant dégrader le matériel immunogéne d’intérét. Il était important de
protéger les protéines immunogeénes en incorporant les extraits végétaux dans une
matrice polymérique utilisée a des fins de transport jusqu’a la muqueuse intestinale.
Pour ce faire, les extraits végétaux lyophilisés ont ét¢ formulées avec le carboxyméthyl
amidon (CMA) offrant une protection gastrique et une libération ciblée de 1’actif au
niveau intestinal. Lors de la libération des extraits végétaux dans la solution simulant les
conditions intestinales (SIF), une destruction des protéines a ét¢ observée. L’utilisation
d’inhibiteurs de protéases a €té testée d’une part dans le milieu de libération et d’autre
part dans la formulation elle-méme. La libération des agents bioactifs non dégradés a été
observée avec I’utilisation du Pefabloc SC a une concentration de 1,6 % (w/w) dans la
formulation. A cette concentration, une stabilisation des protéines dans le SIF est
observée pendant 6 h. L utilisation de la lipase comme marqueur enzymatique a permis
de donner une information sur la conservation de la structure protéique des éléments
bioactifs lors de leur libération.

Mots clés : vaccination, plantes transgéniques, polymeres biocompatibles, amidon, voie
orale, gastro protection, libération contrdlée, inhibiteur de protéases.
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INTRODUCTION



CHAPITRE I

LE PRINCIPE DE LA VACCINATION ET L’IMMUNITE MUCOSALE

1.1 La vaccination

De facon générale, la qualité et I’espérance de vie n’ont cessé de s’améliorer lors
de la derniére décennie (World Health Report, 1998). L’utilisation de vaccins pour
contrer les maladies infectieuses constitue une véritable avancée dans la médecine
moderne. On observe une diminution allant de 90 & 100% des cas de mortalité, pour
plusieurs maladies infectieuses infantiles depuis l'introduction de vaccins et leur
utilisation de fagon systématique. La poliomyélite a été éradiquée de 1I’Europe et de
I’ Amérique du nord suite a ’administration de vaccins chez les jeunes enfants (Shimizu
et Takeda, 2008). De méme, pour les SO dernieres années, on observe une diminution de
95 a 100 % du taux de mortalit¢ pour la diphtérie, la coqueluche, le tétanos,

V' Haemophilus influenzae de type B, la rougeole, les oreillons, la rubéole (Tableau 1.1).

Tableau 1.1 : Comparaison des taux de mortalité pour différentes maladies infecticuses
avant et aprés vaccination systématique chez I’enfant (d’aprés Ogra et al., 2001).

Maladie Mortalité annuelle | Mortalité en 1998 | Diminution
maximale (année) (%)
Variole 48164 (1900) 0 100
Diphtérie 175885 (1920) 1 100
Coqueluche 147271 (1922) 6279 95,7
Tétanos 1314 (1922) 34 97,4
Poliomy¢élite 16316 (1952) 0 100
Rougeole 503282 (1958) 89 99,8
Oreillons 152209 (1968) 606 99,6
Rubéole 47745 (1967) 345 99,3
H. Influenzae type B 20000 (1985) 54 99,7




La Société canadienne de pédiatrie et le Comité consultatif national de
l'immunisation recommandent la vaccination systématique. Un exemple de vaccin utilisé
de fagon systématique chez ’enfant 4g¢ de 4 a 6 ans est celui du vaccin & composante
anticoquelucheuse ou de vaccin acellulaire combiné contre la coqueluche, la diphtérie, le
tétanos et la poliomy¢lite (vaccin associé DCT-polio) (Weston et Klein, 2008; Taub et

al., 2008).

1.2 Le principe de la vaccination

La wvaccination est un procédé consistant a introduire une préparation
immunogénique dans un organisme vivant afin de créer une réaction immunitaire
spécifique contre une maladie infectieuse (Wehlre, 1968). Le principe actif d’un vaccin
est un antigéne destiné a stimuler le systtme immunitaire. Dans un contexte
d’immunisation active, 1’antigéne est aussi appelé agent immunogene. La réaction
immunitaire générée permet une mise en mémoire de l'antigéne présenté pour qu’a
l'avenir, lors d'une exposition a un agent infectieux, la réponse immune puisse s'activer
de fagon plus rapide (Crotty et al., 2003). La réponse immunitaire présente deux aspects:
une réponse humorale et une réponse a médiation cellulaire. Ces deux branches
requiérent une interaction entre différents types de cellules pour induire une réponse

immunitaire spécifique (Fig 1.1).

L’induction des réponses immunitaires humorale et 4 médiation cellulaire dépend
de lactivation des cellules T “helper* (Th) (MacLennan, 1994). A la suite de
I’apprétement de I’antigéne par les cellules dendritiques, les cellules Th se lient aux
complexes peptide-molécule de classe II du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) a la surface des ces cellules présentatrices de ['antigéne. Cette interaction
provoque un signal qui conduit a l'activation et a la prolifération des cellules Th (Datta

et al., 2004). La population de cellules Th spécifiques de I'antigene, développée de fagon



clonale, joue un role dans l'activation des lymphocytes B et de lymphocytes T qui créent

les réponses humorale et a médiation cellulaire (Fig 1.1).
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Figure 1.1: Interaction cellulaires impliquées dans !’induction des réponses
immunitaires (APC : cellules présentatrice d’antigéne). L’activation et la prolifération
des cellules Th (a), lors d’une immunisation thymo-dépendante, sont nécessaires au
déclenchement d’une réponse humorale (b) et d’une réponse a médiation cellulaire
contre des cellules de I’organisme altérées (c) (d’aprés Goldsby et al., 2000).

1.2.1 La réponse a médiation cellulaire

La réponse a médiation cellulaire est associée a différentes sous-populations de

lymphocytes T et, comme dans la réponse humorale, une population de cellules Th



activées par un antigéne spécifique est nécessaire. Apres activation et différentiation
clonale des cellules Th, des cytokines sont secrétées par ces cellules Th CD4+ (Stephens
et al,, 2006). Ces cytokines contribuent a l'activation des cellules Th effectrices
responsables de la réponse a médiation cellulaire et a la création de cellules Th a
mémoire. L’interleukine 2 (IL-2), secrétée par les cellules Th CDA4+, stimule la
prolifération et la différenciation des cellules T “cytotoxic” (Tc) CD8+. Apres liaison a
un antigéne apprété combiné a des molécules de classe I du CMH a la surface de la
membrane d'une cellule du Soi altérée, 1’activation des lymphocytes Tc CD8+ engendre
des dommages membranaires chez la cellule du Soi altérée avec pour résultat une lyse
cellulaire (Fig 1.1). Une sous-population de lymphocytes Tc se différencie en cellules Tc

a mémoire (Wood et al., 2007).

1.2.2 La réponse humorale

De fagon générale, les vaccins stimulent la production d’anticorps (ou immuno-
globulines (Ig)). La mesure du titre d’anticorps générés aprés vaccination est
représentative du taux d’immunisation induite par le vaccin administré (Odinsen et al.,
2007). Les anticorps ont la proprié¢té de reconnaltre des structures antigéniques (ou
épitopes) généralement situés a la surface de [’agent infectieux et de s’y fixer
spécifiquement avec une haute affinité. La neutralisation du pathogene par les anticorps
peut s’effectuer de différentes fagons. Certains anticorps s’associent aux structures de
surface de 1’agent pathogéne ou aux toxines sécrétées par celui-ci, inhibant leur fixation
et leur pénétration dans les cellules cibles et de ce fait empéchent 1’infection (Zwick et
Burton, 2007 ; Helander et al., 2004). D’autres vont activer des cellules phagocytaires et
des cellules “natural killer* (NK) chargés de lyser des cellules infectées. Les anticorps
sont produits par les plasmocytes issus de 1’activation des lymphocytes B apres une
succession de réactions cellulaires provoquées par la stimulation antigénique. Certains

antigénes ont la capacité d’activer directement les lymphocytes B (c’est la réaction



thymo-indépendante), mais la plupart des antigénes requierent la présence de

lymphocytes Th pour induire la production d’anticorps (réaction thymo-dépendante).

C’est au niveau des ganglions et de la rate que les cellules présentatrices
d'antigéne (cellules dendritiques) activent les cellules Th qui, dés lors, se multiplient.
D’autre part, I’interaction des cellules B matures avec l'antigéne déclenche un processus
d’apprétement de |'antigéne, puis, la présentation de celui-ci combiné a des molécules de
classe II du CMH a la surface de leurs membranes. L'interaction entre les lymphocytes
Th CD4+ et les cellules B spécifiques provoque I’activation et la prolifération des
lymphocytes B. Une partie des cellules se différencie en plasmocytes, qui sont
responsables de la production d’anticorps a faible affinité, essentiellement du type IgM.
Une partie des lymphocytes B migrent dans des follicules primaires ou, avec l'aide de
lymphocytes Th spécifiques et en présence de l'antigeéne, ils forment un centre germinatif

(MacLennan, 1994).

Dans ces centres germinatifs se produit le changement d’isotype des anticorps,
ainsi que les mutations somatiques et la sélection des clones B produisant les anticorps
ayant de plus fortes affinités pour l'antigene (MacLennan, 1994). Les cellules B issues
de ces centre germinatifs se développent soit en plasmocytes qui migreront dans la
moélle osseuse pour y sécréter des anticorps de haute affinité (IgG et IgA), soit en
cellules B @ mémoire qui permettront une réponse immunitaire plus rapide et puissante

en cas de réexposition au(x) méme(s) antigene(s) (Fig 1.1).

Des anticorps de méme spécificité peuvent appartenir a différentes classes (IgG,
IgA, IgM) selon leur affinité et site de production. Ils peuvent étre libres dans le plasma
(IgG, IgM) ou dans les fluides biologiques présents au niveau des muqueuses (IgA). La
quantité et la répartition des différents isotypes évoluent en fonction du temps aprés

stimulation antigénique (Phan et al., 2003). Les IgM sont immédiatement présentes lors



de P’infection et augmentent avant les [gG et les IgA. La production des IgG et des IgA

nécessite la présence de cellules Th.

1.2.3 La réponse vaccinale

Lors de la premiére inoculation d’un antigene, les cellules Th effectrices sont
activées et proliférent rapidement. Ce sont des cellules & durée de vie courte (quelques
jours), dont le nombre atteint un maximum au bout d’une semaine puis diminue pour
atteindre un niveau basal en deux a six semaines. La population de cellules Th a
mémoire atteint un maximum aprés deux semaines, puis leur nombre se réduit lentement
pour rester détectable aprés plusieurs années. La réponse humorale suivant la premicre
inoculation est lente et les plasmocytes qui en sont issus sont responsables de la
production d’IgM d’abord puis d’IgG protecteurs (Zafiropoulos et al., 1997). Le nombre
des cellules B @ mémoire généré par le processus vaccinal est maximal aprés dix a
quinze semaines, avant de diminuer lentement. Les cellules B & mémoire sont le support

de la réponse anamnestique en anticorps.

Lors d’un nouveau contact avec l’agent infectieux, les cellules T & mémoire
interviennent en favorisant une réaction anticipée et intensifiée. Les cellules Th CD4+ a
mémoire donnent trés rapidement naissance a des taux élevés de nouvelles cellules T
effectrices et cytotoxiques. Les cellules Th CD4+ participent également a la réactivation
de la réponse immunitaire en anticorps avec un délai de production raccourcis. Lors de
ce deuxiéme contact avec I’antigene, le titre en anticorps augmente rapidement et atteint
des taux plus €levés en IgG et en IgA de méme spécificité et d’affinité plus élevée avec
un haut pouvoir protecteur (Sha et al., 2005). Ainsi, par la vaccination, on cherche une
mise en place rapide de moyens de défense spécifique afin d’anticiper sur le

développement de I’infection et d’en protéger I’organisme.



1.3 Classification des vaccins

Les vaccins peuvent étre classés en quatre catégories en fonction de la nature du
matériel antigénique qu’ils renferment (Baxter, 2007) : i) agents vivants atténués, ii)

agents infectieux inactivés, iii) sous-unités d’agents infectieux, iv) toxines inactivées.

1.3.1 Les vaccins issus d’agents infectieux atténués

Les vaccins atténués sont générés a partir d’agents pathogenes qui créent une
infection minimale. Les agents infectieux sont manipulés et multipliés en laboratoire
jusqu’a ce qu’ils perdent leur caractére pathogene. IlIs conservent cependant leurs
caractéristiques antigéniques. Leur administration provoque une réponse immunitaire
spécifique. Des exemples de ce type de vaccin comprennent les vaccins contre la fievre
jaune, la varicelle, la rubéole, les oreillons, la rougeole, la tuberculose (vaccin BCG), les
gastroentérites a Rotavirus (Reisinger et Block, 2008). Les vaccins atténués ne sont pas
dépourvus de risques infectieux. Il est déconseillé de les utiliser chez des patients

immunodéprimés, qui pourraient devenir porteurs chroniques de la maladie.

1.3.2 Les vaccins issus d’agents infectieux inactivés ou tués

Les vaccins inactivés sont exempts de tout risque infectieux. Une fois les agents
infectieux identifiés et isolés, ils sont multipliés puis tués chimiquement ou
thermiquement. Contrairement aux vaccins vivants atténués, plusieurs injections sont
généralement nécessaires pour obtenir une immunisation suffisante et il faut
habituellement pratiquer des rappels (Lieu et al., 2001). L’efficacité de la réponse
générée par les vaccins inactivés est inférieure a celle obtenue avec les vaccins atténués
vivants mais les risques d’infection sont fortement diminués. Des préparations d’agents
infectieux inactivés sont utilisées pour vacciner contre la grippe, la poliomyélite, le

choléra, la peste ou I’hépatite A (Stauffer et al., 2006).



1.3.3 Les vaccins constitués de sous-unités d’agents infectieux

Ces vaccins, contrairement aux vaccins atténués et inactivés, ne comportent plus
I’agent pathogéne entier mais seulement des fractions antigéniques susceptibles
d’induire une réponse immunitaire. Les composantes antigéniques des vaccins sous-
unitaires peuvent &tre d’origine protéique, polyosidique, ou conjugués. Les antigénes
protéiques mettent en jeu la réaction thymo-dépendante et font intervenir les cellules Th
CD4+ a mémoire. Une nouvelle injection déclenche une ascension des IgG protectrices
et une activation cellulaire durable. Par exemple, les vaccins contre les virus de
I’hépatite B, les papillomavirus ou encore la coqueluche, sont constitués de protéines de
surface virale. Les antigénes polyosidiques induisent une réponse thymo-indépendante
mettant en jeux les cellules B et des anticorps IgM et IgG spécifiques. La réponse
engendrée par ce type de vaccins est de courte durée. Les vaccins conjugués, obtenus en
assemblant des polyosides spécifiques a une protéine porteuse, peuvent permettre de
produire une réponse plus intense et plus durable (Marcato et al., 2005). Cette approche
d’antigénes conjugués a été utilisée pour les vaccins méningococciques et

pneumococciques.

1.3.4 Les vaccins constitués de toxines inactivées

Un aggravement des symptomes lors d’une infection est parfois di a la
production de toxines par ’agent infectieux. Cette stratégie vaccinale utilise des toxines
détoxifiées chimiquement ou thermiquement, appelée toxoide ou plus généralement
anatoxine, pour susciter une réponse immune dirigée contre celle-ci. Le tétanos ou la
diphtérie sont deux exemples de maladies dont les symptomes sont dus a la production
de toxines par ’agent infectieux et contre lesquelles on produit des vaccins anatoxiques

(Prado et al., 2001).
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1.4 Les modes de vaccination

Une administration optimale et sécuritaire des vaccins est essentielle pour
garantir leur innocuité et leur efficacité. Les méthodes d'administration sont basées sur
les résultats d'essais cliniques permettant de déterminer la dose, la voie et le calendrier
d'administration de chaque vaccin. La plupart des vaccins sont administrées via la voie

parentérale (IM ou SC) et la voie orale (Tableau 1.2).

Tableau 1.2 : Classification de vaccins utilisés contre différents types de maladies
infectieuses en fonction de leur méthode d’administration (d’aprés Nikkels et al., 2005).

Injection Injection Voie orale
intramusculaire (IM) sous-cutanée (SC)
- Diphtérie - Poliomyélite - Rotavirus
- Tétanos - Varicelle - Cholera
- Hépatites A - Rubéole - Typhoide
- Hépatites B - Rougeole
- H. Influenza type b - Oreillons
- Pneumocoque - H. Influenza
- Typhoide - Fiévre jaune
- Rage

1.4.1 La vaccination par voie orale

La vaccination par voie orale présente de nombreux avantages par rapport a la
vaccination par voie parentérale. L’une des raisons qui préconise |’immunisation par
voie orale tient compte du fait que pour une majorité d’infections, le point de départ est
une surface mucosale (McGhee et al., 1994). 1l s’avérerait donc intéressant de vacciner
au niveau des sites mucosaux pour y induire une réponse immune protective. Des

exemples d’infections mucosales sont causées par : Helicobacter pylori, Vibrio
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cholerae, Escherichia coli enterotoxigéne, Clostridium difficile au niveau du tractus
gastro-intestinal; Mycoplasma pneumoniae, le virus de ’influenza, le virus respiratoire
syncytial au niveau du tractus respiratoire; HIV, Chlamidia, Neisseria gonorrhoeae, le
virus de I’herpés simplex au niveau du tractus urogénital (Holmgren et al., 2003). Ces
agents microbiens représentent un intérét pour le développement de nouvelles cibles
vaccinales capable d’induire une réponse immune protectrice afin d’empécher
I’adhésion et la colonisation au niveau de la muqueuse épithéliale (pour des bactéries
non invasives) ou bien la pénétration et la réplication dans la muqueuse (pour les virus et
les bactéries invasives) ou encore de bloquer I’adhésion et l’action de toxines
microbiennes (Holmgren et al., 2003). Dans plusieurs cas, la fonction protectrice
effectrice issue du procédé vaccinal générera une réponse locale en anticorps sécrétoires
de nature IgA et une mémoire immunologique associée aux muqueuses. La vaccination
par voie orale faisant appel au principe de I’immunité mucosale et impliquant le systéme
immunitaire commun aux muqueuses (SICM), permet donc d’immuniser & un endroit
(par exemple, I’intestin) et de protéger a un autre (par exemple, le poumon) (Holmgren

et al., 2003; Foss et Murthaugh, 2000; Ogra et al., 2001).

1.4.2 L’immunité mucosale

La surface des muqueuses des systémes digestif, respiratoire et urogénital
représente des sites d'entrée pour diverses pathogeénes (McGhee et al.,, 1994). Ces
surfaces membranaires sont protégées par les tissu lymphoides associés aux muqueuses
(MALT : mucosal-associated lymphoid tissue). La lamina propria, située sous la couche
de cellules épithéliales, contient un grand nombre de cellules B, de plasmocytes, de
cellules Th activées et de macrophages au sein d'amas laches. Le nombre de follicules
lymphoides situés dans la lamina propria d’un individu sain se situe aux alentours de 15
000. La couche sous-muqueuse, située sous la lamina propria, contient des plaques de
Peyer, dont la structure nodulaire est constituée de 30 & 40 follicules lymphoides (Fig

1.2). Les plaques de Peyer représentent la principale structure du MALT. Comme les
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follicules lymphoides de la rate et des ganglions, ceux qui composent les plaques de
Peyer peuvent se développer en follicules secondaires avec la création de centres
germinatifs. L’importance fonctionnelle du MALT est due a sa grande population de
plasmocytes, dont le nombre est nettement supérieur a celui des plasmocytes de la rate,

des ganglions et de la moelle osseuse réunis (Schmuker et al., 2003).

Lumiére intestinale
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Figure 1.2 : Coupe schématique de la muqueuse bordant I’intestin montrant un nodule
de follicule lymphoide qui constitue une plaque de Peyer dans la sous-muqueuse. La
lamina propria intestinale contient des amas laches de cellules lymphoides et des
follicules diffus (d’aprés Goldsby et al., 2000).

La réponse immunitaire générée au niveau des muqueuses des tractus
respiratoire, digestif et génito-urinaire est due au MALT. Réguliérement, des
échantillons antigéniques étrangers provenant de la lumiére de la muqueuse sont mis en
contact avec les tissus lymphoides associ€s. Au niveau intestinal, le transport de

l'antigéne est effectué par des cellules épithéliale spécialisées, dépourvues de
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microvillosité, appelées cellules M (Corr et al., 2008). Ces cellules présentent une
profonde invagination, ou poche, dans leur membrane basolatérale dans laquelle si
situent des cellules B, des cellules T et des macrophages (Fig 1.3a). Les antigénes
luminaux sont internalisés par invagination membranaire dans des vésicules qui sont
transportées de la membrane luminale vers la membrane de la poche sous-jacente. Les
vésicules fusionnent ensuite avec la membrane de la poche, délivrant ainsi les antigénes
activateurs d'une réponse potentielle aux amas de lymphocytes localisés dans la poche

(DesRieux et al., 2005).
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Figure 1.3 : (a) Représentation d’une cellule M contenue dans la muqueuse intestinale.
L’antigéne est transporté & travers la cellule et est libéré dans la grande poche
basolatérale. Une population lymphocytaire est présente au sein de cette cavité
cellulaire. (b) Mécanisme de production d’IgA au niveau des sites inductifs. Apreés avoir
été activées, les cellules B se différencient en plasmocytes producteurs d’IgA qui

migrent le long de la sous-muqueuse (d’apres Goldsby et al., 2000).

Le processus d’internalisation de 1’antigéne varie en fonction de la taille de celui-
ci. Les grandes particules et les bactéries vont étre internalisées par phagocytose
impliquant un réarrangement du cytosquelette associé a la membrane apicale (Liang et

al., 2001), tandis que les virus vont induire une internalisation par endocytose avec
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formation de puits de clathrine (Owen, 1977). Les cellules M sont localisées dans des
sites inductifs de la muqueuse intestinale se situant sous les follicules lymphoides
organisés (Fig 1.2). Les antigénes transcytosés a travers la muqueuse par les cellules M
vont activer les cellules B au sein de ces follicules lymphoides. Les cellules B activées
se différencient en plasmocytes, quittent les follicules pour se relocaliser plus en bordure
de la lamina propria, puis secrétent des anticorps de classe IgA. Ces anticorps sont
ensuite transportés a travers la barriére épithéliale puis libérés en tant qulIgA sécrétoire
dans la lumiére (Kadaoui et Corthésy 2007), ou ils peuvent entrer en interaction avec des

antigénes (Fig 1.3 b).

Les cellules M sont a la base d’un processus de libération continue de fractions
antigéniques. Les muqueuses dans lesquelles elles se localisent constituent une barriére
efficace contre l'entrée des pathogénes car les jonctions serrées qui unissent les cellules
épithéliales les unes aux autres empéchent la pénétration du pathogéne. Certains
pathogénes intestinaux exploitent la cellule M comme voie d'entrée a travers la barriére
de la muqueuse (Sansonetti et Phalipon, 1999). Dans certains cas, le pathogéne est
internalisé par la cellule M et transporté, comme les antigénes, jusqu'a la membrane
basale. Dans d'autres cas, il se lie & la cellule M et rompt cette cellule, permettant son
entrée dans la muqueuse intestinale. Parmi les pathogénes qui utilisent les cellules M
comme moyen de transport, le virus de la poliomyélite, Salmonella typhimurium,
Yersinia enterocolitica et Vibrio cholerae, en sont les exemples les plus fréquents

(Jensen et al., 1998; Ouzilou et al., 2002; Hamzaoui et al., 2004).



CHAPITRE II

EXPRESSION D’ANTIGENES PAR DES PLANTES TRANSGENIQUES

2.1 Aspects généraux

De nouvelles molécules thérapeutiques sont mises au point chaque année mais
ne sont pas exploitées pour des raisons de capacité limitée et des colts élevés des
systémes actuels de productions. Par exemple, les anticorps recombinants testés a fins
d’immunothérapie contre diverses pathologies utilisent des cultures de cellules animales
telles que les CHO (Chinese Hamster Ovary) pour leur production (Gomord et al,,
2004a). Les quantités d’anticorps nécessaires en immunothérapie se situent entre de 2 et
5 g par patient par année. De plus, la diversité d’anticorps demandée pour les traitements
est importante. Il est ainsi nécessaire pour I’industrie pharmaceutique de se doter de
systémes efficaces de production afin de répondre a la demande dans ce domaine

(Daniell et al., 2001a).

Dans le cadre de la production de protéines recombinantes, différents systémes
sont utilisés: les bactéries, les levures, les cultures de cellules animales, les animaux
transgéniques et les plantes transgéniques. Les avantages liés a ’utilisation de bactéries
pour la production de protéines recombinantes sont la simplicité du transfert de génes et
I’obtention de volumes de production importants. Toutefois, les mécanismes de
modification post-traductionnelle des protéines ne sont pas présents chez les bactéries.
Celles-ci serviront a I’expression de molécules relativement simples comme [’insuline,
’interféron ou 1’hormone de croissance humaine (Gomord et al., 2004b). Pour
’obtention de modifications post-traductionnelles de la protéine d’intérét, des cultures
de levures peuvent étre utilisées (Capell et al., 2004). Pour la glycosylation sur des sites
spécifiques, les systémes de cultures de cellules animales seront utilisés (Daniell et al.,

2001a). Les cultures de cellules de mammiféres, notamment les CHO, sont utilisées pour
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la production de molécules recombinantes retrouvées commercialement. Les animaux
transgéniques offrent la possibilité de glycosylation, ainsi que des rendements de
production de protéines recombinantes importants. Cependant, I’obtention d’animaux
transgéniques est un processus long et cofliteux (Capell et al., 2004). Un exemple de
protéine recombinante exprimée chez I’animal est celui de la butyrylcholinestérase

humaine qui se retrouve dans le lait de la ch¢vre (Baldassarre et al., 2009).

L’utilisation de plantes transgéniques offre une capacité de production élevée en
terme de biomasse obtenue et peut facilement étre ajustée a la demande. De fagon
générale, les colits de production reliés aux plantes transgéniques sont inférieurs aux
colits générés par |’utilisation de cultures de microorganismes en fermenteur ou de
cellules de mammiféres (Twyman et al., 2003). La culture de plantes transgéniques est
similaire a celle de plants sauvages desquels ils sont issus et ne nécessitent pas
d’équipements particuliers, sauf ceux en conformité avec les normes environnementales.
L’utilisation de plantes transgénique offre une sécurité lors de la génération de protéines
recombinantes a usage thérapeutique car il n’existe pas de pathogénes communs entre

les plantes et les humains (Daniell et al., 2001a et Capell et al., 2004).

2.2 Les vaccins mucosaux a base de plantes transformées

Les plantes sont relativement faciles a transformer et représentent une source peu
coliteuse de biomasse. Leur utilisation pour générer des protéines a usage
biopharmaceutique est développée depuis plusieurs années. La production d’un vaccin
sous-unitaire en plantes transgénique a ét¢ réalisée pour la premiére fois par I’expression
d’un antigene de surface du virus de I’hépatite B (HbsAg) chez le plant de tabac (Mason
et al. 1992). Depuis, plusieurs autres groupes ont utilisé les plantes pour I’expression
d’antigénes viraux et bactériens. Par exemple : la sous-unit¢ B d’Escherichia coli
(Mason et al., 1998), la sous-unité B de la toxine cholérique (Arakawa et al., 1998), la

protéine VP] du virus de la fievre aphteuse (FMDV : foot-and-mouth disease virus)
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(Wigdorovitz et al., 1999), une protéines de capside du virus de Norwalk (Tacket et al.,
2000), la protéine F du virus respiratoire syncytial (Sandhu et al., 2000) et
’hémagglutinine du virus de la rougeoles (Huang et al., 2001) ont été exprimées chez
les plantes et administrées oralement chez 1’animal et I’humain afin de déterminer leur

pouvoir immunogeéne.

Les plants de tabac et de tomate ont été utilis€s en tant que systémes pilotes dans
des études préliminaires pour I’expression de vaccins. Ces plantes sont caractérisées par
une transformation facile ainsi qu’un pouvoir de régénérescence élevé. Par ailleurs, lors
de I’expression d’antigéne chez le tabac, une extraction protéique est nécessaire avant
I’administration orale du vaccin. En ce qui concerne I’expression d’antigéne chez la
pomme de terre, la cuisson de celle-ci pour la rendre comestible entrainerait une
dénaturation des protéines transgénique et diminuerait de ce fait leur pouvoir
immunogene. D’autres candidats potentiels comme plantes hotes telles que la banane, le
mars, la laitue et la luzerne ont été utilisées pour ’expression de vaccins (Streatfield et

al., 2003; Tacket and Mason, 1999; Wigdorovits et al., 1999).

2.3 La luzerne, candidate de choix en moléculture

La luzerne (Medicago sativa L.) est une espeéce végétale présentant plusieurs
avantages pour la production de protéines recombinantes (Busse et al., 2002; St-Amand
et al., 2000; Khoudi et al., 1999). La pérenité des plants de luzerne permet [’utilisation
de la plante mére pour générer des boutures présentant un génotype identique et donc
évite la production des graines de fagon annuelle pour assurer 1’identité génotypique
(Piccioni et al., 1997). Plusieurs croisements sont parfois nécessaires a 1’obtention du
génotype souhaité et, lors de la production de graines, des variations dans I’expression
du gene introduit peuvent survenir d’une génération a 1’autre produisant des individus
différents. La stabilité du taux d’expression des protéines d’intérét constitue un élément

clé en moléculture (Busse et al., 2002 et Khoudi et al.,1999). La pérenité de la luzerne
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assure ainsi la production d’une grande quantité¢ de biomasse comparativement a une

espece qui ne génére qu’une seule récolte par année (Busse et al., 2002).

La luzerne effectue la fixation d’azote atmosphérique grice a une symbiose avec
des bactéries du genre Rhizobium et est donc cultivée sans apport d’azote
supplémentaire. La culture de cette espece est effectuée sans précautions particuliéres
(pesticides) car la luzerne n’est pas la proie d’un grand nombre de ravageurs
(champignons ou insectes) (Busse et al., 2002). Le faible taux de métabolites
secondaires (tels que les acides phénoliques, les flavonoides, les terpénoides et les
alcaloides) dont la présence augmente le nombre d’étapes de purification et donc les
colits de production et la haute teneur en protéines dans ses feuilles font du plant de
luzerne un bioréacteur de choix lors de I’expression de protéines recombinantes
(Erickson et al., 2002). La moléculture végétale présente donc des avantages concrets
pour la production de protéines thérapeutiques, tant au niveau des rendements obtenus
que des étapes de purification nécessaires lors de la production. L’entreprise québécoise,
Medicago inc., utilise la luzerne comme bioréacteur végétal destiné a la production de

protéines thérapeutiques.

Un des problémes majeurs rencontré lors de I’implantation en champ de tels
plants transgéniques est le confinement génétique (Nilsson et al., 1998; Daniell et al.,
2001a et b et Skinner et al., 2003). Le confinement génétique d’une culture transgénique
est la prévention de la dispersion des grains de pollen issus des ces plants transformés
dans I’environnement. Inversement, il faut empécher les grains de pollen présents
naturellement dans I’environnement de féconder les fleurs de la culture transgénique. Le

confinement génétique est assuré par la stérilité male et femelle des plants transgéniques.
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2.4 Transformation de plantes

2.4.1 Obtention de plantes transgéniques

L’obtention d’une plante génétiquement modifiée se fait en plusieurs étapes

successives (Fig 2.1).

Reéalisation du transgéne Agrobacterium tumefaciens

Iroculatian

sélection des cals
ransgéniques

Buctérie porteuse du (angs de cellules végétales)
vecteur (playmide pTi

madifié}

répénération d'unc Q
plantulc a partic des cals / .
. Cals trangdniguen

Obtention d'unc plante
transgénique, portant ¢l
exprimant fe géne d'latérét

Figure 2.1 : Schématisation de I’obtention d’une plante transgénique par utilisation
d’Agrobacterium tumefaciens (d’aprés Tzfira et Citovsky, 2006).

La premiere étape consiste en la sélection du gene d’intérét responsable, par
exemple, d’une résistance a certains insectes ou codant pour une protéine recombinante.
Le géne d'intérét doit étre isolé et intégré dans une construction plasmidique associant
souvent un gene marqueur permettant de sélectionner les cellules transformées. La
construction est ensuite amplifiée afin de disposer d'une quantité suffisante de matériel

génétique lors de son introduction dans les cellules végétales.
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La seconde étape concerne le transfert de géne dans la cellule végétale et est
principalement réalisée par deux techniques : la transformation biologique et un transfert
de geénes direct (Harwood et al., 2009 ; Harwood et Smedley, 2009). La transformation
biologique utilise une bactérie du sol, Agrobacterium tumefaciens, ayant la propriété de
réaliser naturellement la transformation génétique d'une plante. Ainsi, une construction
génétique introduite dans la bactérie (rendue avirulente au préalable) sera transférée dans
la plante et intégrée a son génome. Cette technique est la plus couramment utilisée
(Harwood et al., 2009). L’autre technique est basée sur un transfert de géne direct faisant
intervenir soit une projection de microparticules enrobées d'ADN (biolistique) dans les
cellules de la plante par ['utilisation d'un injecteur a particules soit l'introduction d'ADN
dans des protoplastes (cellules végétales dépourvues de paroi) par I’action d'un agent

chimique ou d'un champ électrique (électroporation) (Harwood et Smedley, 2009).

Une troisiéme étape consiste a régénérer et évaluer les plantes transformées apres
sélection de cellules transformées. Ces dernieres se développent d'abord en cals, larges
amas de cellules indifférenciées, sur lesquels on observe I’apparition de pousses apres
quelques semaines. Elles sont alors placées dans un nouveau milieu de culture
permettant le développement des racines. Quand les racines sont suffisamment

développées, les plantules sont repiquées en pot et acclimatées en serre.

La régénération in vitro des cellules transformées est une étape difficile a
maitriser. Aussi, le génotype, le type de tissus et les conditions de culture sont choisis en
fonction de leur aptitude a la régénération (Weeks et al., 2008). Les individus régénérés
subissent une analyse protéomique pour confirmer I’expression et l'insertion de la
construction génétique au sein de leur génome. Des études sur I'expression du géne ont
lieu & plusieurs stades, ce qui permet de caractériser le niveau d'expression et le
comportement de la plante exprimant le transgéne. Les plantes transformées obtenues
sont soumises a des croisements controlés pour étudier les modalités de transmission du

transgene a la descendance.
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2.4.2 Technique d’agroinfiltration

L’agroinfiltration est une méthode utilisée en biologie végétale qui consiste a
induire ’expression transitoire d’un géne dans une plante (Kopertekh et Schiemann,
2005). Pour réaliser cette technique, une suspension d’ Agrobacterium tumefaciens
contenant le géne d’intérét inséré dans une construction plasmidique, est injectée au
niveau des feuilles de la plantes. Aprés transfert de géne depuis Agrobacterium
tumefaciens vers la cellule végétale, la plante exprime de fagon transitoire le transgéne

d’intérét.

pénome de la cellule vépétale

plasmide pTtd*Agrobacterium
modUié¢

(ADN-T remplacé par ua péne

d'fniérén) réne d'intérdt

o

syuthise de
molécule(s)
d'intérét

Agrobacterium tumefuciens
Cellule végétale

Figure 2.2 : Schématisation du transfert d’un gene d’intérét provenant d’Agrobacterium
tumefaciens dans le génome de la plante (d’aprés Tzfira et Citovsky, 2006).

Les bénéfices de cette technique par rapport a la génération de plantes
transgéniques sont la rapidité et la facilit¢ d’expression de ’exogéne (Kopertekh et al.,
2005). Une fois injectée dans la feuille, Agrobacterium tumefaciens est responsable de la
transformation d’une partie des cellules végétales, et le transgéne y sera exprimé de
fagon transitoire. Les deux espéces végétales habituellement agroinfiltrées pour
I’expression transitoire de protéines d’intérét sont Nicotiana benthamiana et Nicotiana

tabacum (Koscianska et al., 2005).
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2.5 Taux d’expression de protéines exogénes

Les systémes utilisant des plantes transgéniques permettent de produire des
protéines en quantités importantes et apportent des modifications post-traductionnelles
spécifiques aux plantes (ajout de résidus xylose), fortement immunogeénes chez I’humain
(Gomez et al.,, 2008). Les taux d’expression du transgeéne dépendent de I’espece
végétale, du mode de transformation, du systeéme d’expression et de la protéine produite
(Guo et Wang, 2008). Une approche alternative pour I’expression des protéines
hétérologues consiste a intégrer le géne d’intérét dans le génome chloroplastique. Ainsi
par exemple, chez le tabac, on a réussi a obtenir 10000 copies du géne par cellule et une

accumulation de la molécule recombinante de 1’ordre de 47% du stock protéique
(Daniell, 2006).

2.5.1 Exemples de molécules obtenues

L’hormone de croissance (Somatotropine) a €t¢ la premiére protéine humaine
exprimée dans les plantes. Retrouvée dans les chloroplastes, cette hormone peut
représenter jusqu’a 7% des protéines totales (Kim et al., 2008). L’expression de
interféron a €t¢ mise au point dans le riz en 1994 et la production de la phosphatase
alcaline humaine a été effectuée dans des cellules végétales en 1999. L’expression du
collagéne sous forme de complexe glycoprotéique a été réalisée chez le tabac
transgénique en 2000. L’hémoglobine, la lactoferrine et I’albumine dont les besoins
mondiaux sont de 'ordre de 300 tonnes par an, sont également produites dans des
cellules végétales (Choi et al., 2003). Le colt de production par les plantes est cing fois
moins élevé que celui de I’albumine purifiée a partir du plasma. La protéine native
entiere a €t€ exprimée dans les plantes deés 1990 et une forte accumulation (11% des
protéines totales) suite a la transformation chloroplastique a été observée (Fernandez-

San, 2003). Pour la production de la lipase gastrique, des travaux font référence a la
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production de I’enzyme active dans les grains du mais (Zhong et al., 2006). Ainsi, 1 ha

de plantes transgénique permettrait la production d’un kg d’enzyme pure.

2.5.2 Vaccins

Au niveau de I’expression de protéines immunogenes chez les plantes, un vaccin
spécifique de I’hépatite B a été mis au point a partir de la pomme de terre exprimant des
lors un antigéne de surface du virus. Apres ingestion du féculent par la souris, il a été
observé un déclenchement d’une réponse immunitaire (Youm et al., 2007). Deux
candidats aux vaccins recombinants dits « comestibles » sont actuellement en cours de
développement. Il s’agit de ’antigéne dirigé contre la sous-unité B de Escherichia coli
entérotoxinogeéne et un antigéne de capside du virus de Norwalk (Santi et al., 2008). Un
vaccin sous-unitaire pour la toxine cholérique et I’expression d’une glycoprotéine du

virus rabique ont étés réalisés dans la tomate (Jani et al., 2002).

2.5.3 Anticorps recombinants

En ce qui concerne I’expression d’anticorps chez les plantes, un anticorps
chimérique IgG-IgA sécrétoire dirigé contre l’antigéne de surface de Strepfococcus
mufans (agent des caries dentaires) a €té¢ produit dans le tabac (Ma et al., 1994). Un
anticorps simple-chaine (Sckv: single chain variable fragment) dirigé contre la
glycoprotéine de surface de cellules de carcinome embryonnairs (CEA), a été¢ produit
dans le tabac (Ko et al., 2005). Ces types d’anticorps sont utilisés pour I’imagerie
médicale et pour les traitements thérapeutiques des cas de cancer. Des anticorps ScFv
ont été produits dans le tabac pour les traitements des lymphomes, et des IgG pour les
traitements du cancer du colon (McCormick et al., 1999; 2003). On estime le colit de
production par les plantes de 1 g d’IgG 10 a 20 fois moins important que le cofit li¢ a
I"utilisation de cellules animales. Cette diminution s’explique notamment par la

diminution des étapes nécessaires a la purification des anticorps (Yu et al., 2008).



CHAPITRE III

L’AMIDON ET SES DERIVES

3.1 L’amidon

L'amidon (du latin amylum, non moulu) est un polysaccharide de réserve utilisé
par les végétaux supérieurs pour stocker de I'énergie, au méme titre que le glycogéne
chez les animaux et que l'inuline chez les plantes de la famille des Asteraceae
(Chippendale, 1972). L’amidon se présente sous forme de granules blanches dont le
diamétre varie entre 1 et 100 pm (Wurzburg, 1986). Les particules d’amidon, générées
par les plantes lors de la photosynthése, sont composées principalement de polymeres de
glucose représentant 98 a 99 % de la masse du grain (French, 1984). Les particules
d’amidon, visibles au microscope et insolubles dans I’eau froide, sont localisées dans les
amyloplastes de la cellule végétale (Balmer et al,, 2006). Les principales sources
d’amidon sont le mais, la pomme de terre, le blé, et, dans une moindre mesure, le riz, le

manioc, les pois et le sorgho.

Lors de I’étude structurelle de I’amidon, 1’alpha-amylase a été utilisée pour cliver
les liaisons glucosidiques et générer du maltose et des fragments de petites tailles
(Bailey et al., 1937). Plusieurs types d’amylases sont disponibles et générent plusieurs
patrons de clivage. L’alpha-amylase d'origine animale (amylase salivaire et
pancréatique), végétale ou bactérienne s’attaque aux liaisons glucosidiques alpha-(1-4)
de fagon aléatoire et libére du maltose et des fragments plus ou moins importants de
chaine d'amidon, appelés dextrines (Bird et Hopkins, 1954). La béta-amylase, d'origine
végétale, s’attaque aux liaisons alpha-(1-4) en partant de l'extrémité non réductrice de la
chaine et libére du maltose et des dextrines (Hopkins et al., 1948). Un troisiéme type
d’amylase a été répertorié, appelée gluco-amylase ou gamma-amylase. On la retrouve

chez les levures, les champignons et dans les lysosomes du foie des mammiferes. Cette
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exo-amylase est responsable de I’hydrolyse des liaisons glucosidiques alpha-(1-4) a
partir de I’extrémité non réductrice de la chaine et libére du glucose (Belenky et
Rozenfeld, 1972). Une hydrolyse totale de I’amidon par traitement acide libére du D-
glucose (Robin et al., 1974; Dumazert, 1950). Au sein du grain d’amidon, les unités de
D-glucose sont liées les unes aux autres par des liaisons de type alpha-(1-4) (95-96 %) et
alpha-(1-6) (4-5 %) (Williams, 1968). A leurs extrémités C;, les polyméres qui
composent I’amidon possédent une fonction pseudo-aldéhydique réductrice. En 1945,
Schoh a montré que I’amidon est composé¢ de deux polymeéres : I’amylose,

macromolécule non ramifiée, et I’amylopectine, macromolécule ramifiée.
3.1.1 Structure de ’amylose

L’amylose (Fig 3.1) posséde une masse molaire moyenne comprise entre 10° et
10% g/mol et est généralement présente de fagon minoritaire dans la composition de
I’amidon. La structure de I’amylose est non ramifiée et formée par des résidus
glucopyranose liés par des liaisons alpha-(1-4)-D-glucosidique. On observe cependant

une faible quantité de liaisons alpha-(1-6)-D-glucosidique (Banks et Greenwood, 1975).
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Figure 3.1 : Représentation schématique de ’amylose : polysaccharide formé d’unités
de D-glucopyranose connectées par des liaisons alpha-(1-4)-D-glucosidiques.
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3.1.2 Structure de ’amylopectine

L’amylopectine (Fig 3.2) posséde une masse molaire moyenne comprise entre
107 4 10® g/mol et est présente de fagon majoritaire dans la composition de ’amidon. La
structure de I’amylopectine est ramifiée et formée par des résidus glucopyranoses reli¢s
entre eux par des liaisons alpha-(1-4) et par 5 a8 6 % de liaisons alpha-(1-6)-D-
glucosidique (Whistler et Daniel, 1984).
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Figure 3.2 : Représentation schématique de I’amylopectine : Polysaccharide formé
d’unités de D-glucopyranose connectées par des liaisons alpha-(1-4)- et alpha-(1-6)-D-
glucosidiques.

Plusieurs modeles ont été proposés pour caractériser la structure moléculaire de
’amylopectine. Les plus connus parmi ceux-ci sont les modeles de Haworth en 1937,
Staudinger en 1937, Meyer et Bernfeld en 1940, Meyer et Fuld en 1941 (Fig 3.3). Le
modele de Meyer est le plus reconnu a ce jour (Buléon et al., 1998). Il peut étre
représenté par un ensemble de grappes de chaines courtes (S) reliées entre elles par des
chaines plus longues (L) (Fig 3.3 (4)). Les chaines courtes forment les arborescences

terminales et les chalnes longues forment I’ ossature de la molécule.
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Figure 3.3 : Modeles proposés pour la structure de ’amylopectine. (1) Modele de
Haworth (2) Modele de Staudinger (3) Modele de Meyer et Bernfeld; les chalnes A sont
non ramifiées et dirigées vers I’extérieur de molécule, les chaines B sont ramifiées et le
groupement réducteur de la molécule est porté par une chaine B (4) Modele de Meyer et
Fuld présentant une architecture de type faisceau (d’apres Buléon et al., 1998).

L’amylose et ’amylopectine de I’amidon peuvent &tre séparés en fonction de
leur masse moléculaire et de leur degré de solubilité. La proportion en amylose et en
amylopectine de I’amidon est fonction de son origine végétale et du degré de maturation
du grain. L’amidon contenu dans un grain peu développé est plus faible en amylose que
celul contenu dans un grain mature. La majorité des amidons contient 20-30%

d’amylose et 70-80% d’amylopectine (Tableau 3.1) (Langlois et Wagoner, 1967).

D’un point de vue des propriétés de I’amidon, on compte sa capacité¢ a la
formation de films, caractéristique due aux ponts hydrogénes réalisés entre les hélices

des molécules d'amylose (Zallie, 1989). L’amylopectine, plus large et plus ramifié que
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I’amylose, ne permet pas la formation de gels. La manipulation des génes, codant pour le
matériel enzymatique nécessaire a la synthése de ’amylose et de I’amylopectine, de
fagon a inverser la tendance de production de ces deux polysaccharides générera des
végétaux capables de produire un amidon riche en amylose pouvant contenir entre 50%
et 80% d’amylose. La production d’amidon riche en amylose a pour but de rendre le
produit plus facilement manipulable (Sajilata et al. 2006). Les noms commerciaux
donnés a ces types de produits (National Starch USA) sont représentatifs du taux
d’amylose que leur amidon contient. Hylon® V contient 50% d’amylose, Hylon® VII
contient 70% d’amylose et Hylon® IX contient 90% d’amylose.

Tableau 3.1: Teneurs en amylose et forme des grains d’amidon provenant de
différentes sources botaniques (d’apres Duprat et al., 1980).

Amidon % Forme Amylose %

Céréales

Mais normal 71 - 74 Polyédrique 28
BIlé 67,2 -68,4 Lenticulaire, 26
Avoine vétue 41,5-433 Polyédrique 27
Orge vétue 54,8 - 59,3 Lenticulaire 22
Tubercules

Pomme de terre 65 - 85 Ellipsoidale 21

I Légumineuses

Féverole 30-43 Sphérique ovoide 24
Pois lisse 43 - 48 Réniforme 35
Pois ridés 32-37 Rosette 66

3.1.3 Les éléments non-glucidiques de ’amidon

Parmi ses éléments non-glucidiques, I’amidon contient une faible quantité de
lipides et de protéines (Le Meur, 1984; Baldwin, 2001). Les lipides (0,1 — 1,0 % de la

masse) sont présents a la surface du grain d’amidon ou forment des complexes
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d’inclusion dans I’hélice d’amylose. Les protéines (0,05 — 0,25 % de la masse) se
retrouvent a la surface du grain d’amidon (Seguchi et Yamada, 1989) et se divisent en
deux catégories: les protéines de stokage (gluten et gliadine) et les protéines associées
aux grains d’amidon (SGAPs : Starch granule-associated proteins) (Baldwin, 2001). La
présence de ces ¢léments a une influence sur les propriétés rhéologiques de 1’amidon

(Muhrbeck et Tellier, 1991).

3.1.4 La structure granulaire

La forme et la dimension des grains d’amidon est variable selon I’origine
végétale (Fannon et BeMiller, 1992). Par exemple, le blé posséde des grains d'amidon de
8 240 um de diamétre de forme polyédrique; pour le mais, les grains sont del5 a 25 pm
de diamétre; pour le riz, ils sont de 4 & 6 um de diamétre et pour la pomme de terre ils
atteignent jusqu' a 100 um de diametre et sont de forme ellipsoidale (Tableau 3.1).
L’étude de I’organisation structurelle du grain d’amidon a été effectuée par microscopie
a lumiére naturelle pour laquelle on observe des couches concentriques autour du centre

de croissance du grain d’amidon appelé le hile (Figure 3.4).

En microscopie aux rayons X, on observe une structure radiale répétitive de 8 -
10 nm de période correspondant a la dimension d’une grappe d’amylopectine (Gallant et
Guilbot, 1969). 11 a été montré par la méthode de réticulation chimique que les chaines
d’amylose se positionnent entre les molécules d’amylopectine dans les zones organisées
(Jane et al., 1993). La concentration et la taille moléculaire de ces deux polymeres sont
différentes au hile et en périphérie du grain d’amidon. Au sein du granule d’amidon,
’amylose organisée sous forme de double hélice constitue la portion cristalline

(ordonnée) du granule, en alternance avec des régions amorphes (Blanshard, 1987).
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Selon I’analyse des diagrammes de diffraction aux rayons X, on distingue

plusieurs types de polymorphismes d’amidon d’origines végétales différentes (Veregin

et al., 1987):

* Un polymorphisme de type A, caractéristique des amidons de céréales.

* Un polymorphisme de type B, caractéristique des amidons de tubercules.

* Un polymorphisme de type C (intermédiaire entre les deux autres), caractéristique

des amidons de légumineuses.

* Un polymorphisme de type V est observé dans des régions amorphes de ’amidon.

Zone de croissance
semicrystalline

a)

b)

Zone de
croissance
amorphe

Région
amorphe

chaine A

chaioe B

A

Figure 3.4 : Représentation des différents niveaux d’organisation au sein d’un grain
d’amidon : (a) Représentation de D’alternance des structures semi cristallines et
amorphes dans un grain d’amidon. (b) Agrandissement d’une région semi cristalline. (c)
Représentation de I’amylopectine au sein de la structure semi cristalline. Les chaines A
adoptent une structure en double hélice, tandis que les chaines B regroupent les

différents ensembles de chaines A (d’aprés Jenkins et Donald, 1995).
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3.1.5 L’organisation spatiale de ’amylose et de ’amylopectine

Les arrangements moléculaires adoptés par les chaines de glucose au sein de
I’amidon et ses composants suivent une architecture hélicoidale. Les types d’hélices que
peut former le polysaccharide et I’organisation spatiale de celles-ci sont représentatifs du
polymorphisme adopté par ’amidon (Buléon et al., 1998). On dénombre trois sortes
d’arrangements hélicoidaux (Fig 3.5.). Le premier est une hélice simple, avec un pas de
0,805 nm composée de 6 molécules de D-glucose et est caractéristique du
polymorphisme de type V (Fig 3.5.a). Cette hélice d’amylose posséde un intérieur
relativement hydrophobe pouvant emprisonner une colonne de molécules d’eau a raison
d'une molécule d’eau pour deux résidus de glucose. Le second arrangement est une
double hélice d’amylose avec un pas de 2,13 nm composé de 6 unités de D-glucose et
est caractéristique des polymorphismes de type A, B et C (Fig 3.5.b). Le troisiéme est
une double hélice formée par ’enchevétrement de deux chaines courtes d’amylopectine
et est caractéristique de la structure moléculaire adoptée par I’amidon au niveau des

zones cristallines (Fig 3.5.c).

0.805 nm ;  +

c axis

Figure 3.5 : Conformations hélicoidales présentes dans 1’amidon et ses dérivés : (A)
Simple hélice d’amylose (B) Double hélice d’amylose (C) Double hélice formée par
deux chaines courtes d’amylopectine (d’apres Buléon et al., 1998).
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Les polymorphismes de types A et B sont constitués de doubles hélices
d’amylose (Buléon et al., 1998). Des liaisons hydrogenes ainsi que des interactions de
Van der Waals sont responsables de la stabilisation de ces structures. Ces
polymorphismes sont similaires au niveau de la composition hélicoidale mais différent
au niveau de P’arrangement des hélices les unes par rapport aux autres (Fig 3.6). Dans la
structure de type A, les doubles hélices sont empaquetées de fagon antiparalléle selon
une unité cellulaire monoclinique (a = 2.124 nm, b = 1.172 nm, ¢ = 1.069 nm, v =
123.5°), contenant 8 molécules d’eau. Dans la structure de type B, les doubles hélices
sont empaquetées selon une unité cellulaire hexagonale (a =b = 1.85 nm, ¢ = 1.069 nm),
contenant 36 molécules d’eau. Ces différences de composition en eau de ces deux

polymorphismes sont en relation directe avec les espaces vides présents entre les hélices.

Figure 3.6 : Représentations schématiques des structures cristallines de l'amylose de
type A etde type B (d’aprés Buléon et al., 1998).

L’amylose dans un polymorphisme V anhydre, lorsqu'il est exposé a une solution
aqueuse, évolue vers une forme V hydratée par introduction de molécules d’eau dans les

espaces séparant les hélices. Cette hydratation se poursuit jusqu'au ratio d’une molécule
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d’eau par résidu de glucose. L’hydratation se termine par la pénétration de molécules
d’eau a ’intérieur de I’hélice provoquant un changement de polymorphisme de type V

vers le polymorphisme de type B (Néel, 1972; Shiftan et al., 2000).

3.1.6 Les complexes de I’amylose

Le polymorphisme V de I’amylose, caractérisé par une cavité centrale, se
retrouve associé avec différents types de molécules telles que de I’iode, le dimethyl
sulfoxide (DMSO), les alcools, ou les acides gras, lorsqu’il est cristallisé¢ (Banks et
Greenwood, 1971). Le complexe que forme I’iode avec I’amylose est bleu et possede
une Amax située a 630 nm tandis que ’amylopectine fixe I’iode en forme un complexe
brun avec une Amax située a 540 nm. Il est possible de déterminer la teneur en amylose
et en amylopectine d’un amidon par mesure d’absorbance a ces deux longueurs d’onde
(John et al., 1983;). L’amylose se complexe a des acides gras dont la longueur de chalne
se situe entre 14 et 18 carbones (Krog, 1971) par emprisonnement de celui-ci au sein de
la cavité hydrophobe de I’hélice d’amylose (Fig 3.7). Les complexes de ce type sont des

clathrates.

Figure 3.7 : Représentation schématique du complexe formé par la chaine aliphatique

d’un acide gras emprisonné dans la cavité hydrophobe d’une hélice d’amylose (d’apres
Buléon et al., 1998).
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3.2 Propriétés physicochimiques de ’amidon

3.2.1 La solubilité

En milieu aqueux, le comportement du grain d'amidon dépend de la température
et de la concentration (Whistler et Daniels, 1984). A température ambiante, I’amidon
n’absorbe qu’une quantité minime d’eau : celle-ci pénétre d’abord les régions amorphes
de la structure et forme des ponts hydrogénes avec les chaines polysaccharidiques
avoisinantes générant un léger gonflement du grain. Si la température augmente, la
capacité d’absorption est augmentée et au final un éclatement de la structure granulaire
va permettre la solubilisation de la totalité de 'amylose et de I'amylopectine et générer
une solution colloidale. Par augmentation de la température, on atteindra le stade de

gélatinisation de 1’amidon.

3.2.2 La gélatinisation

Le processus de gélatinisation est effectué par chauffage de I'amidon en milieu
aqueux et s’accompagne d’une perte de la structure cristalline (Gidley et Cooke, 1991).
Lors de cette phase, les polysaccharides composant 1’amidon sont expulsés du grain
d’amidon, en commengant par des molécules d’amylose de petite taille. La gélatinisation
s'accompagne d'un gain d'entropie et d’une augmentation de la viscosité (Blanshard,
1979). Lors du chauffage d’une suspension d’amidon, on observe un gonflement du
grain jusqu'a une température a laquelle se produit la dispersion du granule en milieu
aqueux. Cette température se situe généralement aux alentours de 45-70 °C et est appelée
température de gélatinisation. Elle varie en fonction de l'origine végétale de l'amidon
(Leach, 1965). Afin de déterminer la température de gélatinisation de I’amidon (point
d’éclatement du grain), la mesure de viscosité et de la biréfringence sous lumiére

polarisée sont utilisés. La gélatinisation est également possible a la température
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ambiante par l'utilisation de solvants comme l'ammoniac ou le DMSO. La gélatinisation

issue de ce procédé est appelée gélatinisation chimique.

3.2.3 La gélification

La gélification aboutit a la formation d'un gel soit une substance de consistance
visqueuse ayant tendance a gonfler par absorption d'eau et pouvant former une
suspension. Cette propriété physique est observée chez les polysaccharides de haut poids
moléculaire. Apres la phase de gélatinisation, ’amylose et I’amylopectine se retrouvent
en milieu aqueux. De part leur différence de solubilité, ceux-ci vont se séparer en deux
phases qui sont toutes les deux susceptibles de former des gels (Rindlav-Westling et al.,
2002). La gélification de I’amylose est plus rapidement obtenue (40 min) (Miles et al.,
1985) par rapport a celle de I’amylopectine (plusieurs semaines) (Ring et al., 1987). Lors
de la gélification de I’amylose, on observe une association des chalnes polymériques les
unes aux autres par des liaisons hydrogene. Cette association moléculaire est détruite par
chauffage et se reforme par refroidissement. Les gels d’amylose, une fois séchés,

formeront des films avec un haut degré de cristallinité (Rindlav-Westling et al., 1998).

3.2.4 La rétrogradation

Aprés avoir dépassé la température de gélatinisation, lors de la descente en
température de la solution polymérique, le phénomene de rétrogradation est observé. Les
molécules d'amylose vont avoir tendance a s'approcher les unes des autres et a s’orienter
de fagon paralléle pour former une structure cohésive (Foster, 1985) La rétrogradation
s’accompagne d’une augmentation de la viscosité et une résistance aux attaques
enzymatiques (Néel, 1965). La réassociation de molécules d’amylose par établissement
de liaisons hydrogéne entre groupements hydroxyles forme un gel dont la structure et la
consistance dépendent notamment de la concentration en molécules d'amylose. Dans une

solution diluée, le phénomene de rétrogradation s’accompagne de précipitation des
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fibres d’amylose (Foster, 1965). La rétrogradation, a la différence de la gélification,
génére des structures cristallines d’amylose insolubles. Par analyse de diffraction aux
rayonx X, il a été mis en évidence que la structure cristalline adoptée par les molécules
d’amylose au sein de ces agrégats est de type B (Wu et Sarko, 1978). Il est possible de
tracer une courbe de la viscosité d'une suspension d’amidon en fonction du temps

(Figure 3.8).

Maintien de la -
- Chauffage . température -Rcfro:dlsscmem

e e cem e

Yiscosité

Figure 3.8 : Courbe de viscosité de Brabender (Leach, 1984).

Ce diagramme se compose de 4 phases :

¢ Phase [ : Augmentation de température de la suspension d’amidon et hydratation
progressive des grains d'amidon avec augmentation de la viscosité de la solution.

* Phase Il : Augmentation continuelle de la viscosité, a température constante,
jusqu'a ce que le granule ait atteint I'hydratation maximale.

¢ Phase III : Destruction de la structure du grain et diminution de la viscosité de la
suspension d’amidon.

¢ Phase IV : Refroidissement avec augmentation de la viscosité de la suspension

due au phénomene de rétrogradation.
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3.3 Les amidons modifiés

L’amidon naturel offre des possibilités d’utilisation plutdt restreintes d’ou le
développement des possibilités de modifications du polymeére. Il existe plusieurs
techniques pour obtenir des amidons modifi€s avec lesquelles on produit un changement
dans la structure de base de la molécule (Tharanathan, 2005). Les amidons modifi€s

impliquent un ou plusieurs traitements physiques, chimiques ou enzymatiques.

3.3.1 Traitements physiques

Par I’action conjuguée de la température (>100°C) et d’un milieu acide,
’hydrolyse presque compléte de I’amidon est obtenue. Les coupures des chaines
d’amidon se font au hasard (Dumazert, 1950), entrainant une diminution de la viscosité
de la solution. Ce traitement permet de rendre I’amidon soluble dans ’eau froide et
d’obtenir des préparations dont 1’épaississement reste modéré. Ces types d’amidons
modifiés sont utilisés dans le secteur de I’industrie agro-alimentaire, par exemple lors de
la fabrication de confiseries gélifiées. Les traitements par irradiation combinée avec
I’action de certains agents chimiques aboutissent a des modifications des caractéristiques
physico-chimiques de ’amidon (Kovacs et Keresztes, 2002). Le traitement de 1’amidon
par irradiation UV conduit & la dépolymérisation des chaines et & la formation des
radicaux libres. L’action des rayons gamma sur I’amidon aboutit & la formation de
peroxydes d’hydrogene (Berger et Saint-Lebe, 1971) de méme qu’a une réorganisation

des structures cristallines et amorphes du grain (Rayas-Duarte et Rupnow, 2006).
3.3.2 Traitement enzymatique
L’amidon est un substrat naturel des différentes classes d’amylases. Ces enzymes

agissent en effectuant des coupures au niveau des liaisons glucosidiques du polymere.

L’alpha-amylase, qualifiée d’enzyme liquéfiante, va générer des coupures dans I’amidon
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de fagon a libérer du maltose et des maltodextrines. Ce procédé porte le nom de
liquéfaction de ’amidon. La gamma-amylase, qualifiée d’enzyme saccharifiante, est
responsable de la saccharification de 1’amidon ¢’est-a-dire I’hydrolyse de celui-ci pour la
libération de glucose (Caldini et al., 1999). La susceptibilité de l'amidon a I’attaque
enzymatique est fonction de son origine végétale (Sotnikova et al., 2003). On différencie
les amidons susceptibles a ’action enzymatique en fonction du taux de compaction des
chaines polymériques limitant la capacité de diffusion d’un fluide a l'intérieur du grain
d'amidon. Par exemple I’amidon du manioc montre une grande sensibilité aux enzymes
par rapport 4 I’amidon du mais ou de la pomme de terre. On constate aussi que 1'amidon
solubilisé est plus sensible & I’action enzymatique que l'amidon natif a cause d’une

metilleure exposition des chaines.

3.3.3 Traitements chimiques

Plusieurs formes d’amidon peuvent étre obtenues apres traitements chimiques.
Parmi celles-ci on peut citer les amidons oxydés, les amidons réticulés et les amidons
substitués. Une forme oxydée de I’amidon est obtenue par traitement avec différentes
quantités d'agent oxydant (par exemple, I’hypochlorite de sodium) (Kuakpetoon et
Wang, 2006). Ce type de traitement provoque le blanchiment des impuretés colorées
associées a l'amidon et génére différents degrés de viscosité de I’amidon modifié en
fonction de la quantité d'hypochlorite de sodium utilisée (Chang et al., 2008). Une forme
réticulée de I’amidon est obtenue par création de ponts intermoléculaires renforgant les
ponts hydrogenes déja présents entre les chaines. La réticulation est obtenue par
utilisation d’agents réticulants [épichlorhydrine (Fig 3.9), oxychlorure de phosphore,
trimétaphosphate sodique] ou par ’intermédiaire de cations bi- ou multivalents (ions
calcium). La solubilité¢ de I’amidon diminue avec 1’augmentation du taux de réticulation
qui crée une structure tridimensionnelle plus liée (Lenaerts et al., 1991; Mateescu et al.,
1994). Différents degrés de réticulation peuvent étre obtenus en variant le rapport

amylose/agent de réticulation.
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Figure 3.9 : Représentation schématique de la réaction de réticulation de I’amidon par
I’épichlorhydrine.

L’amidon présente de nombreux groupements hydroxyles relativement
accessibles, et donc peut représenter un candidat pour les réactions de substitution par
une large gamme de molécules. [’addition de groupements fonctionnels sur I’amidon
permettra notamment de moduler sa solubilité en milieu aqueux. Le carboxyméthyl
amidon (CMA) illustre un cas d’amidon modifi¢ par substitution. Le CMA présente une
température de gélatinisation diminuée par rapport & I’amidon natif (Leach, 1965). Lors
de la réaction de carboxyméthylation, des groupements hydroxyles du polysaccharide
ont €t¢ substitués par des groupements carboxyméthyle issus du traitement avec une
solution d’acide monochloroacétique (Fig 3.10). I a été¢ montré, par analyse de spectres
RMN, que la modification de ’amidon se fait préférentiellement sur ’oxygene lié au
carbone 2 par une réaction de substitution nucléophile d’ordre 2 (SN2) (Kragten et al.,
1992; Calinescu et al., 2007, Massicotte et al., 2008). La capacité de gonflement de
polyméres substitués par des groupements ioniques est dépendante de la force ionique et

du pH du milieu environnant (Mulhbacher et al., 2001; 2004).

Pour un polymeére substitué, deux valeurs sont indicatrices de I’importance de la
substitution. Le degré de substitution (DS) est défini comme étant la proportion d’unités
polymériques substituées par rapport au nombre d’unités polymériques totales. Il peut
étre exprimé en % d’unités polymériques substituées, en % de groupements hydroxyles
substitués ou en méquiv/g. Le degré de substitution molaire (DSM) est défini par le

nombre moyen de groupements ajoutés par macromolécule (Ho et al., 1972).
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Figure 3.10 : Représentation schématique de la réaction de substitution de I’amidon par
I’acide monochloroacétique.

D’autres exemples de substitution de I’amidon sont représentés par le succinate
amidon qui montre une capacité importante a former des films (Trubiano, 1995),
l'acétate amidon dont la synthése est effectuée en milieu anhydre par I’intermédiaire de
l'anhydride acétique et dont I'intérét commercial réside dans sa propriété de
thermoplasticité (Jarowenko, 1986), le dié¢thylaminoéthylamidon qui possede une
affinité importante pour les substances chargées négativement et est utilis€ en papeterie
(Solarek, 1986) et finalement, 1'éthyle et le méthylamidon qui sont utilisés dans

’industrie du textile.

3.4 Applications industrielles

L'amidon est utilis€ pour plusieurs applications et sous plusieurs formes dans
Iindustrie. Il peut y étre utilisé a 1'état naturel, sous forme de poudre ou de film, modifié
physiquement, chimiquement ou enzymatiquement (Radley, 1976). L'amidon est un

produit naturel d’origine végétale totalement comestible. Il est utilisé dans le domaine
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alimentaire comme épaississant tant au niveau domestique qu'industriel. Son pouvoir de
gélification entraine une augmentation de la viscosité du milieu auquel il est rajouté.
L'amidon est utilis¢ comme additif ou agent de remplissage pour les processus a
fermentation lente et comme agent gélifiant dans le domaine de la confiserie. Les
propriétés liantes de I'amidon peuvent étre mises a profit dans certaines nourritures en
granules (exemple : nourriture pour animaux, céréales, etc.). Dans I’industrie papetiére,
’amidon est en général utilisé pour augmenter la résistance du papier aux déchirures et a
’humidité. Au sein de I’enchevétrement des fibres de cellulose qui composent le papier,
I’amidon joue un rdle d’agent de surface responsable de la consolidation de I’ensemble
de la structure. Il est aussi présent comme composante dans le papier pour effectuer des
impressions de haute qualité. L’amidon est utilis¢ dans ’industrie du tissu pour solidifier
les fibres de coton et de nylon face a la destruction mécanique (MacGregor et
Greenwood, 1980). L’amidon est aussi utilisé lors de la coloration de textile comme

stabilisateur de couleurs pour empécher la diffusion lors de la teinture.

L'amidon natif et modifié¢ trouve son importance dans plusieurs applications
pharmaceutiques. Il y est notamment utilis¢ comme agent de remplissage pour des
formulations solides. Les dérivés d’amidon peuvent également jouer un rble de liant, de
désintégrant et de lubrifiant lors de la fabrication des comprimés (Trubiano, 1995). Des
composés dérivés d'amidon modifié sont aussi utilisés dans les traitements des ulcéres
gastriques (sulfate d'amylose) et comme agent antibactérien (complexe iode-amylose)
(BeMiller, 1973). Par aprées, I’amidon riche en amylose réticulé a été incorporé dans la
composition de comprimés comme excipient pour la libération contrdlée de
médicaments (Lenaerts et al., 1991; 1992; Mateescu et al., 1994). 1l a ét¢ montré que
I'amylose réticulé posséde d'intéressantes caractéristiques pour la libération contrdlée de
médicaments administrés par voie orale. L'amidon réticulé a bas taux de réticulation
(entre 2 et 9) est utilisé comme excipient pour la libération lente de médicaments et est
connu sous le nom commercial de Contramid® (Lenaerts et al., 1991; Mateescu et al.,

1992; 1994; Dumoulin et al., 1999). Quant a I'amylose a haut taux de réticulation
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(>15.0), il est utilisé comme agent liant et désintégrant et est connu sous le nom
commercial de Liamid® (Cartillier et al., 1994; Dumoulin et al., 1994). Les applications

des amidons modifiés seront abordées plus en profondeur dans le chapitre 3.5.3.

3.5 Formulations pharmaceutiques a base d’amidon

3.5.1 Administration orale d'agents bioactifs

Les principes actifs utilisés dans I’industrie pharmaceutiques sont caractérisés
par leurs parametres pharmacocinétiques qui donnent une information sur le devenir du
principe actif par ['organisme (Varma et al., 2004). Ces paramétres permettent de choisir
la voie d'administration et d'adapter la posologie nécessaire & I’obtention d’un effet
maximal du médicament. La pharmacocinétique d'un agent pharmaceutique tient compte
de quatre processus apres ’administration de celui-ci : son absorption, sa diffusion dans
I'organisme, son métabolisme et son élimination. L'absorption est le processus par lequel
le principe actif passe de son site d'administration a la circulation générale. La diffusion
du principe actif dans ’organisme représente le transport de celui-ci vers le site d’action.
Elle peut se faire par la voie systémique et, dans ce cas, ce paramétre est influencé par
les interactions de I’agent pharmaceutique avec les protéines plasmatiques (albumine,
globulines ou lipoprotéines) (De Buck et al., 2007). Le métabolisme du principe actif
correspond a la transformation du médicament notamment par différents systemes
enzymatiques de |’organisme. Lorsqu'il est présent dans la circulation générale, le
principe actif non utilisé est évacué de l'organisme par les mécanismes d’excrétion et/ou

de métabolisation.

La voie d'administration du médicament a une influence sur les paramétres
pharmacocinétiques (Hoffman et al., 2001). La voie intraveineuse est la voie de
référence car toute la dose administrée atteint la circulation générale. Parmi les

différentes voies d'administration du principe actif, on peut citer la voie intraveineuse, la
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voie orale (ou per 0s), la voie sublinguale, la voie occulaire, la voie dermique, la voie
rectale, la voie vaginale et la voie nasale (Morishita et Peppas, 2006). Un médicament
administré par voie orale doit franchir deux barriéres anatomiques avant de se retrouver
dans le systéme circulatoire (Fig 3.11). Ces barriéres sont I'épithélium du tube digestif et

I'endothélium vasculaire (Bolin et al., 1986; Saffran et al., 1986).

Versla
u circulation
systémigue

Métaholisme

Féces

Figure 3.11: L'effet de premier passage aux niveaux intestinal et hépatique (d’apres
Rowland et Tozer, 1980).

Pour quantifier la quantit¢ de principe actif ayant atteint le systeéme, on
détermine le paramétre de biodisponibilité qui est la fraction de la dose de médicament
administrée atteignant la circulation générale. La quantité¢ de médicament qui atteint la
circulation générale est fonction de la quantité absorbée par 1'épithélium digestif et donc
de la dose administrée. La biodisponibilité est également influencée par d'autres
processus d'élimination pré-systémique comme la dégradation dans la lumiére
intestinale, le métabolisme au niveau des entérocytes et le métabolisme des hépatocytes

important lors du premier passage hépatique (Hee et al., 2000).



L'efficacité¢ thérapeutique d'un médicament est influencée par la valeur des
concentrations plasmatiques (Fig 3.12) et donc par la biodisponibilité de celui-ci. Partant

de ce principe, on peut définir:

* Un seuil thérapeutique (ou secuil d'efficacité): concentration minimale en-
dessous de laquelle aucune activité n'est obtenue

*  Une limite supérieure (ou seuil de toxicité) : concentration maximale au-dela de
laquelle apparaissent des effets indésirables

* Un intervalle thérapeutique (ou domaine optimal): zone intermédiaire dans

laquelle les concentrations sont a la fois actives et non-toxiques.

3.5.2 Formes galéniques

Le domaine galénique de la pharmacie consiste en la production d’un
médicament sous sa forme administrable. Les formes galéniques se composent
généralement du principe actif et des excipients. Pour une administration orale, une
formulation solide sous forme de comprimé est couramment utilisée. Dans certains cas,
le comprimé administrable oralement est formulé de fagcon a générer un profil de
libération contrélée, pour lequel la vitesse de libération du principe actif est différente de
celle d'une forme pharmaceutique conventionnelle. On distingue ainsi les formes a
libération accélérée, différée, et ralentie ou prolongée (Dumoulin et al., 1998; 1999;

Cartilier et al., 1997; Mateescu et al., 1994).

3.5.2.1 Formes galéniques simples

Les formes galéniques simples représentent le systeme de libération le plus
classique et sont représentées par les comprimés et les capsules. Les comprimés peuvent
étre enrobés ou non par un mélange généralement composé de résines, gommes, sucres,

colorants, etc et qui a pour objectifs notamment de protéger le principe actif contre
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I'humidit¢ ou la lumicre et faciliter l'identification. Les capsules sont des formes
galéniques constituées d'une enveloppe a base de gélatine. D’un point de vue
pharmacocinétique, la quantité de principe actif inclue dans la forme galénique simple et
la vitesse a laquelle il est absorbé par ’organisme sont représentatives de la
biodisponibilit¢ de celui-ci au site d’action (Greenblatt, 2006). Pour les formes

galéniques simples, la libération de I’agent se fait de fagon non controlée (Fig 3.12).
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Figure 3.12 : Représentation schématique de la variation de la concentration du principe
actif dans le sang suite a l'administration de comprimés de forme galénique simple
(premicére, deuxiéme et troisieme administration), sans contrdle de la libération.

A chaque administration du médicament, la concentration du principe actif au
niveau sanguin atteint un maximum pouvant dépasser le seuil de toxicité et descend
ensuite en dessous du seuil d'efficacité. Pour obtenir un effet du traitement administré, il
est parfois nécessaire de recourir a plusieurs administrations afin de maximiser la

période de temps passée dans I’intervalle de concentration optimale (Thrash, 1995).

3.5.2.2 Formes a libération accélérée

Pour certains principes actifs, une libération rapide est nécessaire afin d'obtenir

un effet immédiat. Ce type de libération est nécessaire lors de I’usage des



46

antiépileptiques, des antipyrétiques, des analgésiques et des antiasthmatiques. Le moyen
le plus efficace de parvenir a une biodisponibilit¢é maximale en peu de temps est de
passer par la voie intraveineuse, mais elle présente de risques de contamination
important et nécessite un matériel approprié pour I'injection. Des formes galéniques
pour la libération accélérée de principes actifs administrés par voie orale reposent sur

l'utilisation d'agents désagrégeants dans la formulation (Fig 3.13).
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Figure 3.13 : Représentation schématique de la variation de la concentration du principe
actif dans le sang suite a I'administration d'un comprimé a libération accélérée.

L'agent désagrégeant (en présence d'un fluide aqueux) va déstabiliser la structure
du comprimé, générant une libération presque instantanée du principe actif. La vitesse
de libération obtenue par ce type de dosage est considérablement plus grande que dans
les formes a libération simple. Les agents désagrégeants sont généralement des
molécules hydrophiles comme par exemple le polyvinyl pyrrolidone et I’amylose

hautement réticulée (Dumoulin et al., 1994).
3.5.2.3 Formes a libération différée

La libération différée ou retardée se base sur une libération du principe actif

aprés un certain intervalle de temps post administration (Fig 3.14).
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\

Ces formes galéniques permettent une libération du principe a un endroit précis du

tractus gastro-intestinal.
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Figure 3.14 : Représentation schématique de la variation de la concentration du principe
actif dans le sang suite a I'administration d'un comprimé a libération différée.

C’est le cas par exemple des comprimés gastro-résistants, formulés de fagon a
supporter le passage gastrique puis a se désagréger dans l'intestin (Thrash, 1995;
Calinescu et al., 2005; 2007). La gastro-résistance va fournir une protection du principe
actif contre une dégradation due au pH acide tout comme une protection de la muqueuse
stomacale dans le cas de la formulation d’agents irritants. La libération du principe actif
au niveau intestinal est le cas le plus courant étant donné I’absorption importante de
plusieurs types de principes actifs (agents chimiques, peptides, enzymes) au niveau

intestinal (Langer, 1990).
3.5.2.4 Formes a libération controlée ou prolongée
Les formulations a libération contrdlée sont des systémes offrant une libération

progressive du principe actif qu’ils renferment pendant une certaine échelle de temps

(Fig 3.15). La vitesse a laquelle I’agent est libéré est, dans ce type de formulations,
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maintenue constante de fagon & offrir une concentration plasmatique en principe actif

située dans la zone d’efficacité de celui-ci.
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Figure 3.15 : Représentation schématique de la variation de la concentration du principe
actif dans le sang suite a I'administration d'un comprimé a libération contrdlée.

Les systémes a libération contrdlée, contrairement aux formes galéniques
simples, ne se rendent pas au dela de la limite du seuil de toxicité. Les formes a
libération prolongées maintiennent constante la concentration en principe actif au dessus
du seuil d’efficacité de sorte que DPeffet thérapeutique est optimal lors de
I’administration du médicament pendant une période de temps considérable (Swarbrick
et Boylan, 1990). Le profil de concentration sanguine du principe actif obtenu pour ces
formes galéniques montre un plateau correspondant a une phase ou la vitesse de
libération du principe actif est égale a la vitesse de métabolisation ou d’élimination de

celui-ci.
3.5.2.5 Les polyméres dans les systémes a libération controlée
Pour la réalisation de formes pharmaceutiques a libération contrdlée, des

matériaux de nature polymérique sont utilisés pour générer des excipients

« intelligents ». Ces composés sont généralement synthétiques, semi-synthétiques ou
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naturels. Le rdle joué par le polymere varie en fonction du mécanisme de libération et de
la forme médicamenteuse. Le polymeére doit répondre aux trois conditions pour conveni

aux exigences d’une forme a libération contrdlée (Doelker, 1985):

* il doit présenter certaines caractéristiques de compatibilité avec les propriétés
physico-chimiques du principe actif et ses exigences pharmacocinétiques

* il doit posséder une résistance mécanique suffisante pour permettre 'administration
orale de la forme médicamenteuse

* il doit étre compatible avec les muqueuses et les tissus récepteurs au cas échéants

(sinon I’agent actif doit I’étre).

Plusieurs classifications des systémes de controle de la libération de principes actifs ont
été proposées, ¢€tablies en fonction du processus physique (diffusion, érosion,
gonflement et pression osmotique) qui gouverne le contrdle de la libération (Langer e

Peppas, 1983).

3.5.3 L'amidon et ses dérivés dans la composition des comprimés

3.5.3.1 Agents liants

De fagon générale et préférée par les industriels, la fabrication de comprimés se
fait par compression directe d'un mélange homogeéne de poudres des différents
ingrédients. Sans étre exclusifs, les excipients utilisés lors de la confection de
comprimés sont généralement des agents de remplissage, des agents liants, des agents de
désintégration et des lubrifiants. L’utilisation d’agents liants se justifie par le fait que
Iintégrit¢ du médicament doit étre maintenue jusqu'a I’administration de celui-ci. Le
comprimé doit posséder des propriétés mécaniques de dureté et de friabilité compatibles
avec le principe actif qu’il renferme. La compression directe du principe actif peut

parfois générer une masse cohérente et compacte mais pour la plupart, I’ utilisation d’un
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agent liant est nécessaire pour garantir ’intégrit¢ du comprimé jusqu'a son utilisation.
En plus de générer une structure compacte, I’agent liant doit étre facile a mélanger,
inerte et non-toxique. Les agents liants de compression sont en général des celluloses
microcristallines comme celles vendues sous la marque AVICEL pH 101 ou AVICEL
pH 102 (American Viscose Corporation). Les polyvinylpyrrolidones (PVPs) jouent
également un role important dans I’agglomération des poudres et la compressibilité de la
masse. Les PVPs de poids moléculaires compris entre 10 et 30 kDa (tels que le
Povidone, le Kollidon® K15 ou le Plasdone XL) sont utilisés comme agents liants

(Cros, 1995).

Une autre catégorie d’agent liant est représentée par ’amidon sous différentes
formes. Par exemple, I’amidon riche en amylose, constitu¢é de chaines linéaires
susceptible de s'associer entre elles, lorsque réticulé adéquatement, va générer une
structure compacte lors de sa compression (Dumoulin et al., 1994; 1998b). La présence
de I'amylopectine, composée de chaines branchées, pourrait empécher le rapprochement
des chaines d’amylose. L’utilisation d’un amidon riche en amylose est donc préférée
pour garantir une efficacité du pouvoir liant de ’amidon. Une forme hautement réticulée
de ’amidon riche en amylose, enregistré sous la marque commerciale Liamid®, est un
cas particulier d’agent liant et en méme temps d’agent désintégrant. Cet excipient
particulier montre des proprié€tés liantes lors de la compression de la formulation et
désintégrantes lors de la dissolution du comprimé (Dumoulin et al., 1994; Cartilier et al.,
1997). Pour garantir leur efficacité, les agents de liaison sont utilisés a des

concentrations minimales de 20 % dans les formulations.
3.5.3.2 Agents désintégrants
Pour certains principes actifs, il a été mentionné précédemment qu’une libération

rapide est nécessaire. Pour ce faire, le comprimé devra se désagréger rapidement afin de

permettre une biodisponibilité maximale du principe actif en peu de temps. Ce type de
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libération est obtenu via 1’addition d’agent désagrégeant au sein de la formulation.
[’agent de désintégration agit seulement en présence de liquide et de ce fait permettra
une intégrité du comprimé a sec jusqu'a sa prise. En présence de fluides digestifs, il
permet une rupture de la masse solide du comprimé générant une libération rapide du
principe actif qu’il renferme. Des exemples d’agents désagrégeant sont 1’acide alginique,
le carboxyméthyl cellulose sodique, les amidons gélatinisés, les amidons modifiés
comme |’amidon glycolate de sodium (Primojel®) (Zhao et Augsburger, 2005) et
I'amidon riche en amylose hautement réticulé (Liamid®) (Dumoulin et al., 1994,

Cartilier et al., 1997).

3.5.3.3 Agents diluants

Une autre catégorie de substance présente dans les formes posologiques solides
comprend les agents diluants. Ces excipients sont des substances inertes utilisées comme
agent de remplissage (« fillers ») pour créer de la masse et générer des propriétés de
fluidité et des caractéristiques de compression spécifique lors de la préparation de
comprimés et de capsules (Gonll et al., 2000). Des exemples de ces agents diluants sont
les sulfate de calcium, le lactose, le Néosorb® 20/60 (marque déposée de la Société
ROQUETTE et Fréres), le Tablettose® (marque déposée de la Société MEGGLE
MILCH Industrie GMBH and Co.), le mannitol, le sorbitol ou le mélange lactose/PVP
vendu sous la marque Ludipress® (Société BASF) (Cros, 1995).

3.5.3.4 L’amidon riche en amylose réticulé

La réticulation de I’amidon est une technique connue depuis plusieurs dizaines
d’années et son utilisation comme excipient pour la libération contrdlée date des années
90 (Mateescu et al., 1992). L’amidon riche en amylose réticulé est commercialement
connu sous le nom de Contramid® (Lenaerts et al., 1991; Mateescu et al., 1994). Les

comprimés d'amidon réticulé préparés par compression directe présentent une matrice



52

polymérique a l'état vitreux. Au contact du milieu aqueux, cette matrice gonfle
progressivement et libére graduellement le principe actif. La libération peut se produire
sur une échelle de temps allant jusqu'a 24 h et les profils de libération obtenus sont
plutét linéaires que Fickiens ce qui veut dire que la libération n’est pas gouvernée par un
processus de diffusion seulement (Lenaerts et al., 1991; Mulbacher et al., 2005). Il a été
observé que pour une matrice a base d’amidon, le temps de libération du principe actif
dépend de fagon nonmonotone (atteint un maximum et diminue par la suite) du degré de

réticulation (Fig 3.16 a et b) (Dumoulin et al., 1998a, Ispas-Szabo et al., 2000).
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Figure 3.16 : Influence du degré de réticulation de 1’amidon riche en amylose sur (a) le

temps de libération du principe actif (b) la patron de diffraction aux rayons X (d’apres
(a) Dumoulin et al., 1998; (b) Ispas-Szabo et al., 2000).

Ces différences de comportement, en fonction du degré de réticulation, sont
corrélées avec la capacité de gonflement de matrice d’amidon riche en amylose, réticulé
(Ispas-Szabo et al., 2000, Dumoulin et al., 1998a). La réticulation va affecter le degré
d’ordre au niveau du réseau cristallin en plus de générer un polymeére plus articulé
(Mateescu et al., 1994). Pour des degrés faibles de réticulation, une dominance des zones
ordonnées (stabilisé par ponts hydrogénes) est observée au sein de la matrice empéchant

le gonflement du comprimé lors de la pénétration de I’eau dans la structure (Fig 3.17 a).
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Pour des degrés modérés de réticulation, les régions amorphes de la matrice polymérique
sont plus étendues permettant une stabilisation de la structure lors du gonflement et une

libération progressive du principe actif (Ispas-Szabo et al., 2000).

Lorsque le degré de réticulation est élevé, la stabilisation par ponts hydrogéne
entre les chaines est empéchée (Fig 3.17 b). En effet, la distance séparant deux chaines
polymériques hautement réticulées est trop importante pour le maintien des ponts
hydrogénes (Dumoulin et al., 1998a). La réticulation élevée géneére un espacement des
chaines d’amylose et ainsi une mise a disposition des groupements hydroxyles pour
hydratation. Par interaction de ceux-ci avec des molécules d’eau il y a un gonflement
avancé de la matrice polymérique (Moussa et al., 1998), favorisant la destruction de la
structure et la libération rapide du principe actif (Mateescu et al., 1992; Dumoulin et al.,

1994; Moussa et Cartilier, 1996).

W

Figure 3.17 : Représentation hypothétique de la stabilisation par ponts hydrogenes de
’amidon riche en amylose (a) faiblement réticulé (b) hautement réticulé (Dumoulin et
al., 1998a).

3.5.3.5 L’amidon réticulé pour la libération controlée enzymatiquement

Les matrices & base d’amidon peuvent étre des substrats des amylases. Des
substrats spécifiques sous forme de tablettes a base d’amidon réticulé ont été¢ développés
pour déterminer la concentration (activité) de I’alpha-amylase en se basant sur la

formation de complexes entre I’iode et ’amylose (Mateescu et Schell, 1983; 1985;
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Vilsanescu et al., 1985). Une formulation contenant un excipient a base d’amidon subit
I’attaque enzymatique de [’alpha-amylase libérée par le pancréas au niveau du
duodénum. Ce phénomeéne peut provoquer une libération du principe actif contrdlée par
I’érosion enzymatique. Afin d’obtenir un contréle sur la vitesse de libération de I’actif,
Iintroduction de I’alpha-amylase au sein de la matrice polymérique pour générer une
érosion enzymatique interne a été proposée surtout pour des actifs avec une tres faible
vitesse de libération (Mateescu et al., 1992; Dumoulin et al., 1999). La pénétration de
’eau au sein du comprimé va initier le début de I’érosion enzymatique et de ce fait

’intégrité¢ du comprimé est maintenue jusqu'a sa prise.

3.5.3.6 L’amidon réticulé et substituté

Il a ét¢ montré que des comprimés & base d’amidon réticulé et substitué (par
exemple par des groupements caboxyméthyl, aminoéthyl ou acétate) permettent une
libération contrdlée du principe actif & partir de formulations hautement chargés en agent
pharmaceutique (Mulhbacher et al., 2001; Mateescu et al., 2006). Il a aussi ét¢ montré
que des formulations a base d’amidon riche en amylose, réticulé et substitué sont
caractérisées par une certaine mucoadhésion au niveau intestinal, au méme titre que celle
obtenue avec I’acide polyacrylique (Carbopol®) ou I’hydroxypropyl methylcellulose
(Mulbacher et al., 2006).

3.5.3.7 Le carboxyméthyl amidon comme excipient pharmaceutique

La carboxyméthylation de ’amidon a été effectuée dans un premiers temps pour
augmenter son hydrophilicité et de ce fait, faciliter la désagrégation du polymere dans
I’eau (Société ROQUETTE et Freres). Une forme faiblement réticulée du carboxyméthyl
amidon va par contre limiter la solubilité du polymere (Mulhbacher et al., 2001; 2006;
Shah et Augsburger, 2002). Le carboxyméthyl amidon sodique est un matériau

largement utilis¢ dans le milieu pharmaceutique pour les formulations orales. Il peut
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jouer le r6le d’agent désagrégeant dans les comprimés. L hydratation du polymere cause
un gonflement considérable et une désagrégation rapide de la matrice permettant une
libération rapide du principe actif renfermé. L'efficacité du carboxyméthyl amidon
sodique n'est pas diminuée par la présence d'excipients hydrophobes tels que les
lubrifiants ou des actifs non polaires permettant leur utilisation dans la plupart des

formulations.

Lorsque le carboxyméthyl amidon est un constituant de la formulation, il peut
conférer au comprimé des propriétés de gastro-protection et de livraison de principes
bio-actifs au niveau intestinal. En effet, cette matrice va générer, en présence du fluide
gastrique, une certaine protection du principe actif par protonation des groupements
carboxyliques externes provoquant la formation d’un gel qui va retarder la pénétration
du liquide a ’intérieur du comprimé. En présence du milieu intestinal, la libération du
principe actif se fait de fagon progressive suite & un gonflement et une érosion de la
matrice polymérique (Calinescu et al., 2006; 2007). Une déprotonation des groupements
carboxyliques peut avoir lieu en milieu alcalin par échange du proton pour [’ion sodium.
Suite a cet échange, la matrice polymérique va s’hydrater et un gonflement du systéme
en résulte. La pénétration du fluide intestinal au sein de la matrice polymérique va initier
une érosion enzymatique, dépendante de I’activité de ’alpha-amylase libérée par le
pancréas (Massicotte et al., 2008) ainsi que du degré de substitution (DS). Il a été montré
que la masse du comprimé a une influence directe sur le temps de libération du principe
actif par augmentation du mécanisme de diffusion de celui-ci au travers de la matrice

polymérique (Brouillet et al., 2008).

Dernierement, des matrices composées de carboxyméthyl amidon et de chitosane
ont ¢té testées avec comme résultats une gastro-protection de I’agent pharmaceutique et
une libération retardée de celui-ci au niveau du colon (Calinescu et Mateescu, 2008).
Ces propriétés peuvent étre expliquées pour une stabilisation ionique entre les groupes

amine du chitosane et les fonctions carboxyle du CMA.



CHAPITRE 1V

PRESENTATION DU PROJET

Le contexte

Le concept d’immunité mucosale dans le cadre d’un procédé vaccinal implique
une livraison de matériel antigénique correctement structuré et en quantité suffisante au
niveau des sites d’induction. Une administration par voie orale est une possibilité pour
atteindre la voie des muqueuses. Les conditions de pH et les conditions enzymatiques
grices auxquelles transite le bol alimentaire lors du parcours du tractus gastro-intestinal
risque fortement d’endommager le matériel antigénique. L’utilisation du CMA comme
matrice capable d’assurer, dans une certaine mesure, une protection gastrique du
matériel protéique formulé, ainsi qu’une libération de celui-ci au niveau intestinal, a été

testée in vitro dans les conditions mimant celles du tractus gastro-intestinal.

Le projet

Le projet développé dans ce mémoire présente un nouvel aspect de [’utilisation
du CMA étudié jusqu’a maintenant (Mulbacher et al., 2004; Calinescu et al., 2005;
2007; Massicotte et al., 2008). Le but du projet était d’évaluer si la matrice de CMA
permettait de satisfaire aux exigences requises pour une immunisation mucosale avec
utilisation de plantes transgéniques exprimant un antigéne spécifique. Des extraits
végétaux bruts ont été utilisés initialement comme matériel de base lors du procédé
vaccinal. Des quantités importantes de matériel bioactif formulé avec cette matrice
polymérique ont étées utiliser afin de maximiser la probabiliter de susciter une réponse

de la part du systéme immunitaire commun aux muqueuses (SICM).
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Dans un premier temps, la capacité¢ de la matrice a protéger I’extrait végétal des
dommages causés par les conditions de pH gastrique et de dégradation par la pepsine a
été testée pour des formulations contenant 25 % en extraits bruts. Afin de pouvoir
quantifier la conservation de I’intégrité d’une protéine d'intérét, I’albumine sérique
bovine (BSA) a ¢té rajoutée a raison de 1 % dans D’extrait végétal. Par la suite, la
libération des protéines végétales formulées a été suivie dans un milieu simulant les
conditions intestinales (SIF). En présence de pancréatine, une destruction de la plupart
de protéines végétales a été observée, de méme que pour la libération de la BSA utilisée
comme traceur. Suite a cette dégradation, un inhibiteur de protéases a sérine a été utilisé
systématiquement, d’une part dans le milieu de libération et d’autre part dans la
formulation. Dans le milieu de libération, I'utilisation des comprimés Complete ™
distribués par la compagnie Roche a permis une évaluation des protéines libérées lors
d’un test de chargement. Une charge du comprimé de 30% en extrait de protéines
végétales a montré un profil de libération linéaire et une dissolution totale dans les 6 h.
Par la suite deux catégories d’inhibiteurs de protéases, le Pefabloc SC (inhibiteur de
nature chimique) et I’Aprotinine (inhibiteur de nature protéique) ont €té testées a
différentes concentrations dans le milieu de libération puis dans la formulation des
comprimés. [ efficacité du Pefabloc SC a protéger les protéines végétales et la BSA de
Pactivité protéolytique de la pancréatine a ensuite été testée. Afin de donner une
indication sur la conservation de la structure des protéines libérées, la lipase a été
incorporée dans la formulation comme marqueur enzymatique. [’évaluation de son
activité¢ enzymatique au cours de la libération a ét¢ déterminée ainsi que la conservation

de son activité au cours du temps en présence de pancréatine et du Pefabloc SC.

Le projet présenté dans ce mémoire a été réalis¢ au sein du Laboratoire
d’Enzymologie et des Polymeéres Biocompatibles sous la direction du Pr. M.A. Mateescu
et en collaboration avec les Laboratoires de Biologie Moléculaire et Biotechnologie du
Pr D. Archambault (co-directeur) et de Biologie Végétale du Pr. F. Sarhan. [.’ensemble

des travaux réalisés dans le cadre de ce projet est présenté dans la figure 4.1.
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Résumé

Le but de cette étude était de mettre au point une formulation, pour des agents bioactifs,
a base de carboxyméthyl amidon contenant des inhibiteurs de protéases. Ce type de
formulation confére une protection gastrique et une augmentation de la stabilité des
principes bioactifs contre la dégradation par les enzymes pancréatiques. Ce niveau de
protection est requis dans le cadre d’une vaccination par voie orale via I’utilisation
d’antigénes spécifiques. Le Pefabloc SC et ’aprotinine ont €té testés, dans le milieu de
libération ou dans la formulation, pour contrer la dégradation du matériel bioactif libéré.
Les résultats ont montré, pour une formulation & base de carboxyméthyl amidon chargée
a 30% (w/w) en extrait de luzerne et 1.6 % (w/w) en Pefabloc SC, une protection de 98
% des protéines végétales. Pour le BSA, utilis¢é comme marqueur protéique, une
protection de 90 % est générée par cette formulation. Afin d’évaluer la conservation de
la structure et la stabilité des protéines dans la formulation, la lipase a été utilisée comme
marqueur enzymatique. Les résultats obtenus ont montré une activité enzymatique plus
importante dans le milien de libération, pour les formulations de protéines végétales
contenant du Pefabloc SC. I'utilisation d’inhibiteurs de protéases dans la formulation

confére une meilleure protection de la structure des proté€ines formulées.

Mots clés : carboxymethyl amidon, luzerne, vaccin, voie orale, comprimé, stabilité

gastrique et intestinale, inhibiteur de protéases.
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ABSTRACT

Purpose. The aim of this study was to develop a formulation for bioactive compounds
using Carboxymethyl Starch (CMS) as excipient containing protease inhibitors. This
formulation provided gastro protection and enhanced stability against pancreatic
enzymes. Such stability is needed for formulation of oral vaccines with specific
antigens. Methods. CMS was synthesized by treatment of starch with monochloroacetic
acid in conditions leading to a substitution degree of about 1 meq/g and used as
excipient for monolithic devices (300 mg tablets). Pefabloc SC and Aprotinin inhibitors
were tested in dissolution media and in formulation to prevent the degradation of
released bioactive materials. To evaluate the structural integrity and biological stability
of plant proteins in the CMS formulation, albumin and lipase were added to the plant
protein extract as protein and respectively as enzyme markers. The amounts of released
and recovered proteins were evaluated by SDS-PAGE and densitometric analysis.
Results. It was found that 1.6 % (w/w) of Pefabloc SC provides 98 % protection of the
released plant proteins for formulations of 30 % alfalfa protein extract (APE) with CMS.
In addition, when bovine serum albumin (BSA) added to the plant protein extract as a
marker, 90 % protection of the released BSA was observed. Furthermore, a much higher
lipase activity was found in the releasing media when the formulations contained
Pefabloc SC. Conclusion. Formulations with CM-Starch excipients and containing
protease inhibitors prevent protein degradation and protect lipase activity, showing a
marked potential to use for orally administered bioactive peptides and therapeutic

enzymes.
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Novelty of the work

1. To our knowledge, this is the first report showing protease inhibitors added to the
formulation to protect plant proteins from proteolytic degradation by pancreatic
enzymes. 2. The CMS matrix can protect plant protein extract from the gastric acidity
and digestive proteolysis (pepsin, trypsin, chymotrypsin) formulated without any
coating, allowing the release of the bio-active material within 6 h for various intestinal
targets. Consequently, the bioactive materials formulated with CMS matrix and
protease inhibitors are released in inervals fitting wellwith the small intestine transit and
maintain their structural and functional properties. These properties are important for

formulation of bioactive compounds targeted to mucosal immunity.

1. INTRODUCTION

The development of mucosal vaccines for the prevention of infectious diseases
has recently attracted a growing interest. This approach requires antigen with or without
adjuvant that can be efficiently delivered to the mucosal immune system (1). Plants can
easily be genetically transformed with genes of interest and provide an inexpensive
source of proteins and other compounds that can act as bacterial and viral antigens (2).
Tobacco, soya, potato and alfalfa have a strong regenerative capacity to produce large
populations and high biomass within a relatively short period of time (3). The low levels
of secondary metabolites and high protein content in the leaves of alfalfa plant make it

an ideal bioreactor for the production of recombinant proteins (4).

Most infections occur or begin at the level of digestive or respiratory mucosal
surfaces. Therefore, administration of a vaccine at those sites is expected to induce a
mucosal protective immune response. The oral vaccines are characterized by M cell-
mediated antigen uptake associated with the development of a sIgA (secretory
immunoglobulin type A) response around the inductive sites (5). The sIgA prevent

interactions between pathogens and mucosal receptors at the surface of intestinal cells.
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Moreover, oral vaccines can also act via the so-called mucosal immune system, which
allows protection at distant mucosal sites (6). Thus using the mucosal route of

vaccination has several major advantages versus the parenteral way.

To develop this approach, a suitable system that ensures protection of orally-
administrated immunogenic proteins from the acidic gastric environment is required. In
addition, the antigens must also be protected against enzymatic degradation in the small
intestine, the site of the immune response (7). High Amylose Starch with more than 70
% amylose and less than 30 % amylopectin is largely used in pharmaceutics as filler,
binder and disintegrant (8). Recently, carboxymethyl starch (CMS) was introduced as
excipient for drug delivery to protect bioactive compounds against gastric acidity (9,10).
In acidic media, carboxylic groups become protonated and compact, limiting
surrounding acidity and pepsin to penetrate inside the matrix. In neutral or weak alkaline
media, protons are changed to sodium cations which hydrate, inducing swelling and
dissolution of the matrix that can occur at the same time as erosion (11,12). A
formulation consisting of carboxymethyl high amylose starch supplemented with NaCl

was described for sustained drug release (13).

The presence of pancreatin (with alpha-amylase enzymatic activity) in simulated
intestinal fluid (SIF) significantly increases the erosion rate of the modified starch (12).
Pancreatic secretions also contain non-specific serine proteases (trypsin, chymotrypsin)
that can damage the released proteins from orally administered dosage forms. To prevent
this, serine protease inhibitors such as Aprotinin and Pefabloc SC may be added to the

tablet formulation (14).

Aprotinin is a reversible pancreatic protease inhibitor of bovine origin with a
broad inhibitory specificity extended to trypsin, chymotrypsin, plasmin and kallikrein
(15,16). In addition, due to its low toxicity and strong inhibition of luminally secreted

and brush-border membrane-bound proteases, aprotinin has already been used associated
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to orally administered therapeutic peptides and proteins (17,18), in order to prevent
proteolytic digestion. Pefabloc SC or AEBSF (4-(2-Aminoethyl)-benzenesulfonyl
fluoride hydrochloride) is a sulfonyl fluoride irreversible protease inhibitor with
negligible toxicity compared to phenyl-methylsulphonyl fluoride (PMSF) and 4-
Aminophenyl-methylsulphonyl fluoride (APMSF). It is also hydrolyzed slowly under
weak alkaline conditions (pH 8-9) (19). Pefabloc SC has already been used in the oral
formulation of hexarelin, a hexapetide with growth hormone-releasing activity, to

protect it from pancreatic proteases (20).

In this report, we describe the development of an efficient formulation using
CMS including protease inhibitors as a plant-derived protein delivery system. The
developed formulation provides gastric and intestinal peptides stability, two essential
conditions to administer therapeutic proteins or bioactive agents such as antigen for

mucosal immunity in oral vaccination.
2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Materials

High amylose corn starch (Hylon VII) was from National Starch (Bridgewater,
NJ, USA). The Pepsin A from porcine gastric mucosa, the bovine serum albumin (BSA)
and the microbial Lipase from Candida rugosa (EC 3.1.1.3, with 1180 units/mg solid)
were obtained from Sigma-Aldrich Company (St-Louis, MO, USA). Pancreatin (porcine
pancreas) eight times strength (with alpha-amylase, lipase, proteolytic activities) was
from A&C American Chemicals Ltd. (Montreal, Qc, Canada). The acrylamide, the
N,N’-methylene-bis-acrylamide, and the protein molecular weight marker (Broad
Range) were from Bio-Rad Laboratories (Richmond, VA, USA). The Aprotinin, the
Completem tablets and the Pefabloc SC were from Roche Diagnostics (Laval, Qc,
Canada).
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2.2. Carboxymethyl starch synthesis

The excipient was obtained by semisynthesis as described by Schell et al. (21)
and Calinescu et al. (10) with slight modifications. Briefly, 140 g of Hylon VII was
suspended in 300 mL of H,0 and warmed at 50 °C under continuous stirring in a Hobart
planetary mixer. A volume of 400 mL of 1.5 M NaOH was slowly added and the
reaction medium was homogenized for 20 min at 50 °C. Subsequently, 110 mL of 10 M
NaOH solution and 90 g of monochloroacetic acid (dissolved in a minimum volume of
water) were immediately added to the mixture and stirred for 80 min at 50 °C. At the
end of the reaction, the mixture was neutralized with 300 mL of 2.33 M acetic acid and
cooled at room temperature. Salt ions were removed by washing the slurry with a
solution of acetone:water (60:40 v/v) repeating three times filtration and resuspension.
The slurry was then precipitated with pure acetone and filtered through Whatman filter
paper. The recovered CMS polymeric material was dried overnight at room temperature

and then sieved, to retain the powder with particles smaller than 300 pm.

The degree of substitution (DS) of the CMS was determined by potentiometric
titration and expressed in milliequivalents of functional groups per gram of polymeric
powder (meq/g). The carboxymethyl groups of the derivative were first activated by
conversion into the acidic (protonated) form. Briefly, 1.5 g of polymer was suspended in
40 mL 0.1 M HCI solution for 20 min under stirring. The slurry was thoroughly washed
with acetone:water (70:30, v/v) to eliminate HCI excess, then with pure acetone, filtered
and dried as above. An amount of | g was suspended in 50 mL H,O and titrated with 0.2
M NaOH solution. The obtained value was converted into DS expressed in meq/g giving

a value of 0.92 meq/g.
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2.3. Total protein extract

The aerial parts of eight weeks grown alfalfa [Medicago Sativa L.] plants were
collected, and ground in liquid nitrogen. The hydrated powder was kept overnight at —
80 °C and freeze dried (Freeze Mobile 24, The Virtis Company Inc., Gardiner, NY,
USA) during S days. Dried alfalfa protein extract (APE) were kept at -20 °C.

2.4. Protein extract formulation by direct compression

The 300 mg CMS tablets (9 mm diameter, 3.3 mm thickness) were produced by
direct compression using Carver hydraulic press (Carver inc., Wabash, IN, USA) at 2.5
T of mixed dry powders of CMS and various amounts of APE containing or not BSA
1% (w/w) or Lipase 1% (w/w) as markers. Protease inhibitors, Aprotinin or Pefabloc
SC, were integrated into the excipient at various loading for the tablets preparation. No

other components or enteric coating were added to the formulation.

2.5. Stability of alfalfa proteins, BSA and Lipase in simulated gastric fluid (SGF)

Samples of alfalfa protein extract (APE), APE supplemented with BSA 1 %
(w/w), or APE supplemented with Lipase 1 % (w/w) were individually incubated in 10
mL of acidic SGF (HCI 0.26 %, NaCl 0.2 %, pH 1.2) pepsin-free or containing 0.32 %
pepsin, 1.17 U/mg (USP, 1990) for 60 and 120 min under gentle rotation at 50 rpm and
37 °C. At the end of the incubation period, samples of 200 pL of the acidic solution
were precipitated with cold acetone (1:5 v/v) and the stability of the alfalfa proteins and
BSA checked using SDS-PAGE electrophoresis and quantified by Integrated Optic
Density (IOD). The activity of the free Lipase in these conditions was determined using
samples of 200 pL withdrawn after each hour of incubation. The enzymatic activity was

stopped with liquid nitrogen.
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Tablets (300 mg) of CMS containing 25 % of APE, APE with BSA 1% (w/w) or
APE with Lipase 1% (w/w) were incubated under the conditions described above before
being transferred into 10 mL of PBS solution for total dissolution under gentle agitation
at 4 °C. The integrity of the protein content in these formulations was evaluated for

alfalfa proteins, BSA and Lipase by SDS-PAGE and measurement of enzymatic activity.

2.6. Delivery of formulated alfalfa proteins, BSA and Lipase in simulated intestinal
fluid (SIF)

Tablets of APE, APE with BSA 1% (w/w) or APE with Lipase 1% (w/w)
formulated with CMS were incubated for 2 h in 10 mL of SGF containing 0.32 % pepsin
(pH 1.2) and then transferred for 6 h in 10 mL of SIF (KH,PO,4 0.68 %, NaOH 0.0615
%, pH 6.8), with or without 8 X pancreatin, 0.125 % (USP, 1990) at 50 rpm and 37 °C.
Released proteins were withdrawn every hour and evaluated by SDS-PAGE. The

enzymatic degradation of the released protein was stopped with cold acetone (1:5 v/v).

2.7. Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

The degradation state of alfalfa proteins, BSA and Lipase was evaluated using
SDS-PAGE. Samples of 200 uL of the dissolution media were collected during the
incubation in SGF or dissolution in SIF and precipitated with cold acetone (1:5 v/v),
kept at -20°C during at least 6 h, and then centrifuged, dried, and resuspended in 75 pL.
of PBS. A volume of 75 pL of electrophoresis loading buffer (0.12 M Tris-HCI pH 6.8,
4% SDS, 20 % glycerol, 10 % B-mercaptoethanol and 0.004% bromophenol blue) was
added to each sample and then heated for 2 min at 95°C. A volume of 15 uL of each
samples was loaded onto a 12 % polyacrylamide gel and run at room temperature for 1.5
h (120 V Bio-Rad™ power supply) using an electrophoresis running buffer (0.025 M
Tris-Base pH 8.3 containing 0.192 M glycine and 0.1 % SDS). Molecular weight protein
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matkers (Broad Range) were loaded as reference. Proteins were stained with R-250

Coomassie blue and gels were dried between cellulose sheets.

2.8. Densitometric analysis

Densitometry was carried out using the Quantity One 1-D Analysis program
(Bio-Rad™), For each band, the program evaluated the surface (mm®) and multiplied by
its corresponding measured density to obtain the integrated optic density (IOD). The
percentages of variation in the band densities for each sample compared to those of the
standard (free or formulated APE or APE with BSA (1%) in PBS at time zero) set at 100

% were determined.

2.9. Determination of Lipase activity

Lipase activity was determined as described by Cherry and Crandall procedure
(USP, 1990), using an emulsion of olive oil as substrate. Briefly, 4.5 mL olive oil, 18
mL Hy0, 2.5 mL of 0.2 M Trizma Buffer (pH 7.7), 2.5 g Arabic gum, 1 mL of a solution
containing 0.015 M CaCl,, 1.2 M NaCl and 0.011 M Sodium taurodeoxycholate were
incorporated in the emulsion by ultrasonication with a Vibra cell sonicator (Sonic
Materials Inc., Danbury, CT, USA). A volume of 2.5 mL of emulsion was incubated for
2 h at 37 °C with 200 pL of enzyme sample solution. Two drops of thymolphtalein 0.9
% (w/v) pH indicator were added to the emulsion and the Lipase enzymatic activity was
determined by titration of the produced oleic acid with 0.2 M NaOH until the solution

turned into a light blue color.

3. RESULTS

Both alfalfa proteins and BSA, used as a marker, were protected against gastric

acidity and pepsinolytic conditions when formulated with CMS. The SDS-PAGE
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showed more than 90 % of protection after 1-2 h (37 °C and 50 rpm) of incubation in
SGF with or without pepsin (Figure la, b, lanes 7-10, and c). Free alfalfa proteins and
free BSA showed pH sensibility with a 30% loss after 1 or 2 h of incubation in SGF
without pepsin (Figure la, b, lanes 3 and 5, and ¢). In SGF with pepsin, free alfalfa
proteins and BSA were almost completely degraded after the same times of incubation

(Figure la, b, lanes 4 and 6, and c).

The CMS tablets containing APE and APE with BSA (1 % w/w) showed a slow
release of proteins in SIF in absence of the pancreatic enzymes (Figure 2a, b). Pancreatin
contains alpha-amylase, lipase and important proteolytic activities related mainly to
serine proteases such as trypsin and chymotrypsin. Because of the susceptibility of
alfalfa proteins and of BSA to proteolytic degradation, very low levels of proteins were
observed on SDS-PAGE gels when pancreatin was present in the SIF (Figure 2a, b). To
determine the release kinetics of the formulated proteins in SIF with pancreatin,
Complete” tablets containing protease inhibitor were added to the dissolution media.
This dissolved inhibitor prevents the proteolytic activity, allowing the release of plant

proteins and of BSA in pancreatic conditions without noticable degradation.

Our current formulations were loaded with 25 % of APE with or without marker.
As formulations loaded with more plant proteins are expected to enhance the immune
response, the release curves from CMS tablets loaded with 20 %, 30 %, 40 % and 50 %
of APE or APE with BSA marker, in SIF containing pancreatin and protease inhibitor
dissoluted from the Complete” tablets were evaluated. The results in Fig 2¢ and d
showed that formulations loaded with 20 and 30 % released 100 % of proteins in 4-5 h, a
period compatible with the time necessary for an orally-administrated immunogenic
agent to reach the small intestine where the immune response is initiated. The
formulations loaded with 40 and 50 % showed, over a 6 h period, a release of 75 to 55 %
for the plant proteins and 65 to 60 % for the BSA marker, respectively. It appears that

increased loading with APE generates more compact structures after compression. Thus
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the loading with 30 % that allowed total release of APE or of APE + BSA marker in 4-5

h was used for the remainder of the study.

The delivery of alfalfa proteins in SIF containing pancreatin and 0.015 % or
0.030 % (w/v) Aprotinin showed 50 % protection for both concentrations of the inhibitor
(Figure 3a). In contrast, only 15 % of BSA was recovered for both Aprotinin
concentrations in the dissolution media (Figure 3b). Under 0.025 % or 0.050 % (w/v)
Pefabloc SC (concentration comparable or twice higher than those released by
Complete™ tablets) in the SIF, 100 % protection of APE was achieved at the end of the
incubation (Figure 3a). For the BSA marker, similar protection with 100 % recovery was
obtained for both concentrations of Pefabloc SC (Figure 3b). Indeed, for both alfalfa
proteins and BSA, 0.025 % (w/v) of Pefabloc SC in SIF was sufficient to afford
protection similar to that obtained with Complete” tablets (one per each dissolution
medium) (Figure 2a and b). As control, no protein recovery was observed in the absence

of protease inhibitors in the SIF (Figure 2 a, b and Figure 3).

To appropriately deliver immunogens to specific immune sites along the small
intestine, a combined formulation allowing a simultaneous release of proteins and the
inhibition of serine proteases was tested by incorporating Aprotinin or Pefabloc SC into
the polymeric excipient. The delivery of proteins from formulations loaded with 30 %
APE and 0.5 % or 1.0 % (w/w) of Aprotinin was assessed in SIF containing pancreatin.
Recoveries of 55 % or 60 % of released alfalfa proteins (Figure 4a) and of 10 % or 15 %

of released BSA marker (Figure 4b) were observed, respectively.

When Pefabloc SC was used in the formulation, lesser degradation of the
released alfalfa proteins was observed. Indeed, recovery rates of 70 %, 80 % or 95 % of
proteins in SIF were observed when the tablets contained 0.8 %, 1.2 % or 1.6 % (w/w)
of Pefabloc SC (Figure 4a). Furthermore, for the tablet containing 1.6 % (w/w) of

Pefabloc SC, the alfalfa proteins release profiles were similar to those obtained with the
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Pefabloc SC added in the dissolution medium (Figure 3a). In contrast, BSA appeared to
be more susceptible to proteolysis. This degradation was prevented by the Pefabloc SC
content of the formulation in a concentration-dependent manner. Thus, for tablets
containing 0.8 or 1.2 % (w/w) of Pefabloc SC, a good recovery of 55 or 70 % of BSA
were respectively found in the release medium. When 1.6 % (w/w) of Pefabloc SC was
used in the formulation, the protection was even higher, with 90 % of the BSA recovered

in the dissolution medium at the end of the release process (Figure 4b).

To validate the stability of the alfalfa proteins and BSA in the presence of
protease inhibitors, non-formulated free proteins were incubated during 6 h (37 °C and
50 rpm) in SIF with pancreatin and 2.5 mg of Pefabloc SC added to the incubation
medium. It was found that the electrophoretic pattern of Alfalfa proteins and BSA
remained unchanged throughout the 6 h treatment with pancreatic enzymes (Figure 5a
and b, lanes 4-10). This indicates that Pefabloc SC provides enough protection to ensure

structural stability (Figure 5c).

To determine the stability of enzymatic activity, APE with Lipase 1 % (w/w) as
marker was incubated during 6 h (37 °C and 50 rpm) in SIF containing pancreatin, with
or without 2.5 mg of Pefabloc SC in the media. Higher lipase activity was observed in
the presence of Pefabloc SC when compared to the media with no inhibitors (Figure 6a).
Thus, the delivery of proteins in SIF containing pancreatin from tablets loaded with 30
% APE with Lipase 1 % (w/w), with or without Pefabloc SC (1.6 % w/w) in the
formulation, was evaluated over time. After 6 h of releasing, the lipase activity in
dissolution media from tablets containing Pefabloc SC was 30% higher than from those

without protease inhibitors (Figure 6b).
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4. DISCUSSION

Since most proteins are sensitive to digestive proteolysis (pepsin, pancreatic
proteases), their immunogenicity in the context of oral vaccines may be damaged and
the immune response at mucosal sites may be compromised. Thus, a formulation
providing good protection, not only from gastric but also from intestinal proteolysis, is
needed to maintain their immunogenic and therapeutic properties. The CMA has been
shown to exert certain stability in gastric condition due to its pH sensitive properties (10-
12). In intestinal conditions, when small molecules are formulated, the CMA provides a
progressive release of the bioactive agent. This is probably due to pancreatic alpha-

amylase that acts on CMS as substrate.

The protein release was faster in SIF containing pancreatin than in SIF without
enzymes, probably due to erosion of the CMS matrix (12). The increased release rate, in
the presence of pancreatic enzymes, may be related to the fact that starch substituted
with CM-groups is still an alpha-amylase substrate (11). Consequently, the erosion of
the polymeric matrix, in concert with deprotonation of CM- groups in neutral pH, can
accelerate the release of the protein content. Furthermore, it is known that proteins are
often stabilized by associative interactions (ionical and hydrogen associations, Van der
Waals forces). The fact that at lower bioactive principle loading (more CMS excipient in
the tablet) the protein release was faster, suggests that CMS excipient could also act as a

desintegrant.

In the case of peptides or therapeutic proteins with intestinal or colonic targeting,
the pancreatic proteases (trypsin and chymotrypsin) and other intestinal proteases can
damage the bioactive molecules. To circumvent this problem, a protease inhibitor was
added to the formulated peptides in order to ensure intestinal stability of bioactive
peptides when released from CMS formulation. To our knowledge, this is the first

attempt to use a proteases inhibitor within the formulation. This approach differs from
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the associated treatment with inhibitors which are separately delivered in the dissolution
fluid (16). In our study, the release in situ of inhibitor together with the bioactive agent

will increase local efficiency and avoid its non specific dissipation.

There are several commercial CMS based products, but they are cross-linked and
used as desintegrants (22). Their action resides in the capacity of CMS to disintegrate,
particularly at neutral pH (higher than pKa 4.2 of CMS) when carboxylic groups
ionically retain Na' and consequently hydrate, swell, and induce disintegration. The
additional cross linking of theses starch excipients (22) reduces the flexibility of chains
and prevents further stabilisation by hydrogen association (12) involving carboxylic and
hydroxylic groups. Thus, also the hydroxyl groups are free and available to hydrate,
swell and induce desintegration. In our case, with the noncross-linked CMS, there is an
interesting balance between the important hydration and swelling of carboxylate groups

and the chain stabilisation by hydrogen bounding.

In plant protein formulation, particularly following compression, it is also
possible to establish ionic interactions that involve the free amino group from lysine and
carboxylic groups from formulated proteins (glutamate and aspartate) and that of CMS
excipient. Since proteins can be digested by pancreatic proteolytic enzymes, the delivery
of protease-sensitive proteins into the small intestine, without structural and functional
damages, constitutes a challenge. An interesting way to prevent protein degradation is
the use of protease inhibitors. Larionova et al. (16) used Aprotinin (a reversible serine
protease inhibitor) in formulations to prevent proteolytic degradation of bioactive
peptides for intestinal delivery. On the other hand, the active agent Pefabloc SC
irreversible serine protease inhibitor has already been included in Complete” tablets as
commercial product. We have compared Aprotinin and Pefabloc SC as protease
inhibitors in the dissolution media. Furthermore, we have introduced inhibitors to our
CMS formulations. This is different from the previous approach using separate inhibitor

administration.
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Structural integrity and biological functionality of the immunogenic proteins are
important to induce an adequate immune response. To address this point, lipase was
added to APE as a model tracer and its enzymatic activity was evaluated. Higher lipase
activity was observed in the presence of Pefabloc SC when compared to the media

without inhibitors.

The interest of using oral vaccination consists not only in efficient local
protection by secreted antibodies, but also in the fact that the formulations are easier to
develop (less requirements of sterile conditions) and expected to be faster accepted by

regulatory organisations.

In conclusion, our study demonstrates the feasibility to deliver stable bioactive
proteins into intestinal environment using CMS excipients supplemented with serine
proteases inhibitors. In addition to its protective role, the CMS excipient allows the
release of the bioactive agents in less than 6 h, fitting well with the upper intestinal
transit. Future work will focus on the application of these gastro-intestinal resistant

formulations in vivo in the context of oral vaccine purposes.
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Figure legends

Fig. 1. Stability of free or CMS-protected proteins in simulated gastric fluid (SGF/USP):
in (2) SDS-PAGE pattern of alfalfa proteins; in (b) SDS-PAGE of BSA marker (1 %) in
alfalfa protein extract (APE); (c) Densitometry analysis of SDS-PAGE based on 10D.
Electrophoretic profiles: molecular weight of protein markers (kDa) (lane 1); Pepsin in
simulated gastric fluid (lane 2); Free (non-formulated) proteins in SGF (without pepsin)
after 1 h (lane 3) and 2 h (lane 5); Free proteins in SGF with pepsin after 1 h (lane 4)
and 2 h (lane 6); Proteins formulated with CMS (tablets) after incubations time of 1 h
(lane 7) and 2 h (lane 9) in SGF without pepsin, and 1 h (lane 8) and 2 h (lane 10) in
SGF with pepsin. Volume of the samples: 15 pL/well; 10D, integrated optic density
(n=3).

Fig. 2. Release of proteins from CMS tablets in simulated intestinal fluid (SIF/USP).
The tablets (300 mg) containing 25 % of (a) alfalfa protein extract (APE) or (b) APE
with BSA marker (1%), or loading of (¢) 20 to 50 % APE or (d) 20 to 50 % APE with
BSA (1%) were incubated (37 °C and 50 rpm) for 2 h in 10 mL of simulated gastric
fluid containing pepsin (SGF/USP). Then they were transferred to (a) and (b) 10 mL of
SIF without enzymes, SIF with pancreatin and SIF with pancreatin and proteases
inhibitor (Comple[eTM tablets) or to (¢) and (d) SIF with pancreatin and SIF with
pancreatin and proteases inhibitor (Complete" tablets). The samples were withdrawn
every hour for 6 h and protein stability was determined by SDS-PAGE. Volume of the
samples: 10 plL/well; IOD, integrated optic density (n=3).
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Fig. 3. Release of proteins from CMS tablets in simulated intestinal fluid (SIF/USP)
with protease inhibitor in dissolution media. The tablets (300 mg) loaded with 30 % of
(a) APE or (b) APE + BSA (1%), were incubated (37 °C and 50 rpm) for 2 h in 10 mL
of simulated gastric fluid containing pepsin (SGF/USP) and then transferred to 10 mL of
SIF with pancreatin supplemented or not with Aprotinin (0.015 % or 0.030 % w/v) or
Pefabloc SC (0.025 % or 0.050 % w/v). The samples were withdrawn every hour for 6 h
and proteins stability was determined by SDS-PAGE. Volume of the samples: 10
pL/well; IOD, integrated optic density (n=3).

Fig. 4. Release of proteins from CMS tablets in simulated intestinal fluid (SIF/USP)
with protease inhibitor included in formulation. The tablets (300 mg) with or without
Pefabloc SC (1.6 %, 1.2 % or 0.8 % w/w) or Aprotinin (0.5 % or 1.0 % w/w) and with at
30 % of (a) APE or (b) APE+ BSA (1%), were incubated (37 °C and 50 rpm) for 2 h in
10 mL of simulated gastric fluid containing pepsin (SGF/USP) and then transferred to 10
mL of SIF with pancreatin. The samples were withdrawn every hour for 6 h and protein
stability was determined by SDS-PAGE. Volume of the samples: 10 plL/well; 10D,
integrated optic density (n=3).

Fig. 5. Stability of proteins in simulated intestinal fluid (SIF/USP) containing pancreatin
and protease inhibitor (Pefabloc SC): (a) SDS-PAGE pattern of alfalfa proteins; (b)
SDS-PAGE of BSA tracer (1 %) in alfalfa protein extract (APE); (c) Densitometry
analysis of SDS-PAGE based on 10D. Electrophoretic profiles: molecular weight of
protein markers (kDa) (lane 1); Free (non-formulated) proteins in phosphate buffer
solution (lane 2); Pancreatin in simulated intestinal fluid (lane 3); free (non-formulated)
proteins in SIF with pancreatin and Pefabloc SC (0.025 % (w/v)) after 0 h (lane 4), 1 h
(lane 5), 2 h (6), 3 h (7), 4 h (8), 5 h (9), 6 h (10). Volume of the samples: 10 uL/well;
[OD, integrated optic density (n=3).
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Fig. 6. Lipase as a marker for protein formulation: (a) Lipase activity in simulated
intestinal fluid (SIF/USP) from free (non-formulated) APE containing lipase (1%)
incubated in SIF with pancreatin and with or without Pefabloc SC (0.025 % w/v). (b)
Lipase activity from CMS tablets (300 mg) loaded with 30 % of APE with Lipase (1%)
containing or not Pefabloc SC (0.050 % w/w), were incubated (37 °C and 50 rpm) for 2
h in 10 mL of simulated gastric fluid containing pepsin (SGF/USP) and then transferrec
to 10 mL of SIF with pancreatin. The samples were withdrawn every hour for 6 h for the

lipase activity assay (n=3).
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CHAPITRE VI

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Le carboxyméthyl amidon a été proposé comme excipient pour la libération de
matériel bio-actif d’origine végétale. Plusieurs aspects on été étudiés afin de développer
une formulation compatible avec une optique vaccinale : i) La capacité¢ d’offrir une
protection a I’extrait de protéines de luzerne (APE: alfalfa protein extract) dans
I’estomac ¢tudiée en présence du fluide simulant les conditions de pH et d’activité
enzymatique gastrique; ii) Une stabilisation des protéines végétales libérées en milieu
simulant les conditions intestinales face a la dégradation protéolytique générée par la
pancréatine dans le milieu de dissolution; iii) L’utilisation de différentes catégories
d’inhibiteurs de protéases a sérine testée d’une part dans le milieu de libération et
d’autres part dans la formulation. Par rapport au choix de I’inhibiteur, il a été vérifié : iv)
La stabilité des protéines végétales en présence de protéases a sérine et de I’inhibiteur de
protéases Pefabloc SC; v) La stabilité de la structure protéique évaluée par la mesure de

la conservation de ’activité enzymatique de la lipase comme enzyme traceur.
p

Protection des protéines végétales et du traceur dans le milieu gastrique

Les conditions de pH gastriques ont ét¢ simulées en présence ou non de pepsine
pendant 1 ou 2 h sur ’extrait végétal non formulé et formulé avec du carboxyméthyl
amidon (CMA) a raison de 25 % (w/w) en APE. Une différence significative a été
observée au niveau de la dégradation, en présence de pepsine, des protéines de I’extrait
non formulé par rapport a celle observée dans les mémes conditions pour 1’extrait
formulé avec la matrice de CMA. Le CMA s’avére donc nécessaire pour assurer la
stabilit¢ des protéines végétales lors du passage gastrique et les protéger contre la

dégradation protéolytique due a la pepsine.
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Un niveau de protection gastrique similaire a €t¢ mis en évidence par Calinescu
et al. (2007) dans le cadre de la formulation de fimbrillae F4 d’Escherichia coli
entérotoxigene avec une matrice de CMA. Lors de la formulation d’enzymes
pancréatiques avec le CMA, Massicotte et al. (2008) ont constat¢é un maintien de
’activité de la lipase et de la trypsine de I'ordre de 72% aprés 2 h d’incubation dans du

SIF contenant de la pancréatine.

Libération des protéines végétales et du traceur dans le milieu intestinal

La libération des protéines végétales a été effectuée dans une solution simulant
les conditions intestinales en présence ou non de pancréatine. Sans pancréatine, une
libération progressive et modérée des protéines végétales est observée, atteignant 30%
apres 6 h. Ce type de libération est généré par les phénomenes de gonflement et
d’érosion de la matrice polymérique. En présence de pancréatine, une dissolution plus
rapide du comprimé a été observée. Cette accélération de la libération est due & une
érosion enzymatique provoquée par ['alpha-amylase contenue dans [’extrait
pancréatique ajouté au milieu de dissolution. Cette différence au niveau de la cinétique
d’érosion a précédemment été mise en évidence par Calinescu et al. (2007) et expliquée
par le fait que le CMA peut étre, dans une certaine limite, un substrat potentiel de ’alpha

amylase.

Dans le milieu intestinal, les protéines libérées sont rapidement clivées par les
protéases a sérine pancréatiques, justifiant I’introduction d’inhibiteur de protéases dans
le milieu de dissolution afin de quantifier leur libération. En présence d’inhibiteur de

™

protéases, délivré par une tablette Complete™ ajoutée au milieu de dissolution, une
libération de la totalité des protéines végétales a €té observée dans une période de 6 h.

Dans le cadre d’une immunisation mucosale, cet intervalle de temps correspond au
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temps de résidence du bol alimentaire au niveau du petit intestin, ou sont localisées les

plaques de Peyer, et donc est compatible avec une optique vaccinale.

Test de chargement

L’utilisation de tablettes Complete™ dans le milieu de libération permet
d’inhiber I’activité protéolytique des protéases intestinales et d’évaluer la libération de
protéines végétales ainsi que du traceur protéique. Diverses formulations a base de CMA
a différentes charges en extrait végétal ont été testées en augmentant la quantité de
matériel bioactif formulé, afin de maximiser la quantité de matériel bioactif libérée au

niveau du petit intestin.

On a observé, pour des charges de 20 et 30 %, une libération continue des
protéines végétales jusqu'a 100 % et une dissolution progressive et compléte du
comprimé en 6 h. Pour des charges plus importantes en extrait végétal, le comprimé
avait une structure apparente plus compacte et était associé une dissolution partielle en 6
h (une libération de 75 et de 55 % est atteinte pour des charges de 40 et 50 %). Lorsque
la libération du traceur protéique (BSA) fut suivie, le méme type de profil linéaire a été
observé pour les charges de 20 et 30 %, et on observa une libération partielle pour des

formulations de 40 et 50 % atteignant 65 et 60 % de dissolution apres 6 h.

Une charge de 30 % fut donc jugée optimale pour la formulation d’ APE assurant
une libération progressive et totale en 6 h. Pour les formulations chargées au dela de 40
% en APE, une structure compacte fut générée aprés compression empéchant une
désagrégation compléte du comprimé dans le milieu de libération. Ce comportement
cohésif du comprimé en solution pourrait étre expliqué par la teneur en fibres de ’extrait

végétal de luzerne. Pour les formulations chargées en dessous de 30 % en APE, la
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structure cohésive de I’extrait végétale était déstabilisée par une proportion majoritaire

de CMA qui agit dans ce cas comme désintégrant.

Formulation d’inhibiteurs de protéases 4 sérine

Deux catégories d’inhibiteurs de protéases a sérine, disponibles sous forme de
poudre, et donc possiblement formulables par compression directe ont été testées.
[’aprotinine est un inhibiteur réversible de protéases agissant par formation de complexe
avec ’enzyme au niveau de son site catalytique (Kassel et al., 1965a et b). Elle a
précédemment été testée par Larionova et al. (1999) dans le cadre de I’administration de
peptides et protéines thérapeutiques. Le Pefabloc SC est un inhibiteur irréversible de
protéases qui agit par acylation d’un résidu séryl au niveau du site catalytique des
protéases a sérine. Il a été utilis€ in vivo lors de [’administration par voie orale de

’hexareline (Westberg et al., 2001).

Ces deux catégories d’inhibiteurs ont d’abord étés testées dans le milieu de
libération afin de caractériser leur efficacité contre la protéolyse. Deux concentrations
ont étés testées pour chacun d’eux. L aprotinine présente en solution & 0,015 et 0,030 %
(w/v) a offert une protection de 50 % des protéines végétales libérées et de 15 % du
marqueur protéique. Le Pefabloc SC présent en solution a 0,025 et 0,050 % (w/v) a
permis une protection de 100 % des protéines végétales ainsi que du marqueur

protéique.

Lorsqu’ils furent introduits dans la formulation, les inhibiteurs de protéases ont
étés libérés en méme temps que les agents bioactifs et ont permis donc la protection de
ceux-ci contre la protéolyse au niveau de leur site d’absorption. Lorsque des proportions
de 0,5 et 1,0 % (w/w) en aprotinine ont étées utilisées dans la formulation, on a observé
une protection de 55 et 60 % des protéines végétales et de 10 et 15 % du marqueur

protéique. Lorsque des proportions de 0,8 %, 1,2 % et 1,6 % (w/w) en Pefabloc SC ont
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étées formulées, 70 %, 80 % et 95 % des protéines végétales et 55 %, 70 % et 90 % du
traceur protéique ont €té retrouvés dans le milieu de libération aprés dissolution du
comprimé. L’efficacité du Pefabloc SC a protéger les protéines libérées fut jugée plus

importante que celle offerte par I’aprotinine face a la dégradation protéolytique.

Par rapport a d’autres inhibiteurs de protéases a sérine de nature chimique, le
Pefabloc SC ou 4-(2-Aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride (AEBSF) montre une
toxicité nettement inférieure que celle de ses homologues Phenylmethylsulfony! fluoride
(PMSF), 4-Amidinophenyl-methanesulfonyl fluoride ~ (APMSF) ou le
Diisopropylfluorophosphate (DFP) (Mintz et al., 1993). Le Pefabloc SC [LD50 = 2,8
g/kg (oral)] est aussi caractérisé par une plus grande efficacité au niveau de son pouvoir

d’inhibition (Diatchuck et al., 1997) (Tableau 6.1).

Tableau 6.1 : Activité inhibitrice du Pefabloc SC par rapport a celle du PMSF et du
DFP pour plusieurs protéases a sérine (Kapp est la pseudo constante de vitesse
d’inactivation des protéases pour les différents inhibiteurs) (Lawson et al., 1982).

Serine protease. . K, ./1(Ix mol! xs1) S
. . PpefablocSC  PMSF_ DFP
Trypsin 3.06 257 6.23
Chymotrypsin 178 25.0 39.0
Plasmin 0.32 0,05 0.19
Plasmin Kallikrein 0.68 0,07 0.3
Thrombin 5.12 1.95 1.28
Glandutar Kallikrein 0.19 0.05 0.05

TPA 1.19 nd nd

Subtilisin A 0.46 nd nd
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Stabilité des protéines végétales en présence de I’inhibiteur Pefabloc SC

En termes de stabilité des protéines libérées, la conservation de la structure
primaire des protéines végétales et du traceur protéique a été évaluée au cours du temps
dans un milieu simulant les conditions intestinales en présence de pancréatine et de
’inhibiteur de protéases Pefabloc SC. L’utilisation de la BSA comme traceur proé¢ique
se justifie par le fait que la protéine a une structure globulaire et ne risque pas de
perturber la libération des protéines végétale. De plus, la BSA est sensible au clivage
protéolytique des protéases a sérine (Reed et al., 1975) et permettra donc de donner une

bonne indication sur la protection de 1’intégrité des protéines libérées

A la concentration de 0,025 % (w/v) en Pefabloc SC, le maintien de I'intégrité
des protéines végétales et du traceur a €té observée pendant 6 h. Ceci conforte I’idée de
la possibilit¢ d’utiliser les inhibiteurs pour I'immunisation mucosale intestinale,
garantissant une protection des protéines vaccinales libérées jusqu’a ce qu’elles
atteignent leur site d’action. Des résultats similaires ont étés trouvés lors de la protection
de I’hexareline par un mélange de chymostatine, Pefabloc SC, EDTA, and EGTA face a
la dégradation protéolytique jusqu’a son site d’absorbtion (Westberg et al., 2001).

Libération et conservation de activité d’un traceur enzymatique

Afin d’évaluer la préservation de la structure tridimensionnelle des protéines
libérées, un traceur enzymatique a été ajouté a l’extrait de protéines de luzerne.
L’activité de la lipase a ét¢ mesurée, dans le milieu de libération, pour une formulation
de 30 % en APE contenant 1 % (w/w) d’enzyme traceur. Une plus grande activité
lipasique (presque 2 fois plus importante) a été observée apres 6 h de libération dans le
cas d’une formulation contenant 1.6 % de Pefabloc SC par rapport & une formulation

n’en contenant pas.
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Afin de tester le maintien de la structure tridimensionnelle au cours du temps,
Iextrait végétal contenant la lipase a été incubé dans du SIF contenant de la pancréatine
et ’inhibiteur Pefabloc SC, pendant 6 h. La mesure de I’activité a montré une activité
lipasique deux fois plus importante dans le cas d’un milieu d’incubation contenant du
Pefabloc SC par rapport a un milieu n’en contenant pas. La conservation de I’activité
enzymatique est représentative de la préservation de la structure tridimensionnelle de
’enzyme. Lors de I’immunisation par un antigéne, les anticorps générés sont dirigés
contre une région €pitopique caractérisée par une structure tridimensionnelle spécifique
d’ou I'importance d’une protection de I’antigéne jusqu’au site d’induction lors d’une

vaccination par voie orale.

Conclusions et Perspectives

Les résultats obtenus pour des formulations a base de CMA contenant des
inhibiteurs de protéases permettent de conclure a une protection efficace du matériel
bioactif et une libération des protéines végétales en milieu intestinal. Pour des travaux
futurs, il sera intéressant de tester, in vivo, la formulation de protéines de plantes
transgéniques exprimant un immunogene afin de mesurer une réponse en anticorps de

type [gA associée a I'immunité mucosale.
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Summary

Starch  treatment with monocholoroacetate
generated Carboxymethyl derivatives which can
be obtained as sodium or protonated forms by
controlling the final pH of washing media. The
protonated carboxymethyl derivative exhibited
better gastro-resistance compared to its sodium
salt and both excipients affaded total gastric
protection of drugs when formulated as dry-
coated dosages.

Introduction

Compared to current practice based on enteric
coatings applied via fluidized bed procedure, the
novel Carboxymethyl Starch (CMS) derivatives
offer a simpler and solventfree alternative to get
an increased gastro-protection of oral solid
formulations.

The CMS was previously described as excipient
and used for formulation of small molecules as
well as microorganisms (Escherichia coli and
Lactobacillus rhamnosus) in monolithic' or dry-
coated gastro-resistant tablets’. The carboxylic
groups give an enhanced gastric stability and
higher hydration, swelling or erosion in intestinal
medium, modulating thus the delivery of drug.
This study presents pharmaceutical characteristics
of CMS excipients obtained in protonated
CM(H)S and sodium CM(Na)S salt forms.

Experimental methods

Different substitution degrees were obtained by
treatment of High Amylose Starch (Hylon VII,
National Starch, USA) with various amounts of
monochloroacetic acid'.

For the same substitution degree, CM(H)S and
CM(Na)s powders could be obtained by
alternative  precipitations and pH media
adjustments, followed by washing and drying.

The novel excipients were characterized by FT-
IR, potentiometric titration, swelling properties
(data not shown) and dissolution profiles with
and without digestive enzymes.

The capacity of CM(H)S and CM(Na)S to afford
gastric protection of various active molecules {i.¢e.
non-steroidal anti-inflammatory and antipyretic
drugs) was tested with 1) monolithic and ii) dry-
coated tablets. For both series, tablets of 500 mg
were obtained with 20% tracers (Sodium
Diclofenac,  Acetyl salicylic acid and
Acetaminophen).

The monolithic tablets were obtained by one step
direct compression (2.3 T/cm”) of homogeneous
mixtures of active agent and excipients powders,
while for dry-coated tablets two compressions
steps were required (first 150 mg core
compression followed by a second compression
with CMS at 3 T/cm?). The gastric resistance of
tablets was tested using a USP apparatus II at 100
rpm, for 2 h in 900 mL pepsin-free simulated
gastric fluid (SGF) at 37 °C followed by a period
in simulated intestinal fluid (SIF). Drug release in
both media was determined in UV at specific
wavelengths. All formulations were tested in
parallel in SGF and in SIF containing pancreatin
(USP 28 method).

Results and Discussion

Dry-coated tablets based on CM(H)S afford a
complete gastric protection for all tested active
molecules. In the case of monolithic tablets based
on the two mentioned polymeric forms, a limited
release in acidic media was found, whereas in the
case of dry-coated tablets, the release in SGF was

Transactions Int’l Symp. Control Rel. Bioact. Mater, 2007, 34.



practically delayed. The mechanism of drug
release is related to the carboxyl group
protonation: in the gastric acidity the carboxyl
side groups are protonated. In SIF, the change of
protons with sodium cations induces a high
swelling, erosion and drug dissolution >,
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Figure 1: Dissolution profiles for Diclofenac monolithic
tablets based on CM(H)S and CM(Na)S maintained 2h in
SGF followed by SIF using a USP apparatus II, at 100 rpm
(with and without pancreatin).

of Dlssolution
b1
|
|
S

| [
S s

2 4 2 °z W% 0 M

Time (h)

Figure 2: Dissolution profiles for Diclofenac drycoated
tablets based on CM(H)S and CM(Na)S maintained 2h in
SGF followed by SIF using a USP apparatus 11, at 100 rpm
(with and without pancreatin).

Both excipients (sodium and protonated) afforded
gastro-protection and ensured a delayed drug
delivery up to 4-5 h, even in the presence of
digestive enzymes in the dissolution media.
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Figure 3: Acetyl Salicylic acid release from dry-coated
tablets based on CM(H)S and CM(Na)S maintained 2h in
SGF followed by SIF using a USP apparatus II, at 100 rpm
(with and without pancreatin).

Conclusion

The presence of ionic groups on the
Carboxymethyl Starch chains has a major impact
on polymer swelling/erosion, controlling the
mechanism of drugs release. The formulation
with the proposed CMS excipients represents an
alternative for wet coating procedure. Not only a
manufacturing step is eliminated, but tablets
obtained by direct compression of dry CMS
powders and selected drugs, will not be exposed
to risky solvents.
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ABSTRACT

Starch with

Carboxymethyl denvatives which can be oblained as sodium
) or ic) forms by ing the

final pH of washing media. The

RESULTS

Dry-coated tablets based on CM(H)S atford a complete gasiric protection for all tested active molecules. In the
case of monolithic tablets based on the two mentioned polymeric forms, a limited release in acidic media was
found. whersas in the case of dry<coaled tablets, the release in SGF was practically delayed. The release

derivalive exhibited better gastro-resistance compared 10 ils
sodium san and both excipients afforded 1otal gasinic proleclion
of drugs when formulated as dry-coaled dosages.

INTRODUCTION

Compared to cuirent practice based on entenc coatings apptied
via fludized bed procedure. the novel Carboxymethy! Starch
{CMS) denvatives offer a simpler and solvent-free altemative 1o
getan i 9 ion of oral solid The
CMS was previously described as excipient and used for
formulation of large molecules as well as microorganisms

¥a colt and L in il
or dry-coated gastro-resistant tablets [2). The carboxylic groups
glve an enhanced gastrc stabikity and higher hydration, swelling
or erosion in inlestinal medium, modulating thus the delivery of
drug. This study presents phamaceuucal characterstics of CHMS
excipients obtained in protonated CM(H)S and sodlum CM{Na)S
saftfoms.

EXPERIMENTAL
of polymeric derivatives (CMS):

Two forms of the carboxymethyi starch (CMS) were synthesized
as d {31. The o t b and
sodic forms, where obtaned by pH media adjustement dunng
the final step of the synthesis. Maitened low pH (2.5) during 30
min (s necessary to oblain the protonated form of the CMS.

Excipiants caractarization:

- CMS substilution degree:
Polentiometric utration.

- Dissolution test:

The gastric resistance of lablets was tested wsing a USP
apparatus Il at 100 rpm, for 2 h in 900 mL pepsin-free
simulated gasinc fiuid (SGF) at 37 *C foliowed by a period in
simulated Intestinal fluid (SIF). Drug release in both media was
determined in UV at : 280 nm for acetaminophen, 248 nm for
acelylsalicylc acld and 274 nm for sodum diciofenac. Al
formulations were tested in parallel in SGF and in SIF
containing pancreatin (USP 28 method).

*FTIR:
KB tablets containing 3.75% potymer

- Swolling behaviour:
For each polymer, tablets of 500 mg where swolten in 50 ml of
waler or urea until they reached the equiiibrium.

s related 1 the carboxylic group ¢ Sifu protonauon: in e gastric ackdity the carboxyl sxie groups
are protonated. In SIF. the change of protons with sodium cations induces 3 hygh swelling, erosion and drug
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Figure 1: Cissolution profiles for monolithic tablets
based on CM(H)S and CM(Na)S toaded with 20%
of (A) Acelaminpphen; (B} Acelylsalicylic acid: (C)
Sodium Didofenac. Al tadlels were maintaned 2
h in SGF followed by SIF using a USP apparatus
1l a1l 100 rpm in presence or absence of
pancrealn (pan}.
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Figure 2: Dissolution profies for dry-coated
1ablets based on CRI(H)S and CM(Na)$ loaded
vath 20% of (A) Acetaminophen; (B) Acetylsalicylic
acid; (C) Sodium Diciolenac. All tablels were
maintained 2 h in SGF followed by SIF using a
USP apparatus Il. at 100 rpm in presence or
absence of pancreaun (pan).
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Figure 3 : FTIR spectra of (A) CM{N2)S and (8) CM{H)S

CONCLUSIONS

The presence of ionic groups on the Carboxymethyl Starch
chains has a majpor impact on polymer swelling/erosion.
controling the mechanism of drugs release. The formulation with
the proposed CMS excipients represents an alternauve for wet
coaling . Not only a slep is L
but tablets obtalned by direct compression of dry CMS powders
and selected drugs, will not be exposed Lo risky sotvents.
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Les propriétés pH-dépendantes du Carboxyméthyl amidon (CMA) comme
excipient pharmaceutique peuvent conférer une protection des agents actifs contre
I’acidité gastrique et un contrdle sur leur libération au niveau intestinal. Le CMA a déja
été utilisé pour la formulation de microorganismes et de protéines de masses
moléculaires élevées. Cette étude présente la formulation de cet excipient avec des
agents bioactifs de petite masse moléculaire. Deux variantes du CMA, une forme
sodique et une forme protonnée, ont été synthétisées par précipitation de la suspension
d’amidon carboxyméthylé a un pH neutre ou acide. Des études de dissolution avec ces
deux variantes du CMA ont été effectuées pour des formulations de divers principes
actifs comme I’acétaminophéne (analgésique, antipyrétique neutre), I’acide
acétylsalicylique (analgésique, antipyrétique acide) et le diclofenac (anti-inflammatoire
non stéroidien). Les tests ont été effectués sur des comprimés de types monolithiques et
doubles noyaux de 500 mg contenant 20% de principes actifs. Les profils de dissolution
ont été suivis pendant 2 h dans un milieu simulant les conditions gastriques et ensuite
pendant 24 h dans un milieu simulant les conditions intestinales. Pour cette seconde
phase, les études ont été effectuées avec et sans pancréatine dans le milieu de
dissolution. Des tests de gonflement dans I’eau et dans I’urée ont été effectués sur des
comprimés de 500 mg de CMA afin d’expliquer les différences de comportement
rencontrées lors de la dissolution de formulations & base de ces deux catégories de

matrices.

Colloque BioMed, 2007
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RESUME

Le mmaliement de lamiion avec de Tacide monochioroackiique
permet 1a synthése un dérvé carboxymethylé qui peut dtre
obtenu sous forme sodique ou protonnée par contrdie du pH.
Les deux excipienls peuvent éire utiisés pour des dosages
solides adminstré par vole ofale. La fomme protonnée du
carboxymethyl amwdon offre, pour des comprimés monalithiques,
une meilleure protection conlre I'acidité gasinque que sa fomme
sodque. Les deux exciplents offrent une protection gastrique
1otale quand s sont formulés sous forme de compnmés doubles
noyaux. Dépendamment du prinope actd et de ses paramelres
phammoco-cnétique, la libération peut elre Chbice a diffénentes
régons du traclus gastro-intestinal par utiisation de Tune ou
Fautre des formes du CMA.

INTRODUCTION

1t a &6 montré que la forme sodique du caboxyméthyl amidon
{CMA-Na+) ubksée comme exciplent phammaceulique conféne
une proteciion gasinque des agents actifs [1). Dans la présente
éude, une forme protonnée cu CMA 8 ¢l¢ synthétisée et
evaluée comme excipient phamaceutique pour des formulations
adminisirables par voie orake. Des tests ont été effectués surdes
comprimés monolthiques el doubles noyaux de 500 mg
contenant 20% de difiérents principes actfs - | acétaminophéne
(anaigésique. antipyrétique neutre), l'acide acatyksalicylique

i ipyrélique acde) et le i sodique (ang-
inflammatoire non siéroldien) La libération de ces actifs intégrés
dans des comprimés 4 base de |a forme sodique et de la fome
protonnée du CMA a & suwe pendant 2 h dans un mifieu
simulant les conditions gasinques (SGF) et ensuite pendant 22 h
dans un miley simulant ks conditions intestnales (SIF). En
sachant que les dérivés damidon modifiés pourraient dtce des
subsirats pour les enzymes présentes dans ke milieu intestnal,
létape SIF a éé effectudes avec et sans pancréatine dans e
miiey de di k. Les des deux
formes de ['excipeent ont €1¢ mses en évidence par analyse
spectrale (FTIR}.

MATERIEL ET METHODES

des
Les deux fommes de carboxymétyl amdon sonl sythetisées
selon ke protocole décnt préctdemment [2]. Les deux variantes
de lexcipent, protonnées et sodque. sort obienues par le
contr&le du pH dans I'étape finale de a synthese. Une pérode
d¢ 2C minuke dans un mieu & pH 25 est nécessaire pour
T'oblenbon de la fome protonnée
D dudeqré de. iwtion du CMA;
Dosage potentométrique.
Caractérisapon des deux exciplents:
FTIR, &ude de gonfiement dans 'eau etl'urée.

Evaluation de La libération de I'sctif:

Mesure de 'absorbancs a 280 m pour lacétaminophéne, a 246

RESULTATS

Flg.

CMA (H+)

1 : Spectre FTIR du CMA (A) forme

sodigue (B) forme protonnée
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Fig. 7 : Profils de dissolution de comprimes
doubles noyaux de diclofenac sodique

CONCLUSIONS

-Les comprimés moncithiques géndrent des profis de
dssolution knéaires pour une périoge allan: de 12 4 20 h
dépendamment du pansipe actf.

~Les comprimés doubles noyaux offrent une protecton
totale en mibeu gastrique et une libération pulsatile en milieu
imestinaje.

« La kbération des principes actfs a parlr des compamés a
base de CMA protonné est coatrdlée par des mécanmsmes
de gonflement et de diffusion.

«Pour (a forme sodque du CMA, cest ke phénoméne
d'érosion qui module la hbération des actifs.
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Plusieurs organismes pathogénes ont comme porte d’entrée dans I'organisme les muqueuses comme par
exemple celles tapissant les tractus respiratoire et gastro-intestinal. Dans ce contexte, il est important, dans
une procédure de vaccination, de cibler ’'induction de I’immunité mucosale au site méme de I’infection
afin d’obtenir une protection optimale. L’objectif global de ce projet de recherche est d’induire une
immunité mucosale par expression d’une protéine immunogene d’un organisme pathogéne d’intérét dans
des plantes transgéniques comme vecteurs d’expression. Ces protéines végétales incluant des
immunogénes peuvent ensuite étre utilisées a des fins d’immunisation orale avec comme résultante une
stimulation de ’appareil lymphoide de la muqueuse intestinale et, sur la base du concept du systeéme
immunitaire commun aux muqueuses, de celui d’autres muqueuses comme celle du systéme respiratoire.
Une limite inhérente & cette approche de vaccination orale est la barriére stomacale en égard du pH
gastrique et de l'activité protéolytique pouvant dégrader le matériel immunogéne d’intérét. Afin de palier
a ce probléme, il s’avére important de protéger les protéines immunogeénes en incorporant les extraits
végétaux dans une matrice polymérique utilisée a des fins de transport jusqu’a la muqueuse intestinale ou
la réponse immunitaire, via les interactions des cellules immunitaires s’y retrouvant (tissu lymphoide
associé aux muqueuses sous-jacentes ou GALT), pourra alors avoir lieu. Pour ce faire, les protéines
végétales, contenant la protéine immunogéne d’intérét, doivent étre formulées avec un excipient
polymérique chargé de libérer les protéines au site d’action. L’excipient sélectionné est le carboxyméthyl
amidon (CMA) qui offre, en plus de la protection gastrique et de la libération ciblée de ’actif au niveau
intestinal (Calinescu et al. Eur. J. Pharm. Biopharm. 2005), une stabilisation des protéines au sein du
comprimé. L’étape de compression de la formulation sous forme de comprimés monolithiques de 200 mg,
contenant 20 % d’extrait végétal préalablement lyophilisé, fut réalisée pendant 1 minute a la pression de
2,5 T/em2 dans un moule de 9 mm de diamétre. L’étude du profil électrophorétique des protéines
végétales a démontré I'importance de la dégradation protéique issue du passage gastrique, d’ou la
nécessité de protéger les protéines avec le CMA. Aprés formulation de ces mémes protéines avec
I’excipient et simulation in vitro du passage gastrique, le profil électrophorétique des protéines végétales
obtenu est comparable a celui des protéines avant formulation et traitement. D’autres expériences sont en
cours afin de valider le concept de gastro-protection des protéines végétales et la libération de protéines
immunogeénes dans des conditions simulant I’environnement physiologique de I’intestin gréle. Cette
technologie sera ensuite appliquée a un modéle d’infection virale porcine associée au virus du syndrome
reproducteur et respiratoire du porc (VSRRP), une des infections porcines les plus importantes
économiquement, le but étant d’induire une immunité mucosale spécifique a ce virus suite a
I"immunisation par des protéines immunogénes virales exprimées chez la plante.

Congrés CRIP, 2007
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RESUME

Ce projel wise 3 developper un pocédé de
vaccination par voie orale contre le virus du
syndrime respiratoire e1 reproducteur chez le pore
{(VSRRP) 4 base de protéines immunogénes
exprimées chez les plantes. Une limite inhérente a
cetie approche de vaccinaton orzke esi la bamére
stomacale en égard du pH gastrique et de I'activité

pouvant égrad: ke malierel
immunogéne diintérét. La fomulation des protéines
végétales avec le carboxyméthyl amidon (CMA)
comme excpient palie 3 kb dégradation des
protéines le long du tractus gastro-intestinal et offre
une kbération progressive de ceflesci au niveau
intestinal.

INTRODUCTION
Il a ét¢ démontré, par anaiyse de profils

RESULTATS

¢lectrophorétiques, que les p
sont assujeties a lataque protéolytque de la
pepsine lors d'une tncubation dans une solution
simulant les conditions de pH gastrique. Une
admmnistration orale de protéines devient dés lors
non envisageable sans l'utiksation dun excipient
approprié
Le carboxyméthyl amidon (CMA) est obtenu par
traferent de l'amkfon avec de ({acide
Céti [1]. Les i de gasyo-
prolection de cet excipient on! notamment été
démontrées pour |a formulation de protéines [2].

La région de Vmiestn cbiée pour indure une
réponse immunitaire se situe au niveau de Tintestin
gréle et plus pariculi¢rement daos likkon ou sont
concentrés ks plaques de Peyer. Une libératon
des protéines de 'extrait végétal au niveau de cette
région de [inlestin est désirée afin que les

& entrent en avec
les celiules des tissus lymphokdes assocés aux
muqueuses.

MATERIEL ET METHODES

Matériel végétal

Les extraits de protéines de plants de lzeme
(LPE) sont obtenus par broyage des organes
photosynthéliques de 13 plarte dans de [azote
liquide, suivi d'une lyophylisation du broyat obtenu.
Synthése ds l'excipient polymérique:

Le carboxyméthyl amidon [1] est sythétisé selon le
protocoi décrit récemment [2).

Simulstion des conditions gastro-intestinales
Milieu acide simulant kes conditions gastriques.
(SGF/USP)avec etsans pepsine (Pepj

Flgure 1 : Action de la pepsine (Pep} sur
le LPE dans du SGF ou du tampon
phosphate (PB)

L. flsati des plagues de Peyer
ponctueiles  (orange) et continues
(rouge) au niveau du tube digestif du
pore.

Comprimé monolithique de 200, 300 et
400 mg contenant 25% d'extrait de
protélnes végétales de luzeme

Figure 2 : Evaluation de Ia gastro-
protection de LPE assurée par la matrice
de CMA en comparalson avec LPE non

Milieu alcalin simulant les
(SIF/USP) avec et sans pancréatine (Pan)

P 9

Figure 3 : Profil de dissolution de
comprimés monolithiques de 300 mg,
contenant 25% de LPE, dans du SIF sans
pancréatine

Université
de Montréal

i ]

Figure 4 : Effet de la pancréatine (Pan}
sur le LPE dans du SIF

L

Figure 5 : Profil de dissolution de
comprimés monoelithiques de 300 mg,
contenant 25% de LPE, dans du SIF avec
pancréatine

CONCLUSIONS
-La matrice de CMAes( mpable d'assurer la gastro-
ion des pl

-Une libéravon Inéaire est observée en miieu
intestinal & partr de compnmés de 300 mg
contenant 25% d'extrai végétal.

-La pancréatine a une influence sur la vitesse de

libération et sur le profil électrophorétique des
protéines libérées.

REFERENCES

[1] H. D. Schel. M. Serban, M. A. Mateescu, T.
Bentia. Rev. Roumaine Chim. 23 (1878) 1143-1147.
[2] C. Calinescu, E. Nadeau, J. Muibacher, J.M.

F . MA. : joumal of
phamaceutics, (2007)in pross..
REMERCIEMENTS Ho
CRSNG, programme stratégique. 3 .».g
FQRNT: CRIP. “IN

LZT



128

Formulation de protéines végétales a des fins vaccinales par voie orale.
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Département des Sciences Biologiques; (3) Centre de Recherche en Infectiologie Porcine (CRIP).

Plusieurs organismes pathogénes ont comme porte d’entrée dans I’organisme les muqueuses comme par
exemple celles tapissant les tractus respiratoire et gastro-intestinal. Dans ce contexte, il est important, dans
une procédure de vaccination, de cibler I'induction de I’'immunité mucosale au site méme de I’infection
afin d’obtenir une protection optimale. L objectif global de ce projet de recherche est d’induire une
immunité mucosale par expression d’une protéine immunogéne d’un organisme pathogéne d’intérét dans
des plantes transgéniques comme vecteurs d’expression. Ces protéines végétales incluant des
immunogeénes peuvent ensuite étre utilisées a des fins d’immunisation orale avec comme résultante une
stimulation de I’appareil lymphoide de la muqueuse intestinale et, sur la base du concept du systeme
immunitaire commun aux muqueuses, de celui d’autres muqueuses comme celle du systéme respiratoire.
Une limite inhérente a cette approche de vaccination orale est la barriére stomacale en égard du pH
gastrique et de I’activité protéolytique pouvant dégrader le matériel immunogeéne d’intérét. Afin de palier
a ce probléme, il s’avére important de protéger les protéines immunogeénes en incorporant les extraits
végétaux dans une matrice polymérique utilisée a des fins de transport jusqu’a la muqueuse intestinale ou
la réponse immunitaire, via les interactions des cellules immunitaires s’y retrouvant (tissu lymphoide
associé aux muqueuses sous-jacentes ou GALT), pourra alors avoir lieu. Pour ce faire, les protéines
végétales, contenant la protéine immunogene d’intérét, doivent étre formulées avec un excipient
polymérique chargé de libérer les protéines au site d’action. L’excipient sélectionné est le carboxyméthyl
amidon (CMA) qui offre, en plus de la protection gastrique et de la libération ciblée de ’actif au niveau
intestinal (Calinescu et al. Eur. J. Pharm. Biopharm. 2005), une stabilisation des protéines au sein du
comprimé. L étape de compression de la formulation sous forme de comprimés monolithiques de 200 mg,
contenant 20 % d’extrait végétal préalablement lyophilisé, fut réalisée pendant | minute & la pression de
2,5 T/em2 dans un moule de 9 mm de diamétre. L’étude du profil électrophorétique des protéines
végétales a démontré I'importance de la dégradation protéique issue du passage gastrique, d’ou la
nécessité de protéger les protéines avec le CMA. Aprés formulation de ces mémes protéines avec
I’excipient et simulation in vitro du passage gastrique, le profil électrophorétique des protéines végétales
obtenu est comparable a celui des protéines avant formulation et traitement. D’autres expériences sont en
cours afin de valider le concept de gastro-protection des protéines végétales et la libération de protéines
immunogenes dans des conditions simulant ’environnement physiologique de l’intestin gréle. Cette
technologie sera ensuite appliquée a un modéle d’infection virale porcine associée au virus du syndrome
reproducteur et respiratoire du porc (VSRRP), une des infections porcines les plus importantes
économiquement, le but étant d’induire une immunité mucosale spécifique a ce virus suite a
I’immunisation par des protéines immunogenes virales exprimées chez la plante.

Ce projet est financé grace a une subvention du CRSNG, programme stratégique.

Colloque annuel des étudiants chercheurs en chimie et en biochimie de I'UQAM, 2008
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Formulation de protéines végétales avec matrices a base d’amidon a
des fins vaccinales par voie orale
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Mircea Alexandru Mateescu .

Université du Québec a Montréal (1) Département de Chimie; (2) Département des Sciences Biologiques;
(3) Centre de Recherche Biomédicales (BioMed)

Plusieurs organismes pathogénes pénétrent dans I’organisme par les muqueuses de sorte qu’il est
plausible de prévenir les infections qui y sont associées par ’induction de I’immunité mucosale
avec des immunogenes d’intérét. Une possibilité pour I’induction d’une immunité locale
intestinale, est de faire appel 4 des vaccins oraux formulés a base de plantes transgéniques. Une
limite inhérente & cette approche est la barriére stomacale, en égard du pH acide et de I’activité
protéolytique locale qui peut détruire les immunogénes. Il s’avére ainsi important de protéger les
protéines immunogénes en incorporant les extraits végétaux dans une matrice polymérique. Dans
cette étude, I’excipient sélectionné a été le carboxyméthyl amidon (CMA) qui offre, en plus de la
protection gastrique, la libération contr6lée du principe actif au niveau intestinal (Calinescu et al.
Eur. J. Pharm. Biopharm., 2005). Des comprimés monolithiques de 300 mg et de 9 mm de
diamétre, contenant 25% d’extrait végétal préalablement lyophilisé, ont ét¢ obtenus par
compression directe pendant 30 sec & une pression de 2,5 T/cm2. L’analyse des protéines
formulées avec le CMA soumis & des conditions gastriques in vitro, a montré un profil
électrophorétique des protéines récupérées comparable a celui obtenu avant la formulation. Par
apres, les protéines végétales formulées avec le CMA furent libérées dans un milieu simulant les
conditions intestinales; la dissolution compléte fut observée dans les 6 premiéres heures,
accompagnée toutefois d’une dégradation des protéines végétales. Cette dégradation protéinique
fut contrée par 1’addition d’inhibiteurs de protéases dans le milieu de dissolution. L’étude de la
libération de différentes charges en extrait végétal additionné de 0,5 % d’albumine bovine, a
démontré une libération optimale avec une charge des comprimés de 30 % en extrait végétal.
L’ensemble des résultats a montré le potentiel d’utilisation des comprimés CMA pour véhiculer
du matériel immunogénique contenu dans des extraits de plantes. Des expériences sont
actuellement en cours pour analyser I’effet de divers types d’inhibiteurs de protéases sur la
préservation des protéines d’intérét et pour vérifier ’activité fonctionnelle des immunogénes
libérés a partir des comprimés CMA. Des expériences sont aussi planifiées afin d’utiliser des
comprimés CMA a des fins de vaccination orale avec des extraits de plantes dans le but de
prévenir différents types d’infections.

Ces travaux ont ét¢ financés grace & une subvention du CRSNG, programme stratégique (D.
Archambault, chercheur principal).

Colloque BioMed, 2008
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FORMULATION DE PROTEINES VEGETALES AVEC MATRICE
DE CARBOXYMETHYL-AMIDON POUR LE DEVELOPPEMENT
DE VACCINS PAR VOIE ORALE

De Koninck P, Archambault D**, Sarhan F?, Hamel F***, Mateescu MA '

1Université¢ du Québec & Montréal, Département de Chimie, Montréal, Québec, Canada;
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Canada; 3Centre de Recherche en Infectiologie Porcine (CRIP), Université de Montréal, Faculté
de médecine vétérinaire, Saint-Hyacinthe, Québec, Canada

Plusieurs organismes pathogénes entrent dans ’organisme par les muqueuses, principalement
intestinale et respiratoire, d’ou Vintérét de développer des vaccins mucosaux comme par
exemple des vaccins sous-unitaires a base de plantes transgéniques. Dans cette optique, les
protéines végétales, incluant les immunogenes, pourraient &tre utilisées a des fins
d’immunisation par voie orale. Une limite inhérente a cette approche est la barriére stomacale en
égard du pH acide et de ’activité protéolytique pouvant dégrader les immunogeénes. Des
comprimés monolithiques contenant I’extrait de protéines végétales ont été obtenus par
compression directe. Aprés un traitement simulant le passage gastrique, les profils
électrophorétiques des protéines végétales ont montré I’importance de la dégradation protéique,
d’ol la nécessité de protéger les protéines immunogeénes en incorporant I’extrait végétal dans
une matrice polymérique, le carboxyméthyl amidon (CMA), chargée de libérer les protéines au
site d’action. La libération subséquente des protéines sous des conditions expérimentales
simulant le milieu intestinal a démontré la dissolution compléte du comprimé dans les six
premiéres heures, accompagnée de la dégradation des protéines végétales, d’ou la nécessité
d’ajouter des inhibiteurs de protéases. Une libération optimale en utilisant de tels inhibiteurs fut
donc observée pour une charge de 30 % en extrait végétal. Des essais sont actuellement planifiés
en vue de tester la validité de la technologie développée in vivo. Cette technologie pourra étre

appliquée a de nombreux pathogénes humains et animaux, notamment ceux affectant les porcs.

Congres CRIP, 2008
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