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Introduction générale

Le fondaparinux (Fpx) est un anticoagulant de Ess# des inhibiteurs sélectifs indirects du
facteur Xa (FXa), les pentasaccharides de synth@seuer et al, 2002). Depuis sa
commercialisation en 2002, il est devenu le tra@ieinde référence dans la prévention et le
traitement des maladies thromboemboliques avehdédpsrines et les antivitamines K (AVK)
(Bateset al, 2008). Le Fpx est un inhibiteur synthétique, fppee du FXa et sa structure
reprend l'unité d'activité biologique de I'héparidénsi, comme les héparines, son mécanisme
d'action n’intervient pas directement sur les fardede la coagulation. Le Fpx agit par
I'intermédiaire d'un cofacteur, I'antithrombine (AJui est un inhibiteur plasmatique naturel de la
coagulation (Herberet al, 1997). Sa capacité de fixation a I'AT est respblesdu changement
conformationnel nécessaire a son activité (van Belezt al, 1993). Le Fpx possede une masse
moléculaire élevée (1728 Da), une forte chargerami® et une forte solubilité aqueuse. En
raison de ses propriétés physicochimiques, le Fgix peu absorbé au niveau du tractus
gastrointestinal (TGI) lui conférant une trés faililiodisponibilité orale. De plus, le Fpx est
dégradé en milieu acide stomacal. Comme les hésadea bas poids moléculaire (HPBM), il peut
étre administré uniquement par voie sous-cutan€. (Sr, la voie parentérale est une voie
contraignante pour les patients qui doivent procé&ledes injections pluriquotidiennes. Par

conséquent, le principal inconvénient du Fpx estraode d'administration.

La voie orale constitue la voie d'administratioivifggiée en termes d'observance, de confort et
de simplicité et également de sécurité d'emplor p@ypatient. Pendant plus de 60 ans, les AVK
représentaient le seul traitement anticoagulanit @uasell et al, 2008). Cependant, les AVK
oraux présentent de nombreux inconvénients, notarnnu@e variabilité interindividuelle
importante, des effets tératogenes, de nombremsésadtions médicamenteuses ou encore la
nécessité d'une surveillance biologique étroite tfer la mise en place du traitement (Ansedl,
2008). Récemment, le développement de nouveaugoagtilants oraux directs est devenu un

véritable enjeu de santé publique (Becatghial, 2012). La mise sur le marché de trois
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anticoagulants oraux dans la prévention et leetmant de la thromboembolie veineuse (TEV)
apres une chirurgie orthopédique et plus récemrdans le traitement de la TEV et dans la
prévention des accidents vasculaires cérébraux jAapees une fibrillation auriculaire a permis
de réduire la prescription des AVK. Cependantglut sur leur profil bénéfice/risque est encore
trop court pour pouvoir les utiliser en remplacemdas héparines et du Fpx. De plus, ces
molécules présentent des risques hémorragiqueliseniaux héparines (Miesbaehal, 2012).
Des lors, face a I'utilisation plus fréquente etispfépandue des héparines et du Fpx, le
développement d'une forme orale de ces polysacidsareste d'actualitée développement de
nouvelles formes pharmaceutiques est devenu utablidéfi pour améliorer I'absorption orale
des héparines (Paliwat al, 2012). Depuis peu, des premieres tentatives t@nagpliquées au

Fpx (Vetteret al, 2010; Ramadaet al, 2011; Meissonniegt al, 2011; Leonaret al, 2011).

L'objectif de ce projet de these est de mettreaant pin systeme d'administration associant le Fpx
a des dérivés squaléniques afin de permettre faratbn de I'absorption orale du Fpx. En effet,
le squaléne (SQ) est un lipide naturel précursedadiosynthése du cholestérol disposant d'une
bonne absorption orale a plus de 60 % (Kelly, 198®ur atteindre cet objectif, deux stratégies
ont été mises en place. La premiere stratégie stengiassocier par une liaison covalente le Fpx
avec un dérivé squalénique selon la technique destpualénisation » (Desmaéeal, 2012). La
deuxieme stratégie est une nouvelle approche déwédopar notre Groupe consistant a associer

par la formation de paires d'ions le Fpx a un @é&siqualénique cationique (SqC).

Ce manuscrit est divisé en trois parties. La presnpgartie présente les principales bases de
l'absorption orale. Elle décrit aussi, sous la ®rdune revue de littérature les avancées de la
thérapie anticoagulante orale, de la mise sur leiméade molécules anticoagulantes a la mise au
point de formes galéniques innovantes des antidaatgude référence, les héparines et le Fpx. La
deuxiéeme partie rassemble I'ensemble des travapériexentaux menés dans le cadre de notre
projet de recherche. Cette partie comporte quatapitres, chacun présenté sous forme de

publication scientifique. Le premier chapitre reldes avancées réalisées sur la stratégie de
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couplage covalent basée sur le concept de la 4éusaion ». Les trois chapitres suivants
présentent les résultats obtenus par I'approcliass®ciation non covalente du Fpx a un SqC. Ce
travail de thése a permis la synthése de nouveauxéd squaléniques, l'optimisation et la
caractérisation physicochimique de nanoparticuteétude de I'absorption orale du systeme

nanoparticulairén vivo etin vitro.

Enfin, la troisieme et derniere partie du manusdohne lieu a une discussion générale de
I'ensemble des résultats obtenus et a une conelgsgioérale sur les avancees et les perspectives

du projet.
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Travaux antérieurs

La voie orale est la voie d’administration de chdes médicaments. Depuis plusieurs années, la
thérapie anticoagulante orale est en plein esspuislda mise sur le marché notamment de
nouvelles molécules anticoagulantes telles quivdeaxaban (Xareltd) et le dabigatran etexilate
(Pradax8) afin de remplacer les anticoagulants oraux déreéte, les antivitamines K (AVK)

qui disposent de nhombreux inconvénients.

Cette premiére partie est divisée en deux chapitiress description des principes de la voie orale
et une revue de la littérature sur I'état actueladthérapie anticoagulante orale. Les objectifs de
cette partie sont :

- dans le premier chapitre, de présenter de facothétgue les bases de I'administration
des médicaments par voie orale.

- dans le deuxieme chapitre, de faire une revue diétdeature des principales stratégies
pour la développement d’'une thérapie anticoagulanide efficace, de la synthése de
molécules anticoagulantes orales commercialisées sitatégies développées pour
améliorer la biodisponibilité orale des anticoagtdade référence, les héparines et le Fpx
dans le but de trouver des solutions alternatives efficaces aux anticoagulants oraux

actuels, les AVK.
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Travaux antérieurs - La voie orale

1. Lavoie orale et sa problématique d’administration

Compte tenu de sa simplicité et de son confortrdiagstration pour le patient, la voie orale reste
la voie d’administration préférentielle des médieats. C’est la voie d’administration la plus
utilisée dans environ 80 % des formes pharmacesgiqQr, pour qu'une molécule active puisse
avoir un potentiel thérapeutique par voie orald@tecderniere doit étre absorbée efficacement a
partir du tractus gastrointestinal (TGI) et pours@te passer en quantité suffisante dans la

circulation systémique (Figure 1).

Administration oral.
du médicament

‘ b
\__‘/
Esophage
I < N | N Estomac
\ pH1,2/4,0
N
Duodénum |,
pH 6’6 ---------------- PanCréaS
Intestin gréle|
Jéunum ... L. L /o \\ e Gros intestin
pH7,0-7,4
lléon  |..........\....
pH7,4

Figure 1. Les différents sites d’absorption d’'un médicamgméa son

administration par voie orale

Par conséquent, cette molécule active doit éttdestians le gradient de pH croissant des milieux
physiologiques du TGI, notamment dans I'environneteaeide de I'estomac et également étre
stable par rapport a I'action des nombreuses erzymmésentes tout au long du TGI (Daughetty

al., 1999). Cependant, de nombreuses molécules acativedéveloppement ne peuvent étre

administrées par voie orale en raison de leurlilg&dans ces conditions gastrointestinales.

Par ailleursjors de la prise orale d'un médicament, suivieealpsorption gastrointestinale, la
molécule active est d'abord transportée par laeveiorte vers le foie avant d'atteindre la

circulation systémique. Le foie est le site printiga métabolisation de I'organisme du fait
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des nombreuses enzymes qui s'y trouvent (Kruijeteal, 2002). Or, une métabolisation
importante au niveau du foie, également connue $ousom d'effet de premier passage
hépatique, peut entrainer une diminution importaetéa quantité de molécule active dans la

circulation systémique atopper leur développeme(itruijtzer et al, 2002).

Le TGI est la partie de l'organisme désignée poyéeher I'entrée des pathogénes (Daugherty e
al.,, 1999). L'intestin est divisé en deux partiegtd$tin gréle et le gros intestin. L'intestin gréle
est I'organe responsable de l'assimilation desnmemits et des médicaments dans le sang. C'est
ainsi l'organe essentiel a la digestion et a I'gdtgm et constitue la plus importante barriere
biologique entre les environnements interne etregtéDaughertet al, 1999). Dans ce contexte,

il est important de comprendre les mécanismes digkisn d’une molécule active au niveau
intestinal. La voie orale est la voie d’adminigtatla plus étudiée. Les connaissances relatives a
la physiologie de la muqueuse digestive et au corp@nt biopharmaceutique des principes
actifs sont tres étendues. L'objectif de ce prédebat de présenter les principes de I'absorption

orale d’'une molécule active, de I'absorption intede aux solutions pour I'améliorer.

2. L'intestin

2.1. Anatomie et physiologie de l'intestin

L'intestin est la partie la plus longue du tubeeditf, environ huit métres (Daugherty al,
1999). Le gros intestin est dans le prolongementidestin gréle. Il est constitué de quatre
parties: le caecum, I'appendice, le colon et leurecL'intestin gréle est composé de trois parties,
le duodénum, le jéjunum et I'léon avec un gradidatpH croissant (Daughergt al, 1999)
(Figure 1). L'intestin gréle dispose d'une surfaggortante d'environ 300 m2? chez 'homme adulte
(Soderholmet al, 2001). Cette surface fait de lintestin grélerdjane principal de I'absorption
des nutriments et des vitamines. Cette caractfuistiest due a la présence de villosités qui

tapissent toute la surface de l'intestin et familile passage des nutriments (Figure 2).
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entérocyte

lamina propia

cellule

caliciforme §
vaisseau ==

Figure 2. Schéma de I'épithélium intestinal et des diffésemlules qui le

composent (adaptée de Daughettyal, 1999a)

La muqueuse intestinale est constituée de cinghesuconcentriques, une tunique séreuse, une
couche de muscles longitudinaux, une couche delesusizculaires, une couche sous-muqueuse
et une tunique muqueuse. La tunique muqueuse, grd@erésence des villosités a sa surface,
joue un réle essentiel dans le processus d'absoréis nutriments. Les villosités intestinales sont
des replis de la muqueuse et de tissu conjonaig-gcent irriguées par des vaisseaux sanguins et
un canal lymphatique (Figure 2). Elles sont borddesleux types de cellules épithéliales, les
cellules caliciformes qui sont les cellules séarésr du mucus et les entérocytes, les cellules
responsables de l'absorption (Figure 2). L'épitnélintestinal exerce une importante défense
physiologique par la sécrétion de fluides et de usude mucus forme un gel adhérant a la
mugqueuse intestinale dont la principale fonctiondesprotéger celle-ci contre I'action corrosive
des enzymes, du suc intestinal et des composésémgérs de [l'alimentation. Il est
essentiellement constitué d'eau (95 %), de glydépres et d'électrolytes divers. Son épaisseur
est variable et son renouvellement se fait enviooites les 24 & 48 h chez 'homme (Sddertedim

al., 2001).
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Les entérocytes sont constituées d'une membrareal@pen bordure en brosse formée de
microvillosités représentant un obstacle a la ipratles microorganismes au niveau de l'intestin
(Figure 2) (Magalhaest al, 2007). Cette barriere physique est renforcéegarésence d'une
couche continue recouvrant la membrane apicaledigsocytes du glycocalix riche en enzymes
hydrolytiques (aminopeptidase, phosphatase algcalisaccharidase) (Magalhagtsal, 2007). Le
glycocalix est constitué de filaments de glycopr®é orientées vers la lumiere intestinale

conférant une polarité a la membrane (Magalledes, 2007).

Au niveau du systeme lymphatique, en réponse agnask des lymphocytes sous-jacents, les
cellules épithéliales couvrant les plaques de Pearvent se différencier en cellules M
impliquées dans la défense immunitaire (Figure Badalhaeset al, 2007). Les cellules M
présentent également des microvillosités courtesadts denses permettant un contact plus aisé
entre la surface apicale et les composés présams ld lumiére intestinale (Figure 2). Ces
cellules expriment en surface des récepteurs différde ceux exprimés par les entérocytes. Cela
permet aux microorganismes colonisant la muquentsstinale de se fixer spécifiguement aux
cellules M par le biais de protéines apparentégdeatines, les adhésines (Nicoletti, 2000). Par
ailleurs, le systeme lymphatique peut égalementstitoer une voie de passage intestinale
notamment pour certaines macromolécules qui peuetr® adsorbées dans la circulation

lymphatique via les cellules M des plaques de Pgyeldberget al., 2003).

Par ailleurs, les cellules épithéliales formentépithélium dans lequel les cellules sont liées par
des jonctions intercellulaires (Figure 3), notammen
- les jonctions serrées (encore appelées zonuladswuou « tight junctions » en anglais)
de 80 nm de long responsables essentiellement dehkesion et de la perméabilité du
tissu épithélial. Leur structure dynamique permetrégulation de la perméabilité
membranaire et constitue ainsi un principal compbda la barriére intestinale (Lapierre,

2000).
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- les jonctions adhérentes (zonula adherens) qureassla cohésion mécanique entre les
cellules (desmosomes et hémidesmosomes).

- les jonctions communicantes de type "gap" assueaptissage des petites molécules et
d'ions.

Lumiere intestinale

Membrane apicale

Ll & Jonction serrée

= :i Jonction adhérente
Desmosome

Filaments d’actine Jonctions type « gap »

Figure 3. Les différents types de jonctions intercellulaieesre les

cellules épithéliales (adaptée de Guttraaal, 2009)

2.2. Absorption intestinale

L'absorption intestinale se fait essentiellememsdies entérocytes. Les nutriments et/ou les
molécules actives résultantes de la digestion tsawt la membrane apicale au niveau des
microvillosités. lls traversent ensuite I'entérecgt sortent au niveau de la membrane basale dans
le milieu intercellulaire, puis passent dans legilzres sanguins. En fonction de leurs
caractéristiques physicochimiques, le passage d&ueh molécule a travers la membrane
cytoplasmique peut s'effectuer par deux types aesport, passif et actif impliquant ou non des
transporteurs transmembranaires (Daughetrgl 1999a ; Daughertgt al, 1999b) (Figure 4). La
membrane cytoplasmique constitue une barriere ghgsiC'est une bicouche lipidique perméable

aux molécules non polaires et polaires de petitie {@nférieure a 500-700 Da) et imperméable
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aux molécules polaires de poids moléculaire supeaes00-700 Da et aux ions (Goldbertgal,

2003).
2.2.1. Transport passif

Le transport passif est le mode de passage le fgdgsiemment rencontré dans le cas des
molécules actives. Il ne nécessite pas d'apparedjée de la part de la cellule épithéliale. Cette
derniére contribue a la formation d'un gradientalecentration de part et d'autre de la membrane
épithéliale. Le transport passif est régi par desphysico-chimiques selon la loi de Fick:

D x Ksx S><( Q- Q)
e

Vitesse de diffusion

(1)

avec:
D: coefficient de diffusion de la molécule a tress&a membrane

Ks: coefficient de partage de la molécule entmadembrane et la phase aqueuse extérieure
S: surface de la membrane
C2-C1l.différence de concentration de la molécelgatt et d’autre de la membrane

e : épaisseur de la membrane

A partir de cette équation, les facteurs régulantdlffusion passive sont aussi bien les
caractéristiques de la molécule active que celeldnembrane intestinale. Il existe deux types
de diffusion passive (Daughemy al, 1999a et b) (Figure 4):

- la diffusion passive paracellulaire,

— la diffusion passive transcellulaire.
La lipophilie des molécules est nécessaire pourpasgsage a travers les cellules épithéliales par
diffusion passive transcellulaire. Par ailleurs, viaie paracellulaire peut étre envisagée par
diffusion passive mais est restreinte aux petiteoules (de masse moléculaire inférieure a 100

- 200 Da) (Goldberegt al, 2003).

La diffusion passive paracellulaire est emprunigelgs molécules pouvant traverser les jonctions

serrées et ne nécessite I'implication d'aucuneétip®imembranaire. Ce mode de transport est non
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saturable et non inhibable. Il est favorable auk&awdes lipophiles et non ionisées. Les molécules
chargées peuvent toutefois emprunter ce mode dagasnais seule la fraction non ionisée est
susceptible de traverser I'épithélium. Par ailleafn de traverser les jonctions serrées, le poids

moléculaire est un facteur important pour ce typeliffusion (Goldbergt al, 2003).

La diffusion passive transcellulaire, encore appeléfusion facilitée s'applique aux molécules
polaires et a certains ions. Ce type de diffusi@cessite la prise en charge de la molécule par une
protéine transporteuse membranaire évitant le coraaec la bicouche lipidique lors de son
transfert (Daughertyet al, 1999a). Elle se fait toujours selon le gradieet @bncentration.
Cependant, contrairement a la diffusion passivaqaiulaire, la diffusion facilitée est saturable
selon la cinétigue de Michaelis-Menten. La vitesge transport atteint un maximum (M)
lorsque le transporteur membranaire est saturdiffiasion facilitée peut étre assurée par des
transporteurs membranaires et des protéines-cBaalghertyet al, 1999a). Les transporteurs
membranaires sont des protéines qui se lient denfapécifique aux molécules a transporter et
subissent des changements conformationnels penmnégtpassage de la molécule a travers la
membrane. Le glucose, par exemple, traverse la eusguintestinale par diffusion facilitée par
l'utilisation de transporteurs spécifiques au ghec@Kelletet al, 2005). Les protéines canal
forment quant a elles un pore au travers de la memebqui, lors de son ouverture contrblée
permet une diffusion passive de toutes les moléayjant une charge et une taille appropriées. Il
existe plusieurs types de protéines canal, telles lgs canaux ioniques, les connexines et les

aquaporines (Daughergt al, 1999a).

2.2.2. Transport actif

Le transport actif concerne essentiellement lestoubés polaires ou faiblement lipophiles. Le
transport actif nécessite un apport d'énergie gartade la cellule épithéliale, généralement fourn
directement ou indirectement par de I'ATP (Figuje l& transport des molécules s’effectue

contre le gradient de concentration impliquant dgstemes de transporteurs membranaires
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(transcellulaire) ou mettant en jeu des vésiculggennalisation (endocytose) (Daughesry al,
1999a). Comme la diffusion facilitée, le transpaudtif a une cinétique saturable de type
Michaelis-Menten.

V maxxC
+

Vitesse d absorption
Km+C

(2)
avec:

Vmax: vitesse maximale du transport actif

C: concentration de la molécule active

Km: concentration de la molécule active a Vmax/2

Kd: constante de diffusion

1) Passage paracellulaire Passage transcellulaire

Microvillosités

Jonction intercellulaire

Gradient de concentratient

Entérocyte

transmembranaire

°® Passage transcellulaire vésiculaire Passage transcellulaire
(Endocytose)

| Microvillosités

; ;
‘ I Jonction intercellulaire I

Gradient

‘ de . O—Vésicule
concentration
Entérocyte ;
\ Q Y Transporteur
1

; ¥ transmembranaire

Energie

Figure 4. Voies de passage d’une molécule active au trawels barriere

intestinale par 1) diffusion passive et 2) transpotif
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2.3. Facteurs influengant I'absorption intestinale

BN

De nombreux facteurs sont responsables de l'absormgirale d'une molécule a travers la
mugqueuse intestinald.a muqueuse intestinale utilise des mécanismesighbggues et
biochimiques qui renforcent sa barriere physiquer gm@venir I'entrée des xénobiotiques

(Daughertyet al, 1999a).

2.3.1. Barriéres physiques et physiologiques

L'intensité de I'absorption des médicaments pawvdée orale est modulée par I'existence de
barrieres physiques limitant I'absorption au travele la muqueuse intestinale, la membrane
plasmique, le mucus et les jonctions serrées. eanjgre barriere physique est la nature de la
membrane plasmique. En effet, la membrane plasnequene bicouche lipidique dont la partie
centrale est hydrophobe. Cette hydrophobicité ehmée passage de la plupart des molécules
hydrophiles et polaires. La membrane plasmiquedest perméable aux molécules lipophiles
(Goldberget al, 2003). Par ailleurs, la surface de I'épithélimestinal est recouverte de mucus.
Le mucus constitue la deuxieme barriere a I'absorphtestinale. Sa fonction principale est de
protéger la muqueuse intestinale (Soderhetnal, 2011). Ainsi, il représente une barriére a la
diffusion de certaines molécules du fait de la teud'eau qu'il maintient a la surface de
I'épithélium digestif. Les molécules doivent diffusa travers cette couche avant d'accéder a la
membrane intestinale. Par ailleurs, le mucus esstitaé de glycoprotéines avec lesquelles les
molécules peuvent interagir par des liaisons hy&neg hydrophobe ou ionique par la présence
des résidus d'acide sialique conférant au mucuschaege négative limitant I'absorption des
molécules anioniques (Magalhastsal, 2007). La troisieme barriere physique est lagmés des
jonctions serrées entre les entérocytes. Elle®septent la principale barriere au passage passif
des fluides, électrolytes et des macromoléculedgaoie paracellulaire (Guttmaet al, 2007).

Ces jonctions intercellulaires peuvent limiter laspage des molécules actives par diffusion
passive (Yunet al, 2012). Les jonctions serrées sont constituéesitéldl protéiques

transmembranaires dont les principales moléculeg Soccludine, les claudines, les JAM
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("junctional adhesion molecules™) qui sont en felativec des protéines cytoplasmiques, les ZO-
1 et ZO-2 (Overgaardt al, 2011). Ces dernieres interagissent avec lesipestélu cytosquelette,
les actines formant les jonctions serrées (Ovedgetaal, 2011) (Figure 5). Les jonctions serrées
délimitent ainsi un intervalle de nature hydrophdatre les cellules qui constitue la voie

paracellulaire.

)
>

apical

r cellule épithéliale
} jonction
serrée

claudine)
occludin
An D

-

r
h

<

basolatéral
transport

paracellulaire

Figure 5. Structure moléculaire des jonctions serrées (@eaqe Overgaaret al, 2011)

2.3.2. Barriéres biochimiques

L'activité enzymatique est indispensable au nivdadlintestin dans I'assimilation des nutriments
et pour la protection de l'organisme. Elle peuted@v une barriere a l'administration des
médicaments par voie orale. Selon la nature deol&cule active, celle-ci peut étre la cible des
différents cytochromes ou d'autres enzymes. Leschypmes P450, et plus particulierement
l'isoforme 3A4 (CYP3A4) dont la teneur intestinast supérieure a celle des autres organes,
jouent un réle déterminant dans la quantité de cubds actives disponible pour l'absorption
(Watkins, 1997). De plus, l'activité enzymatiquei&gnormément d'un individu a l'autre, ce qui

augmente le risque de variabilité inter-individeell
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Par ailleurs, une activité sécrétrice de la mugeentestinale est présente du fait de la présence
de protéines codées par les genes de la familtéigue des transporteurs ABC (ABC signifiant
ATP-binding cassette) et précisément a l'allele BBQui code pour la P-glycoprotéine (P-gp).
La P-gp est une protéine de 170 kDa constituée2ddgoinaines transmembranaires répartis en 2
sous-unités homologues contenant chacune un silieisen a I'ATP. La P-gp agit comme une
pompe a efflux en participant a la détoxificatianld cellule par I'efflux des substances toxiques.
Elle est présente dans de nombreuses barrieresolggygues dont la barriere hémato-
enceéphalique et la barriére intestinale (Kruijtzgral, 2002). Par ailleurs, de nombreuses
molécules actives sont substrats ou inhibiteurdgp et du CYP 3A4 (Kruijtzest al, 2002).
Cette collaboration entre ces deux protéines indnitrenforcement du réle de barriere de la

mugqueuse intestinale (Watkins, 1997).

2.3.3. Propriétés physicochimiques de la molécule active

Comme décrit ci-dessus, les parametres physicogbesi de la molécule active peuvent
également influencer son absorption intestinaleeff&t, pour traverser la barriere intestinale, le
type de passage emprunté dépend de ses propri@&éeqrhimiques telles que la solubilité
aqueuse, la polarité, la lipophilie et le poids écolaire de la molécule active. Ainsi, une
molécule avec un potentiel thérapeutigue peut auoe biodisponibilité orale faible si elle
dispose d'une ou plusieurs proprietés défavorableson absorption a travers la barriére
gastrointestinale. Dans ce contexte, de nombreagpoches d'optimisation de la formulation

galénique ont été étudiées afin de pallier cesnménients.
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3. Stratégies développées pour améliorer la biodispdrilité orale

De nombreuses stratégies ont été développées pwalioger I'absorption orale du principe actif.
De maniéere générale, elles peuvent étre appligaéesis les principes actifs quels que soient
leurs natures. Elles consistent par exemple en:
— l'utilisation de formes gastrorésistantes pour erheg l'instabilité et la dégradation
enzymatique en milieu gastrique acide du princi#,a
— I'emploi de promoteurs d'absorption pour favorlegrassage du principe actif a travers la
muqueuse intestinale,
— la co-administration avec des inhibiteurs enzymessq pour augmenter |'absorption
intestinale du principe actif,
- la vectorisation particulaire pour protéger le pie actif d'une instabilité et/ou d'une

dégradation dans le TGI.

Les stratégies développées pour améliorer le pass@g anticoagulants de référence, les

héparines et le Fpx seront détaillées dans la daitette partie - Travaux antérieurs.

36



Travaux antérieurs - La voie orale

Références

Daugherty AL, Mrsny RJ. Transcellular uptake medsms of the intestinal epithelial barrier Part
one.PSTT 1999 g 2: 144-151

Daugherty AL, Mrsny RJ. Regulation of the intesti@pithelial paracellular barriePSTT 1999 @ 2:
281-287

Goldberg M, Gomez-Orellana I. Challenges for thad delivery of macromoleculeBlat. Rev. Drug
Disc. 2003 2: 289-295

Guttman JA, Finlay B. Tight junctions as targetsndéctious agent8Bioch. Bioph. Acta2009 1788:
832-841

Kellet GL, Brot-Laroche E. Apical GLUT2. A major fhavay of intestinal sugar absorptiddiabetes
2005 54: 3056-3062

Kruijtzer CM, Beijnen JH, Schellens JH. Improvemehbral drug treatment by temporary inhibition
of drug transporters and/or cytochrome P450 in ghstrointestinal tract and liver: an overview.
Oncologist 2002 7: 516-530

Lapierre LA. The molecular structure of the tigimgtion.Adv. Drug Deliv. Rey200Q 41: 255-264

Magalhaes, JG, Tattoli, I, Stephen E. Girardin, Bie intestinal epithelial barrier: How to distirigju
between the microbial flora and pathoge®sminars in Immunolog2007, 19: 106-115

Nicoletti C. Unsolved mysteries of intestinal MlseGGut, 200Q 47: 735-9

Overgaard CE, Daugherty BL, Mitchell LA, Koval Mlatidins: Control of Barrier Function and
Regulation in Response to Oxidant Strés®.52011 15: 1179-1193

Soderholm JD, Perdue MH. Stress and intestinaldsdtmction.Am. J. Physiol. Gastroint. Liv. Phys.
2001, 280: G7-G13

Watkins PB. The barrier function of CYP3A4 and Reglprotein in the small boweAdv. Drug Del.
Rev, 1997, 27: 161-170

37






Revue de littérature

A la recherche de l'anticoagulant oral
« ideal »

39






Revue - A la recherche de I'anticoagulant oral éailch»

In search of an "ideal" oral anticoagulant

Review of literature

Bettina Ralay-Ranaiv Delphine Borgef, Patrick Couvreut, Ruxandra Gref

! Institut Galien Paris-Sud CNRS UMR 8612, 5 rue LRBment, 92296 Chétenay-Malabry Cedex,

France

2 EA 4531 - Ingénierie des protéines de I'hémostapetantiel thérapeutique, 5 rue J.B. Clément,
92296 Chatenay-Malabry Cedex, France

41



Revue - A la recherche de I'anticoagulant oral éailch»

1. Introduction

Thromboembolic disorders are among the major cawgesnorbidity and mortality and
anticoagulation remains the therapy of choice f@vention and treatment of these venous and
arterial thromboembolic disorders (Batetsal, 2008; Singeet al, 2008). These disorders are
caused by the formation of blood clots in the @terirculation (arterial thrombosis) or venous
circulation (venous thrombosis) which often bredikamd travel to other areas. They can cause
major organ damage or even death. Atrial fibrilati(AF) is the most common cardiac
arrhythmia affecting an estimated 4.5 million peoipl Europe and 5.1 million in the USA (Fuster
et al, 2011). Its frequent complication is arterial ehidgra which can lead to stroke or systemic
embolism (Lloyd-Jonest al, 2004). Venous thromboembolism (VTE) is a commomglication
during and after hospitalization for acute medidakss or surgery (Coheet al, 2008). VTE
consists of deep vein thrombosis (DVT) or phlebérsd its main complication is pulmonary
embolism (PE) (Grosst al, 2008). Emboli that lodge in the lungs (pulmonamboli) can
rapidly cause death. PE accounts for 5-10 % oftdeiat hospitalized patients, making VTE the
most common preventable cause of in-hospital déadertset al, 2008; Coheret al, 2008).
VTE affects one in 1000 adults yearly and it hasnbestimated to be the third most common
cardiovascular disorder after ischaemic heart dseend stroke worldwide (Eikelbooet al,
2010). Major orthopaedic surgery without prophytagarries a risk of VTE (Mavrakanas al,
2011). 40 % and 60 % of patients could develop DAftEr major orthopaedic surgery without
anticoagulant treatment. Rapid anticoagulation @sessary to minimize the risk of thrombus

extension and PE in patients with VTE (Mavrakasiaal, 2011; Geertst al, 2008).

Currently, heparin (unfractionated heparin (UFHY &ow molecular weight heparin (LMWH)),
fondaparinux (Fpx) and vitamin K antagonists (VKA)e the primary treatments for venous
thromboembolic diseases (Singgral, 2008; Fusteet al, 2011; Geertgt al, 2008). Since their
first application in 1936, heparins still represém antithrombotic drugs of choice in short and

medium-term prophylaxis and therapy thromboembdibeases (Hirsht al, 2004).
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Heparin, commonly known as UFH is a highly sulfapetiysaccharide that displays anticoagulant
activity by the inhibition of the coagulation facdp factor Xa (FXa) and thrombin through
binding with the plasma protein inhibitor of coagfibn, antithrombin (AT) (Petitoat al, 2003).
UFH is well-known to have limitations such as fregtilaboratory monitoring, risk of bleeding,
heparin-induced thrombocytopenia (HIT) and hepasseciated osteoporosis (Hirsthal, 2004).

Its low bioavailability and its high interindividu&ariability led to the development of LMWH
obtained by fractionation of heparin (Weitz, 199Hgparins are extracted from animal tissues.
Compared with UFH, LMWH exhibits greater bioavailiyp after subcutaneous (SC) injection,
has a longer half-life and produces a more predlietanticoagulant response without routine
monitoring. However, LMWH still retains the potaaitio cause HIT (Hirsket al, 2004).In 2001,
Fpx, a synthetic and structural analog of the Aflding pentasaccharide domain of heparin was
developed as a new antithrombotic drug under tineendrixtra® (Baueret al, 2002). Compared

to UFH and LMWH, Fpx has selective anti-Xa activaiiyd longer half-life. However, even if the
safety/efficacy profiles of LMWH and Fpx are bettdran UFH, heparin and Fpx-based
therapeutic approaches are limited because thesparmds are not absorbed in the intestine due
to their high molecular weight, negatively charggdicture and hydrophilic properties (Motlekar
et al, 2006; Ramadaat al, 2011). Hence, these macromolecular drugs camlyeadministered

by parenteral route (Jaques, 1980; Sameinad, 2003).

Long-term anticoagulation therapy is even much npoblematic because the administration of
VKA requires high monitoring. Since their first iatluction more than 60 years ago, VKA were
until recently the only orally active anticoagulauatvailable for clinical use (Ansedt al, 2008).
Their anticoagulant effect is related to an intenfice with they-carboxylation of vitamin K-
dependent coagulation Factors II, VII, IX, and Xng&llet al, 2008). VKA are also challenging
to use in clinical practice because they have w sloset of action, a narrow therapeutic window,
unpredictable pharmacokinetics (PK) and pharmacaaiycs (PD), and multiple food—drug and
drug—drug interactions (Ansedt al, 2008). Therefore, frequent coagulation monitoiang dose

adjustment are necessary for a treatment with Vi¥hséll et al, 2008). Maintaining a
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therapeutic anticoagulation level requires a gondewstanding of their PK and PD as well as

optimal physician—patient communication.

Without context, the oral route of administratie@m@ains more convenient than the parenteral
route for patients. Due to the limitations of théselitional anticoagulants, there is an increasing
interest in the development of new and better andicoagulants agents (Bauer, 2011). Some of
these newly developed molecules have been apprémedertain indications such as the
prevention of VTE after orthopaedic surgery (Bena#t al, 2012) and recently for the treatment
of VTE and the prevention of stroke after AF (Mafgio et al, 2012). However, their
safety/efficacy profile is not yet well-establishdde to their recent marketing and the risk of
bleeding is equivalent to the LMWHMfesbach et al, 2012. Hence, the "ideal" oral
anticoagulant is not yet discovered. Taking intastderation all these data, the characteristics of

such an "ideal" oral anticoagulant are reportetthénTable 1.

The “ideal” oral anticoagulant

- High oral bioavailability

- Predictable dose-response

- Wide therapeutic window

- Low inter-and intraindividual variability
- Once-daily administration

- No laboratory monitoring

- No drug-drug and food-drug interaction
- Low risk of bleeding

- Presence of an antidote

Table 1.The characteristics of the “ideal” oral anticoagila
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In an attempt to address the important challengeeseloping an "ideal" oral anticoagulant,
alternative strategies have been explored, congisti formulation approaches mainly with
LMWH and Fpx which have well-established safetyéefty profiles. Many approaches have
been investigated with heparins, but no oral defiggstem has reached the market yet. Since few

years, first attempts were developed to enhancertiidioavailability of Fpx.

Currently, several reviews have reported eitheraitheances in the field of oral administration of
heparin (Paliwakt al, 2012a) or the development of the new oral angatznts (Grost al,
2008; Becattiniet al, 2012) However, no review summarizes all the stji@s developed in the

oral anticoagulant therapy in order to replaceMK@.

In this context, the objectives of this review ssesummarize the published literature concerning
the oral anticoagulant drugs that are currentlykeizd and the advances in the development of

oral delivery systems for the traditional pareritardgicoagulants, heparin and Fpx.

2. Anticoagulation strategies

Coagulation consists of a cascade of enzymatidiogscinvolving coagulation factors, mainly
serine proteases with active sites and subjectedttivations and inhibitions (Eikelboost al,

2011). The steps in the coagulation cascade aosteepin the Figure 1.

Coagulation is initiated when activated tissueda¢iF) on the surface of damaged cells binds
and activates factor VII. The tissue factor/ fadtdia (TF/VIla) complex activates factors IX and
X. Activated factor X (FXa) converts small amouatsprothrombin (1) to thrombin (lla), which
then feeds back to activate factors VIl and V, athare cofactors in the coagulation cascade. The
process is propagated by activated factor IX (IXahjch together with activated factor VIII
(Vllla) assembles on the surface of activated ptdeto form intrinsic tenase, a complex that

efficiently activates factor X. FXa with activatddctor V (Va), assembles on the surface of

45



Revue - A la recherche de I'anticoagulant oral éailch»

activated platelets to form prothrombinase. Thisiplex generates a burst of thrombin that, in the
final stage of the coagulation process, convebsniogen (Fg) to fibrin (Fn) (Figure 1) (Weitz,
2004). The coagulation is regulated by the actibrvarious inhibitors including AT which

inhibits the serine protease of the coagulatiomgdal, 1997).

Initiation Propagation

Activated platelet

Figure 1. Coagulation cascade (Adapted from Eikelbastral, 2011)

By inhibiting FXa in an AT-dependent fashion, hepaand Fpx block thrombin generation
(Baueret al, 2002; Jinet al, 1997). The AT-dependent anti-FXa has shown aicaefy for
anticoagulation (Samamet al, 2003). Moreover, UFH and in less extend LMWH poben
thrombin inhibition by AT (Petitowet al, 2003). All the new oral anticoagulants have been
developed as direct and selective inhibitors ofpacHic step or enzyme of the coagulation

cascade (Hirsh, 2003; Becattetial, 2012).

The first part of this review reports the main @weristics of the direct oral anticoagulants

already approved.
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3. Oral anticoagulants

3.1. Introduction

Over the past few years, the anticoagulant thewagy faced to major advances. Several oral
direct anticoagulants have been developed and mearke replace UFH, LMWH, Fpx and VKA
(Baueret al, 2011; Weitzet al, 2012). Although these reference drugs have pre¥ictive in

the treatment of thromboembolic disorders, sewdnalbacks were reported such as the necessity
of parenteral administration, routine coagulatioanitoring and dose adjustments. Hence, the
"ideal" oral anticoagulant would be a convenienigdwith a wide therapeutic window without
coagulation monitoring and few drug-drug interactidTable 1). In order to develop such an
anticoagulant, several strategies have been foauseadrgeting a specific step or enzyme of the
coagulation cascade. The targets of almost alhéve anticoagulants are FXa or thrombin (Hirsh,
2003; Becattinet al, 2012). Non-peptidic small molecules have beentifled as oral inhibitors

of these serine proteases. This review focusesi@miarketed molecules whose development is
the most advanced: the thrombin inhibitor, dabmyatetexilate and the direct FXa inhibitors,

rivaroxaban, apixaban and edoxaban (Figure 2).
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Rivaroxaban (Xarelto)
Apixaban (Eliquis)
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/>—\ NH,
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Edoxaban (Lixiana) Dabigatran etexilate (Pradaxa)

Figure 2. Chemical structures of the oral anticoagulantsroxaban,

apixaban, edoxaban and dabigatran etexilate
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3.2. Selective FXa inhibitors

For effective anticoagulation, FXa has emerged psomising target because it is positioned at
the convergence point of the initiation and prop@agasteps of coagulation (Figure 1) (Perzborn,
2009). The development of selective FXa inhibitwes predominant in recent years (Perzborn,
2009). Unlike the indirect FXa inhibitors such apxFwith an AT-dependent anticoagulant
activity, the direct oral FXa inhibitors bind ditgcto the active FXa site. Thus, such molecules
have the potential to inhibit free FXa, prothrondsa and clot-bound FXa activity (Perzborn,

2009).

3.2.1. Rivaroxaban (Xareltd - Bayer HealthCare AG)

Rivaroxaban is a highly selective, direct, revdesiand specific FXa inhibitor without need of
cofactors for its coagulant effect (Perzbetral, 2011). It is the only oral anticoagulant approved
for three therapeutic indications (Perzbetral, 2011; Kaatzt al, 2012):

- Prevention of VTE after orthopaedic surgery

- Stroke prevention in AF

- DVT treatment and prevention of recurrent DVT/PE

A. Chemistry

Rivaroxaban is a small molecule with a moleculaigiveof 435.89 g.md!. Its chemical name is
a 5-chloro-N-({ (5S) -2-o0x0-3- [ 4-(3-oxomorphol#ryl) phenyl] -1,3-oxazolidin-5 yl}methyl)
thiophene 2-carboxamide (Roehegal, 2005).

Rivaroxaban belongs to the class of oxazolidinagrévdtives. This chemical class was optimized
in order to obtain highly potent FXa inhibitors gut basic groups resulting in a low oral

absorption (Roehrigt al, 2005). (S)-configuration of the oxazolidinoneedarduces the specific

interaction with FXa and the 5-chlorothiophene-Bhoxamide moiety is essential for FXa
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inhibition. The optimization of the thiomorpholingroup led to the identification of the

morpholinone derivative with a subnanomolar antafp6tency (Roehrigt al, 2005).

The X-ray crystal structure of rivaroxaban in coexplwith human FXa has been studied to
elucidate its binding mode (Roeheg al, 2005). The key interaction of rivaroxaban witha=x

its active site (S1 pocket) does not require basigositively charged groups. The chlorine
substituent of the chlorothiophene moiety interagith the aromatic ring of Tyr 228 located at

the bottom of the S1 pocket (Roeheigal, 2005).

B. Pharmacology

The inhibition of human FXa by rivaroxaban is camtcation-dependent and competitive with a
low inhibition constant (Ki) of 0.4 nM. Rivaroxab@nhighly selective for FXa with an inhibition
effect more than 10,000-fold greater selectivity FXa than for other serine proteases (Perzborn
et al, 2005). The generation of thrombin from prothromisi concentration-dependent with a half

maximal inhibitory concentration (IC50) of 2.1 nMdrzborret al, 2005).

The PK of rivaroxaban is predictable and dose-dégenover a wide dose range (Kubittaal,
2005a). Rivaroxaban is a non-basic molecule, rgpiabsorbed with maximum plasma
concentrations obtained at 2-4 hours after oraliadimation (Kubitzaet al, 2005a; Kubitzaet

al., 2005b). Given its lipophilicity, the solubilityfaivaroxaban is limited at higher doses
reducing its oral bioavailability. The best orab&vailability (between 80 and 100 %) is obtained
at the dose of 10 mg. An advantage to this bioakdity decrease could be to reduce the risk of
overdosing (Kubitzaet al, 2005b). The dose of 10 mg is administered in ¢hee of the
prevention of VTE after orthopaedic surgery anddfaoes not affect the PK of rivaroxaban. No
dietary restrictions are necessary at the 10 mg-diady dose (Ufer, 2010). However, in the case
of stroke prevention in AF and the DVT treatmend gorevention of recurrent DVT/PE,
rivaroxaban should be used at 20 mg once-dailyntakith the evening meal (Kaagt al, 2012).

Indeed, in the fasted state, at this dose, thelatiesbioavailability is approximately of 66 %
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whereas coadministration of rivaroxaban with fondréases its PK parameters (Kubietaal,

2006). Hence, depending on the administrated dosd,affects the PK of rivaroxaban.

Rivaroxaban has a dual mode of elimination (Perzieoral, 2011). It is mainly metabolized by
the liver via the cytochrome P450 isoforms (patidy CYP3A4) to inactive metabolites (67 %)
and eliminated by the kidneys as unchanged drug@4B8Perzborret al, 2011). Because of its
metabolization by CYP3A4, the strong CYP3A4/(P-giymotein) P-gp inhibitors (such as
ketoconazole and HIV protease inhibitors) affee thetabolism of rivaroxaban and increase its
plasma concentration upon co-administration (Perzled al, 2011). Despite this interaction,
rivaroxaban has no drug-drug interactions with diesgly used medications, such as

acetylsalicylic acid or naproxen (Perzbetral, 2011).

3.2.2. Apixaban (Eliqui€ - BMS and Pfizer)

Apixaban is a selective, direct, reversible anctcgjgeFXa inhibitor without need of cofactors for
its coagulant effect. It has been recently apprdeedhe prevention of VTE after orthopaedic
surgery in member states of European Union and, ¢urrently under review by the FDA for

stroke prevention in AF (Kaa#t al, 2012).

A. Chemistry

Apixaban is a small molecule with a molecular weigh459.5 g.mot. Its chemical name is 1-(4-
methoxyphenyl)-7-ox0-6-(4-(2-oxopiperidin-1-yl)phdn4,5,6,7-tetrahydro-H pyrazolo[3,4-
c]pyridine-3-carboxamide. It is a neutral bicycligrazole FXa inhibitor (Pintet al, 2007).

It has been developed from the lead structure mdixaban, the first oral FXa inhibitor whose
development has been arrested in phase Il for inlgedmplications (Quaat al, 2005; Weitzet
al.,, 2005). Both compounds are bicyclic pyrazolopyragie analogues bearing the

methoxyphenyl moiety. The pyrazole-carboxamido ityoils crucial for active-site directed
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binding of analogues to FXa (Worg al, 2011). The metabolisation of razaxaban could tead
the possible formation of putatively mutagenic iaes in the course of amide hydrolysis (Wong
et al, 2011). To increase the metabolic stability ofxapan, the carboxamido moiety of

razaxaban was combined with a polar and neutriracnoiety (Pinteet al, 2007).

B. Pharmacology

Apixaban is a highly selective, reversible and diiehibitor of FXa with a Ki value of 0.08 nM

which is 30,000 lower than the other serine prasg¥/onget al, 2011).

Its oral bioavailability is approximately 50 % apdak plasma concentrations are reached within
2 to 4 hours after administration. Apixaban haltlis 10 to 14 hours (Worgt al, 2011). There
are no reported interactions with food nor modiima of its absorption with food uptake
(Nutescuet al, 2011). Multiple pathways are required for themghation of apixaban such as
hepatic metabolism (25 %), renal excretion (25 %) atestinal/biliary secretion (Wonrgt al,
2011). Apixaban is a substrate of CYP enzymes, B(BR€ast Cancer Resistance Protein) and P-
pg (Wanget al, 2010). Thus, it could probably interact with sodreigs that modulate CYP
system or these transporters. However, due to uftipte routes of elimination, drug-drug
interactions are minor and apixaban can be usetidncase of renal and hepatic impairment

(Wonget al, 2011).

3.2.3. Edoxaban (Lixian8, Daiichi Sankyo)

Edoxaban is an oral, direct FXa inhibitor. Edoxalsaurrently available only in Japan, licensed
for the prevention of VTE in patients undergointat&nee arthroplasty, total hip arthroplasty and

hip fracture surgery (Kawadt al, 2012). It is in late-stage development in Europe.
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A. Chemistry

Edoxaban is a small molecule with a molecular weidt548.06 g.mot. Its chemical name is N-
(5-Chloropyridin-2-yl)-N'-[(1S,2R,4S)-4-(N,N-dimetftarbamoyl)-2-(5-methyl-4,5,6,7
tetrahydro [1,3] thiazolo [5,4-c] pyridine-2-cartarido) cyclohexyl] oxamide (Haginoyt al,
2004).

Edoxaban is a non-amidine FXa inhibitor. It isNg6-chloronaphthalen-2 yl)sulfonylpiperazine
derivative (Lianget al, 2003). The binding mode with FXa is carried oiuthvé-chlorothiophene

and thiazolopyridine in the active sites of theyene (Lianget al, 2003).

B. Pharmacology

The inhibition of FXa is concentration-dependergmpetitive with a Ki value of 0.56 nM.
Edoxaban inhibits also the generation of thrombamf prothrombin by prothrombinase in a non-
competitive manner with a Ki value of 2.98 nM.dthighly selective with more than 10,000 fold

more potent inhibition of FXa than other serinetpases (Furugortat al, 2008).

Edoxaban has a predictable and linear PK with lawaindividual variability whatever the
administered dose (Oga& al, 2010). Edoxaban is rapidly absorbed with a timenaximum
plasma concentration (I of 1-2 h (Ogataet al, 2010). The oral bioavailability of edoxaban is
approximately 60 % with a half life;4 of 6 to 11 h (Ogatat al, 2010). Edoxaban is mainly
eliminated unchanged, through multiple pathwayemsally renal excretion (35 %) (Becattigi

al., 2012; Kawajiet al, 2012). Edoxaban is metabolized by CYP systemslgnay CYP3A4
(Miesbachet al, 2012). Moreover, edoxaban is a P-gp substratevéi{eet al, 2012). Co-
administration with P-gp inhibitors drugs could rease its plasma levels and thus the bleeding
risk (Kawajiet al, 2012). In the phase | study, edoxaban was natdida interact significantly

with food (Mendellet al, 2011).
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3.3. Direct thrombin inhibitors

Thrombin plays a central role as a procoagulargdmywerting Fg to Fn as well as by activating its
other substrates (Figure 1). These molecules intitmmbin by directly binding to the active site
of thrombin (Weitzet al, 2005). The first oral anticoagulant, ximelagatramprodrug of the direct

thrombin inhibitor melagatran showed that target@mgspecific enzyme of the cascade of
coagulation could be efficacious in the prophylagisd treatment of VTE (Bauer, 2011).
However, due to its hepatotoxicity, ximelagatranverereceived FDA approval and was

withdrawn from the market in 2006 in Europe (Ba@€]1).

3.3.1. Dabigatran etexilate (Pradaa- Boerhinger Ingelheim Pharma KG)

Dabigatran etexilate is the only oral anticoagulbelonging to the therapeutic class of direct
thrombin inhibitor. It has been licensed for theyantion of VTE following total hip or knee
arthroplasty in Europe and other countries worldenvUfer, 2010and for prevention of stroke in
patients with nonvalvular AF in Europe and in theited States (Connolst al, 2009; Nutescet

al., 2011).

A. Chemistry

Dabigatran etexilate belongs to the nonpeptidentbio inhibitors with a molecular weight of
627.74 g.mot (Hauel et al, 2002). Dabigatran etexilate is a 3-({2-[aminod{E
hexyloxycarbonylimino] methyl} phenylamino) metma}lmethyl-1H-benzoidazole-5 carbony}

pyridin-2-yl-amino) propionic acid ethyl ester.

Dabigatran etexilate is a prodrug that is convetteits active metabolite, dabigatran (BIBR 953),
once it is absorbed in the gastrointestinal tr&T} (Hauelet al, 2002). Hirudin, an other direct
thrombin inhibitor must be administrated only bygyaeral route due to its peptidic structure. To

allow an oral absorption, dabigatran has been dpeel from the lead peptide-like structure
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benzamidine-based inhibitor important for the bmdiaffinity to the active site of thrombin
(Hauelet al, 2002). Carboxylate groups were introduced to owerthein vivo potency but to
increase also the hydrophilicity of the moleculaielto these strongly acid functional groups,
dabigatran is a very polar and permanently changelécule (logP = -2.4) having therefore a low
oral bioavailability (Hauekt al, 2002). Thus, the orally active prodrug, dabigategexilate has
been developed by introducing a carbamate-estéeaidsof the amidinium moiety and by
converting the carboxylate group into an ester.i@ahan etexilate is rather a lipophilic molecule
with a logP value of 2.6. The functional groups eapidly restored by hydrolytic cleavage by

plasma esterases after oral administration of @ataig etexilate (Hauelt al, 2002).

Furthermore, to increase its oral absorption, detbég etexilate is formulated as capsules
containing microgranules. They consist of a certoaé of tartaric acid and a layer containing the
active drug. This formulation provides an acidizviesnment favorable to the absorption of the

molecule regardless of changes in gastric pH (B&drl).

B. Pharmacology

Dabigatran is a selective and reversible diredrttnin inhibitor. It binds with thrombin through
nonpolar and hydrophobic interactions and allovtkrambin inhibition in the lower nanomolar
range (Wienert al, 2007). Its thrombin inhibition is concentratioapgndent with a Ki value of
4.5 nM much lower than the inhibition of other serproteases (Ki values3 500 nM) (Wienen

et al, 2007).

After a rapid oral absorption, dabigatran etexilateonverted into dabigatran (Bleehal, 2007).
Peak plasma concentrations are reached after Zdrimal conditions and with a delay up to 6 h
on the day of the surgery due to the altered pagtalrperistalsis postsurgical (Stangedral,
2007). However, dabigatran etexilate bioavailapiig low (6-7 %) after oral administration

(Stangieret al, 2007). This low oral bioavailability was explathby an incomplete absorption of
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the drug (Stangieet al, 2007). The dose escalation studies showed thaigatsan plasma
concentrations were increased at higher dosedalfslive is 14 h to 17 kand is not dose-
dependent (Stangiet al, 2007). Dabigatran etexilate predominant metabolis its conversion

to the active form, dabigatran by esterases (Blethal, 2008). Therefore, the drug-drug
interactions are poor, but dabigatran etexilata isubstrate of P-gp that regulates its plasma
concentration (Bauer, 2011). Thus, drugs potengatr inhibiting P-gp such as amiodarone,
verapamil or clarithromycine could interfere withetabsorption of dabigatran etexilate (Bauer,
2011). Dabigatran is mainly eliminated unchangedkitineys (80 %) (Bleclet al, 2007).
Accordingly, it is against-indicated in patientsthwvgsevere renal impairment and in patients with

severe hepatic impairment (Bleehal, 2008).

3.4. Oral direct anticoagulantadvantages and drawbacks

Although the FXa inhibitors rivaroxaban, apixabamd e&edoxaban and the thrombin inhibitor,
dabigatran etexilate have been licensed for cettaimmboembolism disorders, numerous oral
anticoagulants have reached clinical developmardh s betrixaban, letexaban or darexaban

(Perzborn, 2009; Ahreret al, 2012).

In clinical trials, rivaroxaban, apixaban, dabigatretexilate and edoxaban have been showed to
be superior or non-inferior to the standard carbest new molecules are close to the
characteristics of the "ideal" oral anticoagularalfle 1). Indeed, they have predictable PD and
PK profiles with a wide therapeutic window, few drdrug and food-drug interactions. Thus, an
anticoagulant therapy with such drugs does notiredaboratory monitoring. However, as the
indirect anti-FXa, Fpx, the oral direct anticoagitado not have antidotes (Kaatzal, 2012),
which is necessary in case of major bleeding. Aedidachet al. described in their review, the
clinical studies with these direct oral anticoagtsashowed that their bleeding risk was

comparable to that of traditional anticoagulantse@@achet al.,2012). In 2011, FDA published a
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safety review of serious bleeding events with dafvan etexilate, especially in renally impaired
patients (Miesbachkt al.,2012). Its main elimination route is urinary, whigquires caution and
dose-adjustments in renally impaired patients (Blet al, 2007). Furthermore, the first oral
anticoagulant, ximelagatran was withdrawn from iim@rket in Europe due to its hepatotoxicity
(Bauer, 2011). Although clinical trials with the llfawving molecules showed no toxicity,

monitoring is required with hepatic impaired patgen

In conclusion, even if these new oral drugs hawaathges compared to VKA, they keep some
drawbacks which are mostly similar to the curremic@agulant therapy, in particular the risk of

bleeding and the absence of specific antidotes€B&011).

Despite the great advance in the oral anticoagulastapy, currently, heparins are the only
anticoagulants to have an antidote, the protantiiesif et al, 2004). Since many years, several
strategies have been investigated to improve thkagiministration of heparin. Furthermore, Fpx
is a pentasaccharide analogue of the AT-binding sft heparin (Herberet al, 1997). First

attempts have also been described to improve atisatasorption. However, contrary to heparins,
Fpx does not have a specific antidote but the deweént of a potent antidote to Fpx is in
progress (Bianchinet al, 2011). Since the safety/efficacy profiles of hapmand Fpx are well-

known, the development of an oral delivery systdrthese traditional anticoagulants is of main

interest.

The following sections of the review describe thetis of research in the development of oral

delivery systems of heparin and Fpx.
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4. Oral delivery system of heparins

4.1. Chemical and pharmacological properties of hegarin

Heparins are highly sulfated polysaccharides ctutetl of repeated disaccharide units among
which the most common is 2-O-sulphaté-iduronic acid coupled to 2-N-sulphate-6-O-suligha
a-D-glucosamine. They belong to the glycosaminogilyéamily (Petitouet al, 1999). Three
main sugars constitute the structure of hepasib:iduronic acid,p-D-glucuronic acid and-D-
glucosamine and are linked in variably disacchaud#s by 1,4-glycosidic linkage (Figure 3a)
(Petitouet al, 1999). 80 % of these regular disaccharide uoitsfheparin chains. The remaining
20 % consist of spacer sequences and specific segsisuch as a trisaccharide which plays a key
role in biological processes (Petitetial, 1999; Petitoet al, 2009). When the trisaccharide is
associated with the main disaccharide unit, thesnfa specific pentasaccharide sequence which
is responsible of the specific biological activitiyheparin (Petitoet al, 2003). Only one third of
the heparin has a high AT affinity which account foost of its anticoagulant effect. The
remaining two thirds have a low AT affinity (Petitet al, 2009). The wide diversity of the basic

structure of heparin is in part responsible foirthbemical heterogeneity.
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Figure 3. Chemicalstructure of a) the three mains sugars of hepawin a

b) the AT-binding pentasaccharide site of heparin
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Heparin does not have a direct action on coagulafietors. It acts by the pentasaccharide
sequence (Figure 3b) via a cofactor, AT which isaural plasma inhibitor of coagulation
(Petitouet al, 2003). The formation of a 1:1 covalent completwaen heparin and AT with high
affinity inactivates the activated coagulation éastmainly Flla and FXa. The potentiating effect
of heparin on the inhibitory activity of AT depends two effects, the allosteric activation of AT
by the pattern of heparin pentasaccharide and ttexreffect of long chains of heparin (Petitou
et al, 2009). Two effects are at the origin of the intdm of coagulation factors: i) a
conformational change of AT that allows this reatign by the enzyme and ii) a template effect
in which AT and the enzyme will be positioned justdye they interact (Petitaet al, 2009). The
allosteric activation of AT is crucial for the iddiiion of FXa. The conformational change is
obtained by the binding of the pentasaccharide esszpi with AT which allows its activation.
However, this conformational change is less impdrtar the inhibition of thrombin, which
depends more on the matrix effect of long chainkegiarin (Petitowet al, 2009). On the other
hand, the inhibition of the others factors is mthto both conformational and template effect. In
such cases, a longer heparin fragment is invol#ed.example, for thrombin a minimum chain

length of around 18 monosaccharides is requiretitgBest al, 2009).

Heparins are constituted of two classes: UFH andWMH Both are heterogeneous animal
extracts (Drayet al, 2008). UFH are used since 1936 (Hietral, 2004). They are sulfated acid
polysaccharides from fragmentation of porcine itm@$ and bovine lung mucosa. They have
mean molecular weight of approximately 15,000 Daitdet al, 2010). LMWH are synthesized
by controlled enzymatic or chemical depolymerizatad heparin to yield smaller fragments that
have a mean molecular weight about one third thaeparin (approximately 5000 Da) (Weér
al., 1997; Weitzet al, 2010). Because of their shorter chains, LMWH paela more predictable
anticoagulant response than UFH and allow oncwigetdaily administration without laboratory

monitoring (Hirshet al, 2004).
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However, the drawback of heparins is the risk of Mhich is lower with LMWH than UFH. It is
caused by antibodies against the heparin-platattorf 4 (PF4) complex for HIT (Choreg al,

2009).

4.2. Oral delivery of heparins

4.2.1. Physicochemical characterization of heparins argrtproblematic

Due to their high molecular weight (from 3 to 30&RDUFH and LMWH are macromolecules
with a strong overall charge related to numeroustional groups negatively charged (carboxyl
and sulfate groups) (Dragt al, 2008). Thus, after administration by oral roubeparin
absorption is limited across the intestinal mucbsaause of repulsive interactions with the
negative charged mucus and their high moleculaghtgiMoazedet al, 2009). Indeed, the oral
bioavailability of many hydrophilic macromoleculdiugs is often strongly limited by insufficient
paracellular absorption from the GIT (Goldbexigal, 2003; Kraulancet al, 2007). Moreover,
heparins are instable in the GIT in acidic cond$i@and are enzymatically degraded by heparinase
(Motlekaret al, 2006). All these conditions have led to very lokal bioavailability of heparins
(Motlekaret al, 2006). This is why heparins can be only admiatett by parenteral route. Since
many years, intensive research has been carriedoodevelop oral forms for heparins
administration, in order to avoid parenteral injet Different oral delivery systems have been
proposed to improve the oral absorption of hepasnsh as permeation enhancer systems, lipid-
based systems and polymeric nano- and micropastielewever, no oral formulation has reached
the market despite the fact that few oral deliv@rgtems reached the stage of clinical trials. The
oral bioavailability of heparins was improved byrastgies including cell-membrane
permeabilization, tight junction modifications, reese of drug lipophilicity or protection against
acidic pH of the stomach (Paliwet al, 2012). Paliwalet al described in their review the

different approaches to improve heparin delivengrapches (Figure 4) (Paliwat al, 2012). The
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mode of transport (transcellular or paracellulamoas the intestinal barrier is dependent on the
oral delivery system. Hence, transcellular transffigure 4A and C) is facilitated: A) in the case
of the ion-pairing association between heparin @tnic molecule thanks to the decrease in the
negative charge of the polysaccharide and C) id-lygparin conjugate due to the increase of the
lipophilicity of heparin. On the contrary, the peefular pathway is increased thanks to
penetration enhancers (Figure 4B) due to theiragpto open the tight junctions. In the case of
the novel carrier systems, the transport mode enident essentially of their physicochemical
parameters. However, with these novel forms, soitleeon may cross the intestinal barrier by M

cell uptake (Figure 4D).
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Figure 4. Schematic presentation of different approach@spoove heparin oral delivery
(Adapted from Paliwaét al, 2012)

4.2.2. Non-covalent delivery systems

One of the strategies for enhancing oral absorptioheparin is the non-covalent approach, in
which the permeability of heparin is modified by lewules that interact non-covalently with
heparin to enable its oral absorption safely an@cafely without changing the chemical

structure of heparin.
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A. Penetration enhancers

Several types of penetration enhancers were igastl to improve the oral absorption of UFH
and LMWH such as small molecules and polymers perted in Figure 5 and Table 2. These
compounds allow the opening of the tight junctiafsntestinal epithelium which improve the

permeation of polar molecules to systemic circatatind thus, their oral bioavailability (Paliwal

et al, 2012).
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Figure 5. Chemical structures of permeation enhancers usedal delivery system of heparins:
a) Acylated norx-amino acids; b) Thiolated polymers in combinatwith glutathione (GSH); c)
N-sulfonato-N,O-carboxymethylchitosan (SNOCC); dyrd-N-carboxymethylchitosan (MCC)
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In 1997, synthetic penetration enhancers derivetl{acetylation ofu- amino acids and nos-
amino acids were used (Rivesaal, 1997). N-[8-(2-hydroxybenzoyl) amino] capryla@NAC)
sodium N-[10-(2-hydroxybenzoyl) amino] decanoatdNA®) were developed as penetration
enhancers for the oral delivery of UFH and LMWHspectively. SNAC favors passive
paracellular process without causing apparent dartamtestinal epithelium (Riveet al, 1997;
Leone-Bayet al, 1998). SNAC and heparin form a noncovalent comfleeone-Bayet al,
1998) that disrupt and facilitate the passive pehalar transport across the intestinal barrier
(Braydenet al, 1997).In vivo studies in rats and monkeys demonstrated thete#eess of
SNAC for the oral delivery of UFH. After oral admstration of 300 mg/kg of SNAC and 15
mg/kg of UFH in monkeys, the relative bioavaildyiwas of 39 % (Riverat al, 1997). SNAD
was found to be about twice as effective as SNACHoilitating the oral LMWH absorption in
rats (Riveraet al, 1997). However, the bioavailability of SNAD/LMWHombination,
administered orally to dogs as a solid dosage foatative to SC injection, was only of 3 %
(Braydenet al, 1997). Clinical trials were carried out with tbembination of SNAC with UFH
where they demonstrated a significant increasé@fanticoagulant effect of heparin (Baughman
et al, 1998; Hullet al, 2001; Pinecet al, 2004; Arbitet al, 2006). This delivery system
established the feasibility of oral absorption ofieoagulant doses in humans in phase | and I
clinical trials (Baughmaret al, 1998; Hullet al, 2001). The phase Il study did not meet the
primary end-point of a superior antithrombotic effef a 30-day treatment with heparin/SNAC
combination oral solution over a 10-day regimertvate daily enoxaparin injections (Berkowitz
et al, 2003; Arbitet al, 2006). Moreover, these trials were negativeljugriced by poor patient
compliance associated with the undesirable tastéhefliquid formulation that induced side
effects, mainly gastrointestinal discomfort. Effonvere devoted to the development of solid
dosage forms as a way to mitigate the taste issi@sever, the PK responses were still lower
than those obtained following administration of ep&rin/SNAC oral solution formulations

(Leone-Bayet al, 2002).
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Compared to acylated amino acids, mucoadhesive@atizso enhancers present the advantage of
not being absorbed by the intestinal barrier dueahtr polymer nature. Furthermore, they
increase in a specific and reversible manner thacpdular transport during the oral absorption of

drugs (Thanoet al, 2001a).

In 2001, Thanotet al used the Ca-chelating ability of a poly(acrylate) derivativ€arbopol
C934P to interfere with the intercellular junctiossd to increase the paracellular permeability
(Thanouet al, 2011b). The absorption enhancer is approved b& BBd it is also used for the
intestinal delivery of peptidefn vivo studies in rats and pigs were carried out at dmeentration

of carbopol of 1 % (w/v) and at heparin doses @®B&200 and 10800 IU anti-Xa/kg. After oral
administration in rats and pigs, anti-Xa activitiés0.3 IU/mL and 0.2 1U/mL were observed
during 6 h and 7 h, respectively which, were siéht for the prophylaxis of venous thrombosis

(Thanouet al, 2011b)

The association of thiolated polymers and GSH aated mucoadhesive matrix which enhanced
significantly the permeation of LMWH (Kast al, 2003). Glutathione in its reduced form (GSH)
played an important role in the permeation enhaecgrof paracellular absorbable therapeutics
across the intestinal mucosa when it was associaitid thiolated polymers (Clauseet al,
2002). Mechanistically, GSH, exhibited a thiol goowhich interacted with protein tyrosine
phosphatase (PTP) inducing the inactivation ofptweein (Clausert al, 2002). Consequently,
the tight junctions lost their tightness and alldwieir opening by formation of disulphide
bounds with the mucosal tissue of the intestineofat bioavailability of 19.9 % was observed in
rats after administration of enteric-coated tabtetstaining the mucoadhesive matrix and LMWH

with a long therapeutic effect of LMWH (Kast al, 2003).

Chitosan (CS), a natural biodegradable polysacd@as well-known to enhance the paracellular
permeation of macromolecules (Hejaet al, 2003). Mechanistically, CS increases the
paracellular transport of hydrophilic macromolesuls widening of intercellular tight junctions

of epithelium linings. However, its application limited by its poor solubility in physiological
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media (Cheret al, 2003). To overcome this problem, a series of Gfflifications have been
carried out. Anionic CS derivatives have been foundincrease permeation of anionic
macromolecules through to a lesser extent thaoraatderivatives. The mechanism of absorption
enhancement is unknown but it is possible that madkesion with paracellular permeation
enhancement are promoting absorption of anionicomaalecules (Thanoet al, 2001c). Mono-
N-carboxymethylchitosan (MCC) is a polyampholyte @Sivative. The paracellular absorption
and hence, the absorption of LMWH was increasetienpresence of the CS derivative (Thanou
et al, 2001c). MCC enhanced the absorption of LMWH by thrmation of a gel that provided
sustained release and absorption of the polysadeh&rhanouet al, 2001c). A sulfonated
derivative of N, O-carboxymethylchitosan (SNOCC)svegnthesized to investigate the effect of
anionic CS derivatives on the paracellular pernoeatby the formation of polyelectrolyte
complexes (PEC) with the anionic heparin (Tharbal, 2007). Three viscosity grades (20, 40
and 60 cps) of SNOCC were studied. The most eWfegtroved to be the higher viscosity
polymer. It has been suggested that SNOCC polymighsa long enough chain length attach to
and perturb the tight junctions due to their mudmeive properties (Thanat al, 2007). The
effect of paracellular permeability was mainly dwethe opening of tight junctions. SNOCC,
following intraduodenal administration with LMWH imts, increased 18.5 fold the AUC of
LMWH. The anti-Xa plasma content levels were abdhe threshold necessary to prevent

thrombosis (Thanoat al, 2007).

Papain, a proteolytic enzyme, was co-administrateld LMWH and was evaluateith vitro and

in vivo as permeation enhancer (Grabowdcal, 2007). It is known that proteolytic enzymes
affect the tightness of intercellular junctions athais, open the paracellular route across the
epithelium (Bocket al, 1998). Moreover, they have a mucolytic activitgttsplit the bond within
the amino acid sequence of mucus glycoproteins.midlar ratio 1:1 of papain to heparin showed
better permeation rate through rat intestinal mac(@Srabovacet al, 2007). Papain with its
cationic moiety bound with strong electrostaticenactions with the negatively charged LMWH.

The presence of heparin increaseddtelix content of papain and promoted a powerfatease
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in the affinity of the enzyme for the substrateg@vacet al, 2007).In vivo studies showed an
improvement of the intestinal absorption of LMWH ipresence of papain after oral
administration of tablets of LMWH/papain/HEC. A a&l’e bioavailability of 9.12 % referred to
SC administration was obtained with an anti-Xa ewmtiation in plasma within the therapeutic
range (higher than 0.2 Ul/mL). Contrary to the coonnoral permeation enhancers, papain is
considered to be safer because it is found insfrilke papaya and in drugs (Grabowcal,

2007).

B. Nano- and microparticulate oral delivery system

Drug carrier delivery systems are known to imprdive oral PK of the loaded drugs by either
protecting them from unfavorable bio-environmenbgmodifying their release at the target site
(Ponchelet al, 1998). The main advantages of particulate deliggstem as an oral medication
are:
- Particles as carriers of drugs can offer pitiiacagainst acidic and enzymatic
degradations,
- The increase of the membrane permeability efditugs,

- The possibility to achieve a controlled releakthe loaded drugs.

After oral administration, the particles could s#ndirectly and/or adhere to the mucosa

depending on the nature of the polymers and thicjeasize.

Since polymeric micro- and nanoparticles have lpraven their capacity to protect and target
drugs and proteins, oral heparin formulations wageeloped based on UFH-loaded polymeric
particles (Jiaeet al, 2002a; Jia@t al, 2002b; Jiaet al, 2002c). Jiaet al developed polymeric
particles composed by biodegradable, pebaprolactone (PCL) and poly (lactic-co-glycolic
acid) (PLGA) and non-biodegradable positively cleargpolymers (Eudragit RS and RL) used
alone or in combination (Jiaet al, 2002a; Jiaet al, 2002b; Jiacet al, 2002c). The nano- and

microparticles were prepared by a double-emulsi@thod followed by solvent evaporation. It
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was demonstrated that the nature of the polymdhseimced encapsulation efficiency and drug
release (Jiaeet al, 2002a; Jiacet al, 2002b; Jiacet al, 2002c). The highest encapsulation
efficiencies were obtained with Eudragit (RS and) Rihereas the highest drug release was
observed with PCL and PLGA (Jia al, 2002a; Jiaeet al, 2002b; Jiacet al, 2002c). These
results were explained by the fact that the quatgrammonium groups of Eudragit allowed the
formation of electrostatic interactions with théfate and carboxyl groups of heparin. In the case
of UFH nanoparticulate system (Ji@b al, 2002c), these binding interactions promoted the
encapsulation of heparin with efficiencies of 59 &d 97 % for Eudragit RS and RL,
respectively. However, drug release was limitechbee of these strong ionic interactions difficult
to disrupt. On the other hand, the biodegradablgnpers (PLGA and PCL) are hydrophobic
which led to weak interactions with UFH. Conseqlyenthe encapsulation efficiencies in
nanoparticles were low (14 % and 8 % for PLGA a@l Prespectively) but the heparin release
was facilitated. The mixture of biodegradable ammh-biodegradable polymers afforded a
compromise between a good encapsulation and dkudeug release. The anticoagulant effect of
heparin was related to its absorption after itseasé from the nanoparticles after oral
administration. Hence, the best absolute bioavititla(23 %) was observed with Eudragit

RL/PCL formulation after administration in rabbffBaoet al, 2002c).

Due to these promising results, Hoffatt al applied this concept to the development of oral
LMWH-loaded micro- and nanoparticles with a blenid neutral and polycationic polymers
(Hoffart et al, 2003; Hoffartet al, 2006). The LMWH employed was tinzaparin. Tinzapar
loaded nanoparticles of mean diameter around 41@eached an encapsulation efficiency of 31
% with a blend of PCL and Eudragit RS. The good \madabilities and anti-Xa activities
presented with UFH (Jiaet al, 2002c) have been confirmed with tinzaparin (Hofiet al,
2006). Indeed, after oral administration of two eosf tinzaparin-loaded NPs (200 and 600 anti-
Xa U/kg) in rabbits, the absolute bioavailabilitesre 59 % and 51 % respectively, higher than

those obtained with UFH. Oral absorption occurretiieen 4 and 12 h, with a delayed onset of
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action ranging from 3 to 4 h. This polymeric systshhowed a clear oral efficacy, with an

anticoagulant effect prolonged up to 8 h (Hoftral, 2006).

Several CS-based carrier systems were developedl@r to protect heparin from the gradient of
pH in the GIT and from enzymatic degradation (Céeal, 2009; Suret al, 2010; Paliwakt al,
2012b).Depending on the strategy, CS-based nanoparticalaems were prepared either by
ionic gelation or by self-assembly. As describedvab(8 4.2.2-A), the limits for the biological
application of CS are its high molecular weight @sdpoor solubility in physiological media. In
order to increase its solubility, CS was depolyzestiby an oxidizing agent, NaB@ obtain an
average molecular weight of around 30 kDa (Cle¢ral, 2009). Nanoparticles coated with
depolymerized CS were prepared by a simple ionlatiga method. The optimal formulation
(0.090 % (w/v) chitosan: 200 IU/mL heparin) allowedobtain nanoparticles with mean diameter
around 180 nm and excellent encapsulation effigi€near 100 %). After oral administration in
rats, a significant anticoagulant activity was afied with an absolute oral bioavailability of 20.5
% (Chenet al, 2009). Another strategy to increase the bioldgaaubility of CS was to
synthesize thiolated and methylated CS derivatias;h as N-trimethylchitosan (TMC),
PEGylated TMC copolymers and CS-cysteine conjuge&aset al, 2010; Paliwakt al, 2012).
Sunet al. developed polyelectrolyte complexes (PEC) betw&8nderivatives and the LMWH,
enoxaparin (Suet al, 2010). CS and its derivatives are cationic pagbarides able to form ion-
pairing with the polyanionic LMWH by self-assemb8trong bioadhesion between the positively
charged PEC and the negatively charged mucustédeil the PEC endocytocis. The interaction
of CS derivatives with the cell membrane resulim@ structural reorganization of tight junction-
associated proteins could also play an importaetirodrug absorption via paracellular route in
GIT. The particle size of PEC (200-600 nm) wasrsjip dependent on the molecular weight of
CS (Sunet al, 2010). CS chemical modification influenced thecmadhesion behaviour and
hence the oral absorption of enoxaparin. Compavashinodified CS, PEGylated CS presented
the same bioadhesion and bioavailability (7 %) wherPEC obtained with TMC and thiolated

CS improved bioadhesion and oral bioavailabilityesfoxaparin of around 9.5 % (Sen al,
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2010). Recently, Paliwagt al. developed also a CS-based nanoparticulate sysiertné oral
delivery of LMWH (Paliwal et al, 2012b). They compared unmodified CS and N-
trimethylchitosan (TMC) in nanoparticles loaded d&@p (Paliwalet al, 2012b). The CS and
TMC nanoparticles were prepared using the ioniatgel method optimizing the ratio of cationic
polymer with the anionic tri-polyphosphate (TPPuwtr ion. The optimum ratio (polymer to
TPP) gave LMWH loaded nanopatrticles below 200 niitn vwncapsulation efficiencies of 72 %
(Paliwal et al, 2012b). However, both CS-based systems, CS-NPé&/HVand TMC-NPs-
LMWH increased the oral absorption of LMWH but talesolute bioavailabilities (0.24 % and

0.39 %, respectively) after administration in natse low (Paliwakt al, 2012b).

C. Lipophilic ion-pairing systems

Heparin is a polyanionic macromolecular drug withnaited absorption across the GIT. In this
context, a lipophilic ion-pairing approach was mepd and reported in Table 3. Due to the
electrostatic interactions between a cationic liplip molecule and the anionic heparin
polysaccharide, it was expected that the lipophyliof the conjugates would be increased and
that the negative charge would be shielded (Palewall, 2012a). As Paliwatt al. described in
their review, the optimization of lipophilic ion-pang systems was indeed important for an
effective permeation and consequently a good aaggant effect of heparin (Paliwat al,

2012a).

For the oral delivery of LMWH, several polycatioripophilic-core dendrons were synthesized
as penetration enhancers by forming lipophilic pams with the anionic polysaccharide (Hagés
al., 2006). The influence of the terminal cationicigvqeither lysine or arginine) was also tested
on the effectiveness of the penetration enhanderscomparison to free LMWH, the co-
administration of LMWH with dendrons bearing teradirarginine moieties did not improve the
anti-FXa activity of oral administered LMWH wheredsendrons bearing lysine moieties were

more effective with therapeutically relevant antigFactivity of 0.24 IU/mL (Hayest al, 2006).
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This difference has been explained by a strongetihg of heparin with arginine than with lysine
thus, once absorbed, the arginine dendrons mayeferdse bound heparin as readily as lysine
dendrons (Hayest al, 2006). Hence, polycationic dendrons with arginvexe less effective as
delivery agents. The absorption mechanism was wakrimut according to the authors, dendrons
are amphipathic molecules which are likely to pssssurfactant properties and therefore could
enhance drug absorption by interaction with membignds and proteins (Hayex al, 2006).
However, the poor aqueous solubility of the LMWHideons complex was an important factor

limiting their absorption (Hayest al, 2006).

Deoxycholylethylamine (DCEA), a cationic bile addrivative was synthesized, while preserving
the natural characteristic of bile acid (Leteal, 2007). The deoxycholic acid derivative has been
associated by ion-pairing interaction with aniohi®WH. The lipophilicity of LMWH was
improved with a saturation complexation LMWH/DCEAaae 1:10 molar ratio. Propylene
glycol, a water soluble organic solvent approveddml administration (Leet al, 2007) was
chosen as a vehicle for oral administration of tMMWVH/DCEA complexes (Leest al, 2007).
The complexes were completely solubilized in 80 fdpplene glycol solution for absorption in
the intestine. The oral absorption of LMWH in ratas proportional to the molar ratio of DCEA
and to the administrated dose of complex. LMWH/DC&oinplexes dissolved in 80 % propylene
glycol improved the PK effect in a dose-dependashion. After administering 50 mg/kg of
LMWH/DCEA complexes to rats, the oral bioavailatyilireached 3 %. The LMWH/DCEA

complexes were found to be absorbable throughrttieeesmall intestine (Leet al, 2007).

D. Solid dosage forms

Oral anticoagulant therapy with heparin has beedl@mged by formulating heparin in oral solid
preparation (Table 3). As described above (8 4B8),2polymeric systems have shown their
efficacy to improve the oral delivery of hepariig. order to develop an industrialisable oral

heparin form, granules of two LMWH, enoxaparin abdmiparin were prepared by wet
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granulation (Scala-Bertolat al, 2009). Two polymeric aqueous dispersions usedealwr in
combination (Eudragit RS30D and Aquacoat ECD30)ew®ended to granules. The solid forms
have been evaluated for vitro release anth vivo studies in rabbits to determine their ability to
enhance oral absorption of enoxaparin and bemiplnwvas found that these compounds present
different release behaviours and oral permealslivvéh the granules loaded with Eudragit RS or
with Aquacoat ECD (Scala-Bertot al, 2009). This was explained on the basis of thierint
physicochemical properties of the polymers as direlemonstrated in polymeric systems (&80
al., 2002c; Hoffartet al, 2006). Due to its positively charged quaternaryreonium groups, the
formation of electrostatic bonds was promoted betweudragit RS and the polyanionic LMWH.
In term, these strong interactions decreased LMEklse in comparison to Aquacoat. However,
due to the presence of sialic acid residues, theumbas negative charges that led to electrostatic
interactions with the cationic polymer which comézt mucoadhesive properties. Thus, the oral
absorption of enoxaparin (5000 anti-Xa 1U) was @ased, with a relative bioavailability of 19.6
% with Eudragit RS and 15.5 % with a mixture 50/B0dragit RS/Aquacoat whereas with
Aquacoat alone, it was only of 6.66 % (Scala-Beratlal, 2009). These results were explained
by the mucoadhesivity and ability of Eudragit RSofmen tight junctions (Scala-Bertodd al,
2009). A second LMWH, bemiparin was evaluated whils oral form. Compared to enoxaparin,
bemiparin has a lower molecular weight. Oral bidlabdities of 29.0 % and 19.1 % were
obtained at 600 IU/kg and 1200 IU/kg with Eudre®g$, respectively. These data confirmed the
role of Eudragit RS polymer on the enhancementeplhin absorption by administration (Scala-

Bertolaet al, 2009).

Leonardet al. described a Gastrointestinal Permeation Enhandefechnology (GIPET)
which was developed to deliver drugs with poor @aborption across the small intestine in
therapeutically relevant concentrations (Leoretrdl, 2006). GIPET" consists of medium-chain
fatty acids, medium-chain fatty acid glyceridesswafactant (Tween 80) formulated in/or as
enteric-coated tablets (GIPET I) or capsules (GIPEY 11). GIPET™ | is an enteric-coated

tablet consisting of the surface-active materialgawder form combined with the drug. GIPET
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Il consists of microemulsions of oil and surfactawith a drug in enteric-coated capsules. An
improved oral bioavailability of LMWH in humans wascorded following the administration of

GIPET formulationgLeonardet al, 2006).

Self-microemulsifying drug delivery systems (SMEDD®ere developed to disperse LMWH
with a surfactant, PEG-8 caprylic/capric glyceridgsbrasol) (ltoet al, 2006). Increased
intestinal absorptions of LMWH in rats have beemdastrated using Labrasol SMEDDS (Prasad
et al, 2004). The plasma anti-Xa activity obtained wlitibrasol doses of 50 mg/kg dose after
intraduodenal administration was above the therapdevel, 0.2 IU/mL, and the effect was
maintained for about 160 m(fPrasadet al, 2004). The microemulsion was solidified with #re
kinds of adsorbents: microporous calcium silic&erite™ RE), magnesium alminometa silicate
(Neusilin™ US,) and silicon dioxide (Sylysld 320) and were then formulated into enteric-
coated capsules (Iteet al, 2006). After intraduodenal administration in raamd oral
administration in dogs, the microporous calciumicate-based system showed the best
anticoagulant effect with plasma anti-Xa activigybnd 0.2 IU/mL maintained for 1 h and 4 h,

respectively (Itcet al, 2006).

4.2.3. Covalent delivery systems

To increase the lipophilicity of heparin, the fotia of covalent linkage between the hydrophilic
macromolecular drug and lipid molecules was ingaséd as reported in Table 4. Moreover,
natural lipid molecules have a lower toxicity comgzh to synthetic permeation enhancers.
However, the difficulty of this approach is notatier the anticoagulant activity of heparin by
chemical modification. Indeed, to avoid the loseparin biological activity, the coupling must
be carried out on functional groups which are mesent on the active site of heparin (lezal,

2000).
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A. Heparin-lipid derivatives

Various lipid-heparin conjugates were synthesizedprove heparin intestinal absorption (Lee
et al, 2000): heparin-deoxycholic acid (DOCA), hepariolesterol, heparin-palmitic acid and
heparin-lauric acid. The coupling reaction wasiedrout on the amine groups of heparin which
were not on its active site and thus, did not feter with its anticoagulant effect. The
hydrophobicity of the lipid derivatives, cholesteqmalmitic acid and lauric acid is proportional to
the number of carbon in their chain (24, 16 andéespectively) (Leest al, 2000). The results
indicated that the hydrophobicity of the heparimjogate was an essential factor to enhance the
absorption of heparin derivatives in the GIT. HoaeVWOCA which is less hydrophobic than
cholesterol showed higher clotting time than hepaholesterol conjugate. According to Lee
al., this could be likely explained by the interactiohthe coupled DOCA and the bile acid
receptors at the ileum which seemed to be moreriapbto oral heparin delivery than the added

hydrophobicity (Leest al, 2000).

B. Heparin-DOCA

In the previously reported studies, the synthescreaimical conjugate of LMWH and DOCA was
enhanced heparin absorption in the GIT (leteal, 2000; Leeet al, 2001). DOCA is an
endogenous bile acid without toxicity for the inbeal mucosa (Leeet al, 2001). Three
derivatives were synthesized with different typdsheparins: UFH and two LMWH with
molecular weight of 3 and 6 kDa to determine théuatice of DOCA (Leeet al, 2001). After
oral administration in rats, LMWH (6 kDa)-DOCA we=svealed to have the highest anticoagulant
effect with an oral bioavailability of 7.8 % at tB6 mg/kg dose (Leet al, 2001). The LMWH-
DOCA conjugate promoted the intestinal absorptipeibhancing the lipophilicity of LMWH and
by increasing the interaction between heparin dnedintestinal membrane. Moreover, DOCA
could interact with bile acid transporters in théestine and thus aid heparin absorption (kee

al., 2001). These lipid conjugates were promisingeimis of tolerability but their bioavailability
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remained relatively low. Furthermore, Leeal. demonstrated differemt vivo results according
to the animal models (rats, mice and monkeys). dddafter oral administration of LMWH-
DOCA in rats, mice and monkeys, maximum anti-FX@vées were of 0.76 1U/mL, 0.44 [U/mL
and 0.15 IU/mL, respectively (Leet al, 2006). Furthermore, when a single dose of LMWH-
DOCA was mixed with free DOCA, the PK parametersLdfWH-DOCA were considerably
increased in mice and monkeys with maximum anti-B&@vity of 0.42 IU/mL and 0.97 1U/mL,
respectively (Leest al, 2006). The differences in the oral absorptiorLiWH-DOCA in rats,
mice and monkeys were attributed to the anatondifi@rences in the GIT between these species.
LMWH-DOCA was not well-absorbed orally in mice amibnkeys, whereas it was well-absorbed
in rats. These results were explained by the alesenthe presence of a gallbladder (le2el,
2006). Indeed, rats do not possess the gallblaatigbile solution is found in plentiful amounts
in the rat intestine under the fasted conditiorusi'lthe orally administered LMWH-DOCA could
be well-dispersed in the intestine due to the stafa effect of bile solution. On the other hand,
mice and monkeys have a gallbladder that coulcestioe bile solution under fasted condition
(Lee et al, 2006). Thus, the oral bioavailability of DOCA-gogated heparin in mice and
monkeys was affected by its tendency to self-asteminanoparticles in aqueous media due to
the hydrophobic nature of the DOCA molecules. Tfwees the hydrophilic surface of the
LMWH-DOCA nanoparticles hides the interaction of O® with bile acid transporters and in
addition, their large size hampers their absorpitiothe intestine (Leet al, 2006). To increase
the interaction of the conjugated DOCA with the mmid¢ayer of the intestine, it was important
that the LMWH-DOCA nanopatrticles were entirely disisted in the lumen of the intestine (Lee
et al, 2006). For this purpose, the oral delivery systediWH-DOCA was reformulated in
different conditions, using organic solvent (Kehal, 2006; Kimet al.,2007; Kimet al.,2011)

or as a microemulsion (Kirat al, 2005). To prevent the formation of particles iater limiting
the oral absorption of the lipid conjugates, the WM-DOCA conjugate was formulated in a
microemulsion system (Kirat al, 2005). The microemulsion was composed of tridaprgn oil

surfactant mixture of Tween 80 and Span 20 and LMRBLCA in water. When the tricaprylin
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microemulsion was administrated in mice, LMWH-DO@Ad LMWH had oral bioavailabilities
increased up to 1.5 % and 0.6 %, respectively agpaced to non formulated LMWH (Kiret al,
2005). However, the absorption of the conjugatedCBQunder the microemulsion form was

more significantly increased in monkeys than miGen(et al, 2005).

Another approach was the use of DMSO as solubiligkis solvent is known for its penetration-
enhancing properties (Kirat al, 2006; Kimet al, 2007; Kimet al, 2011). It penetrates the
epithelium linings and increases the lipid fluidity forming a solvation shell around polar head
groups, which results in the disruption of lipidckeng (Kim et al, 2011). Upon oral
administration in mice and monkeys, the bioavaligbiof DOCA-LMWH conjugates was
increased up to 17.6 % and 9.1 %, respectivelyawitltausing any damages in the intestinal
tissues (Kimet al, 2006; Kimet al., 2007). Studies in Caco-2 cells showed that thgugaed
DOCA interacted with ileal bile acid transportetsereby increasing its concentration at the
intestinal wall, and permeated intestinal wall tigb the transcellular pathway by simple
diffusion (Kim et al, 2007). However, DMSO is not approved by FDA asacipient for oral

administration (Kimet al, 2006).
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5. Oral delivery systems for fondaparinux

5.1. Indirect selective FXa inhibitors

The pentasaccharide sequence is the AT-binding isitbeparin that induces the allosteric
activation of AT allowing a rapid inactivation dié serine protease (Petitetial, 2003). The

discovery of the AT-binding pentasaccharide allow@dietermine a selective inhibition of FXa
and thus, led to the development of a new clasantithrombotics, the selective indirect FXa
inhibitors (van Boeckekt al, 1993). Fpx (Arixtr§) is the first developed of this class of
antithrombotic agents (Bauet al, 2002). These agents have been designed in ardex more

selective in their target and more homogenous e&ir thtructure than heparin. Compared to
heparin, the advantages of this class are the epadion of the animal origin and the absence of
HIT (Samamaet al, 2003). Thus, these antithrombotic agents are idewbthe non-specific

interactions developed by heparins such as nezdtaln by PF4 and associated induction of

thrombocytopenia (Bauet al, 2002).

5.2. Fondaparinux

Fpx is a synthetic, highly sulfated pentasacchanddch has a sequence derived from the AT
binding region of heparin (Figure 6). It is armethyl pentasaccharide derivative, which confers
its chemical stability and improves its synthetield. It has the lowest molecular weight (1728

Da) to enable a biological activity among hepaferbertet al, 1997).

0SO;Na
HO o
HO 0SO;zNa
Na0zs~NH GONa o. NaOL—AoH o Q
o)
HO o NH
H -
O/%;%Na NaOsS™ meo
OH 0S03Na Na03SO

Fondaparinux Sodium

Figure 6. Chemical structure of fondaparinux sodium (Fpx)
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Fpx binds with high and reversible affinity to ATittva dissociation constant (Kd) of 36 + 11 nM
in 1:1 stoechiometric relationship. It enhancesAfiemediated FXa inactivation approximately
300-fold and induces a conformational change thgatificantly increases the ability of AT to
inactivate FXa (Herbest al, 1997). Due to its structural homogeneity, FpXdfek a predictable
and reproducible PK profile and thus, do not reguiaboratory monitoring. Fpx has a
bioavailability of 100 % after SC injection, withalfrmaximal and peak serum concentrations
reached in 25 minutes and 2 h following SC injettitespectively. The half-life of the drug is
much longer (approximately 17 hours) than that BHnd LMWH, allowing it to be given once
daily. It is mainly eliminated by renal excretiome@r 100 %) so it is contra-indicated in patients
with severe renal insufficiency (Donat al, 2002).Thanks to its safety/efficacy profile, Fpx
became a drug of choice as heparin for the prememind treatment of VTE (Cariat al, 2004).
However, Fpx remains a high hydrophilic and polgan macromolecule and for these reasons,
it can be only administrated by SC route. Althougbx is smaller than heparins (UFH and
LMWH), its oral absorption is very limited (Ramadeaimal, 2011).

Moreover, it is well-known that the selected swfeand carboxylate residues within the

pentasaccharide sequence play a critical role Tobixding (Figure 7) (Jiet al, 1997).

T Lys 136 & ' 2: |Arg129 [ | [Lysll4

Figure 7.Binding of AT with the pentasaccharide binding ¢Aelapted from Jiret al., 1997
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In this context, since few years, the strategieeltdped to improve the oral absorption of Fpx
were the use of non-covalent delivery systems toidathe modification of its anticoagulant

activity (Table 5).

5.3. Oral non-covalent delivery systems of fondaparinux

5.3.1. Penetration enhancers

The permeation of Fpx across the GIT is very lichiteainly due to its high molecular weight and
its anionic charges (Ramadanal, 2011). As described above in the case of LMWH dfdH,

the addition of penetration enhancers was effe¢tvienprove oral absorption. This strategy was
also applied in the case of Fpx. Vetgral. have developed two oral solid forms (gels and mini
tablets) in combination with a penetration enhare@neconsisting in the association of thiolated
polycarbophil (PCP-Cys) and glutathione (GSH) camebiwith sodium decanoate (Vettdral,
2010). The permeation of LMWH was significantly anbed by the association of PCP-Cys and
GSH with an absolute bioavailability of 19.9 % (Kas al, 2003). Moreover, sodium decanoate
has demonstrated its positive effect as absorpéinhancer by increasing the paracellular
permeability of LMWH (Motlekaret al, 2005). The studies with the penetration enhanoéme
system were conducted vitro on Ussing chambers am vivo on rats as animal model. It was
showed that PCP-Cys/GSH in presence or in abserite sedium decanoate improved the
intestinal permeability of Fpx of an enhancemetioraf 4.1 and 3.0, respectively. The additive
effects of PCP-Cys/GSH and sodium decanoate wemérmed (Vetteret al, 2010).In vivo
studies confirmed this increase by an oral admatisin of a single dose of Fpx (5 mg/kg) in gels
and mini-tablets in rats. The oral PK was bettehwablets with an oral bioavailability of 4.4 %.
The difference between these two oral forms wasaegd by the different release behaviour of
Fpx and enhancers. The release was prolonged préisence of the tablets due to the high water
absorbing capacity of thiolated polycarbophil (\ée#t al, 2010). However, as with most of the

absorption promoters, the major concerns are tm®rin pharmaceuticals products. The local
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toxicity of sodium decanoate is known in the snratiéstine (Anderbergt al, 1993). Compared
to sodium decanoate, the advantage of PCP-Cysnibioation with GSH is the large molecular
weight of the polymer (higher than 700 kDa). Beeaasits size, it cannot be absorbed from the
mucosa and do not induce toxicity (Vettwdral, 2010). However, the studies on Caco-2 cells
showed that association of sodium decanoate wélpttymer conjugate displayed almost 20 %
viability after 24 h of exposure which demonstratied toxicity of the permeation enhancement
system (Vetteet al, 2010). Furthermore, no evidence of vigorous dasagas observed in the
intestinal wall (Vetteret al, 2010). Despite these conflicting results, theidibx of this oral

delivery system is certainly present mainly dusddium decanoate.

5.3.2. Lipid-based particles delivery system

A. Microemulsions

Fpx was formulated in water-in-oil microemulsions®ms comprising an internally dispersed
aqueous phase containing the drug (Leomaral, 2011; Meissonnieet al, 2011). As described
above (§ 4.2.2-F), GIPE"Y is an oral absorption-enhancement technologyqrtatbeveloped for
several therapeutic classes (Leonatdal, 2006). Fpx in microemulsion enabled to achieve
relative bioavailability over 16 % and even up t8.5L % with GIPET Il formulation after

intraduodenal administration in dogs (Leonatdl, 2011).

Meissonier et al. described a similar microemulsion system in eoteoated capsules
Meissonnielet al, 2011). This formulation consists of similar ligolc components (Captex 355,
Capmul MCM) and surfactants (polyoxyethylene moeatd). The resulting microemulsion
differed from the previous one (Leonasd al, 2011) by the incorporation of a physical
stabilization agent such as a hydrophobic collogiladon dioxide (Aerosil RO72Pharma). After
oral administration in dogs, the optimal formulatim absence or presence of colloidal silicon
dioxide presented an enhanced bioavailability upsa 29 % and 39 + 12 %, respectively. These

results indicated the necessity to use colloidétosi dioxide for the physical stability of the
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microemulsion and the decrease of the bioavaitgbilariability (Meissonnieret al, 2011).
However, in such systems, Fpx was entrapped withwaefficiency (lower than 1 % by weight)
(Leonard et al., 2011; Meissonnegral, 2011). Moreover, to optimize the formulation, theg at

37°C is necessary (Meissonnéetral, 2011).

B. Lipid nanocapsules

As described above (8 4.2.2-B), nanoparticulatéesys could protect heparin against enzymatic
degradation mainly in stomach and allowed a coettialelease of heparins that in term increased
their intestinal absorption. In this purpose, aatolipid nanocapsules (cLNCs) have been
developed to improve the oral delivery of Fpx (Rdarzet al, 2011). Lipid nanocapsules (LNCs)
have shown a great potential to improve the orakmilability of lipophilic drugs such as
paclitaxel (Peltieret al, 2006). This delivery system combines the adva#agf colloidal
particles and lipid delivery systems. However, dipisystems encapsulate hydrophilic
macromolecules with low efficiency (Leonaed al, 2011; Meissonnieet al, 2011). Thus, to
improve the encapsulation efficiency of Fpx, catiosurfactants were incorporated to the
formulation of LNCs to allow the establishment ohic interactions with the anionic Fpx at the
nanoparticulate surface (Ramadgaral, 2011). The cLNCs were prepared by the phase siorer
method. They are composed of an oily phase of Gagrgpric triglycerides surrounded by a rigid
surfactant shell (a soybean lecithin at 69 % ofsphatidylcholine and a mixture of PEG 660 —
PEG 660 hydroxystearate) and dispersed into anoaguphase. The cationic surfactant was
incorporated in the primary emulsion (Ramaeaml, 2011). In order to obtain the best delivery
system, two cationic surfactants were tested: hepgttimethyl ammonium bromide (CTAB)
and stearylamine (SA). The size of cLNCs was arcaMehm with positive surface charge (zeta
potential of 42 mV with CTAB and 3 mV with SA). Thassociation efficiency was higher with
CTAB than with SA (96 - 100 % and 80 — 95 % respebtt) whereas the oral bioavailability was

higher with SA than with CTAB (21 % and 10 % redpeasty at the 5 mg/kg dose of Fpx). These
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results were explained by the difference of themtbal structure between the two cationic
surfactants. SA is a primary amine, so the intevastare weaker with Fpx and consequently the
surface charge and the encapsulation efficiencyoaver than with CTAB which is a quaternary
ammonium. On the other hand, the Fpx release iftéed with SA (Ramadaet al, 2011).
However, even if the concentration of CTAB and Sérevlower than a tenth of their LD50, the

use of cationic surfactants is always associaté twkicological concerns.
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6. Oral delivery systems of heparins and fondaparinuxadvantages and drawbacks

The development of an effective oral anticoagukdwetrapy is important to replace the VKA.

Heparins and Fpx showed their efficacy in the pnéea and the treatment of thromboembolic
diseases. Their high anionic charge and molecutégiw do not allow them to pass efficiently the
intestinal barrier and thus, to be administeredotsl route. Since 1962, several oral delivery
systems of heparins were envisaged in order tease their oral absorption while achieving
therapeutic effects. Since 2009, the developmeanhabral form of Fpx started to attract interest

too.

Different approaches such as the use of permeatibancers, the conjugation with lipids and the
development of carriers and solid dosage formsddaalith the anionic polysaccharides showed
significant enhancements in the bioavailability tfe macromolecular drugs with some
effectiveness depending on the system. Howeverusieeof penetration enhancers and cationic
surfactants is a concern because of potential itpxislthough some permeation enhancers were
considered to be safer such as polymers and natwigicules, the administered doses remained
very high compared to the reference treatment koese anticoagulant effects with an optimal
absorption. This could be explained by the fact ith such systems, heparins and Fpx were not
protected from acid and enzymatic degradationsrbetioeir oral absorption. On the contrary,
when the macromolecular drugs were loaded in pdatie systems, in microemulsions or in solid
dosage forms, such systems were very promisingriceffective oral absorption of heparin and
Fpx. Indeed, the administered doses were decreaskthe absorption rates were high. In these
delivery systems, the polysaccharides were wellggted against degradation. Nevertheless, in
such systems, the loadings of heparins or Fpx medaiow; this is why the administered doses

were still higher than the reference treatmentdrgpteral route.
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7. Conclusion

Since their first application, LMWH and Fpx showdlkeir safety/efficacy profiles in the
anticoagulant therapy. Nevertheless, parenteralrasimation is to be avoided for long-term use
such as in the treatment of DVT and in the prewentf stroke in patients with AF. For more than
60 years, only VKA were used for long-term thromiogghylaxis. Their several drawbacks such
as the narrow therapeutic range and the interactioth drugs and food have led to the search of
a safe oral anticoagulant therapy. Thus, oral dgliwsystems of heparins and Fpx have been
developed and showed an enhancement of their ooavdilability but none has been yet
marketed, mainly due to the high administered doBks synthesis of direct oral anticoagulants
allowed a major advance in the anticoagulant thergpwever, the risk of treatment-associated
bleeding is the main limitation for the use of thikse anticoagulants. Hence, the development of

the "ideal" oral anticoagulant is still relevant.
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La thérapie anticoagulante orale reste encore jweun challenge. Le fondaparinux sodique
(Fpx, Arixtra®) est la premiére molécule commercialisée de laselades anticoagulants, les
pentasaccharides de synthese. Cependant, sonresagdimité du fait de son administration par
voie sous-cutanée. L'objectif de cette étude émitdévelopper une forme orale du Fpx basée sur
le concept de la «squalénisation ». En effet, cermen squalene (SQ) présente une bonne
absorption orale, nous nous sommes proposes ddéésiger un bioconjugué amphiphile
fondaparinux-squaléne (Fpx-SQ). Parmi les diffesesthémas de synthése disponibles pour
réaliser ce couplage, notre choix s’est porté aucyicloaddition 1,3-dipolaire azide-alcyne ou
encore appelée « Click chemistry ». Dans cetteeétuid groupement alcyne a été introduit sur le
Fpx par une réaction d’alkylation avec un halogénportant un groupement propargyle, le
bromure de 4-propargyloxybenzyle pour ensuite leipteyr sur un azide dérivant du SQ.
L’alkylation sur les groupements carboxylates du Rpeté prouvée par les méthodes d’analyse :
RMN du proton, IR et électrophorese capillaire.tute a permis de révéler la présence d’'un
conjugué mono ou dicouplé du Fpx lié de maniéralamte au groupement propargyloxybenzyle.
Cependant, la réaction de « Click chemistry » auétéchec. Par ailleurs, afin de déterminer si la
modification chimique du Fpx n’a pas affecté sotiv#é anticoagulante, la mesure de I'activité
anti-Xa du dérivé acétylénique du Fpx a été mespagaine méthode chromogéniqguoevitro et

in vivo. Ces expériences biologiques ont démontré quétiésation des carboxylates du Fpx

entrainait une perte trés importante de I'actigitécoagulante.

Cette stratégie a mis en évidence la difficultéeueg de synthétiser un bioconjugué covalent
Fpx-SQ basé sur le concept de la «squalénisatiaii® de développer un systeme

d’administration oral efficace du Fpx.
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1. Introduction

Le développement de nouvelles molécules antithrdieploes privilégiant I'inhibition du facteur
de coagulation, facteur Xa (FXa), notamment le &patinux (Fpx) Arixtr8 a révolutionné la
thérapeutique anticoagulariteLe Fpx1 (Figure 1) est un pentasaccharide obtenu par égath
chimique dont la structure reprend le motif pertabaridique de liaison des héparines a

I'antithrombine (AT)?, protéine endogéne inhibitrice de la coagulation.

0SO3Na
HO o E F G H
HO 0SOsNa
NaO3S’NHO GO;Na 050 o. NaOLAOH o Q
. *0s "o HO
HO. o NH
H ’
D S NHSO3Na NaOsS" meo
OH 0SOsNa NaO3SO

Figure 1. Structure du fondaparinux (Fpx)(

Le Fpx constitue ainsi la plus petite molécule gdméne de synthése du marché (1728 daltons).
Cela lui confere des propriétés pharmacologiques plearmacocinétiques originales et
intéressantes en comparaison des héparines : ngaelaemi-vie plasmatique permettant une
administration quotidienne unique et une compasitiomogéne assurant une activité sélective et
reproductible’. Les héparines sont en effet extraites de tisslmgnaires ou intestinaux de porc
ou de bovins exposant les patients a un risquectiefex potentiel qui exige un monitoring
biologique régulief. Le Fpx montre ainsi une efficacité et une séégittisfaisante en prévention
de la maladie thromboembolique en chirurgie et datsaitement de I'embolie pulmonaire et des
thromboses veineusésCependant, comme les héparines, le Fpx est astnaibie uniquement

par voie parentérale.

Pour pallier cet inconvénient majeur, nous nousrsemproposés de développer un bioconjugué
amphiphile du Fpx a partir d’'un dérivé du squal€B®) pour permettre son administration par

voie orale. Développé au sein de notre Laborattdrepncept de « squalénisation » qui consiste a
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coupler de maniere covalente un principe actif & whaine SQ a montré son efficacité
notamment dans le cas des analogues nucléosidguierment des conjugués amphiphiles
capables de s'auto-organiser en milieu aqueux eopaticules*®. Le SQ est un triterpéne,
précurseur de la biosynthese du cholestérol. Alés@rtplus de 60 % chez 'homme, il est
également utilisé comme excipient dans de nombneéxiicaments et permet d’améliorer
I'absorption des molécules actives dont I'efficacihérapeutique est limitée Développer un

bioconjugué du Fpx a base de SQ (Fpx-SQ) permtedirasi d’améliorer son absorption orale.

Dans le but d’obtenir une forme orale du Fpx, nnaas sommes tout d’abord intéressés a la
synthése d’'un bioconjugué Fpx-SQ covalent. Parmidéférentes méthodes disponibles pour
réaliser ce couplage notre choix s’est porté surcyaloaddition [3+2] de Huisgens des
azidoalcanes avec les alcynes. Cette méthode doapeelée « Click chemistry » connait un
extraordinaire succes pour le couplage des maceamlgls a des ligands d'intérét en raison de
son efficacité et de la facilité de sa mise en @ukn outre, elle peut étre conduite dans I'eau et
est insensible & la présence de la plupart dessafanctions de la chimie organiqudans notre
cas, nous avons choisi d’introduire un groupemkyna sur le Fpx et d’utiliser un azide dérivant
du SQ. La fonctionnalisation sélective d’'une molécaussi complexe que le Fpx est une tache
extrémement difficile. Les modifications connueskx, le couplage avec la biotine sur un autre
pentasaccharide de synthése, I'idraparinux, sdetteiees par synthese totale en modifiant un des
sucres avant couplage, ce qui ne peut pas étreag@vdans notre cas. Une autre possibilité est de
désulfater les groupements amino par hydrolyséeslacyler avec le dérivé lipidique choisi et de
resulfater les groupements amino restdniSette méthode est délicate et peu chimiosélective
aussi avons-nous choisi de mettre a profit les deumkoxylates de sodium sur les cycles E et G
pour tenter une alkylation directe avec un halogémortant un groupement propargyle, le
bromure de 4-propargyloxybenzygFigure 1). L’avantage de ce systéme est triplene’part il
assure une réactivité suffisante dans la réactiatkytation par I'utilisation d’'un halogénure
benzylique, d’autre part il éloigne la triple liais réactive du coeur hydrophile du Fpx ce qui

devrait faciliter la cycloaddition avec un azidaale trés lipophile. Enfin le noyau aromatique
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confere a l'adduit une absorption dans l'ultraviplfacilitant I'analyse et la purification. Le
schéma de synthése implique donc une réaction deaddition 1,3-dipolaire azide-alcyne entre
lester du Fpx portant une chaine latérale prodaypgy (FpxAc) 3 et l'azidoacétate de
trisnorsqualényle (AzSgd. L'ester 3 étant lui-méme obtenu par alkylation du Fpx aved-|
propargyloxybenzyle2 (Figure 1). L’AzSq sera préparé par substitution lémghile du
bromoacétate de 1,1’,2-trisnorsqualényle lui-méroeessible par acylation du trisnorqualénol
obtenu selon van Tamelen & partir du®@fin de déterminer si la modification chimique Bpx

n'a pas affecté son activité anticoagulante, laureede I'activité anti-Xa du FpxAc a été mesurée

par une méthode chromogéniqoevitro etin vivo.
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Figure 1. Schéma de synthése par la réaction de cycloaddif®dipolaire azide-alkyne ou

« Click chemistry » du bioconjugué Fpx-SQ
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2. Matériels et méthodes

2.1. Matériels

Fondaparinux, Arixtrd (Fpx, 1728 Da, 10 mg/0,8 mL) est fourni par GlaxitBKline. Tous les
échantillons sont lyophilisés dans un lyophilisate OVAC GT2. Le squalene (98 %) et le
formamide sont fournis par Sigma-Aldrich Chemical. Ce trichlorure de phosphore (99 %) est
fourni par Alfa Aesar. Le carbonate de potassium®94>%) est fourni par SDS. L’éthyl-16
(diméthylamino-3-propyl)-3-carbodiimide (99 %), Z@ture de sodium (99 %), lacide
bromoacétique (99 %), le 4-diméthylaminopyridin® (%), le N-bromosuccinimide (99 %),
'ascorbate de sodium (> 99 %) et NeN’-dicyclohexylcarbodiimide (99 %) sont fournis par
Acros Organics. Le sulfate de cuivre hydraté (CyS3+0), le sulfate de magnésium (Mgg0O
(98,6 %) et les solvants (dimethylformamide (DM&gétate d’éthyle (AcOEt), tétrahydrofurane
(THF), éther diéthylique, éther de pétrole, éthanwmléthanol, dichlorométhane (DCM))
proviennent de VWR. L’eau utilisée pour les réawdiest de I'eau MilliQ (Millipore). Le substrat
chromogénique S, est fourni par Instrumentation Laboratories, I'étae® provient du LFBet

le FXa est fourni par Enzyme Research Laboratotieplasma citraté provient d’'un pool de 10

donneurs volontaires sains.

2.2. Méthodes

Tous les solvants anhydres utilisés sont séchéaiehement distillés avant leur utilisation ; le
THF et I'éther diéthylique sur Na/benzophénoneD{&M et le DMF sur hydrure de calcium.
Toutes les réactions sensibles a I'air ou a I'hutdiglont effectuées sous atmosphere d’azote. Les
CCM sont réalisées sur des plagues Merck gQde 0.25 mm d’épaisseur. La révélation des
plagues se fait par le révélateur de Kagi-Mishearisaldéhyde, $$0,, EtOH) ou l'acide
phosphomolybdique. Les chromatographies sur colgoneréalisées sur gel de silice (Merck) de

granulométrie 0,063 mm selon la technique siteaghFk. Les spectres d’absorption IR ont été
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obtenus & partir de solides ou de liquides purs wBurspectrometre Bruker-Vector 22 a
transformée de Fourrier. Seules les bandes d’ati@orpignificatives sont listées. Les spectres
RMN du protontH et du carbon&’C ont été enregistrés sur des spectrométres BAugrce 300
(300 MHz et 75 MHz, pour le proton et le carborespectivement) et Bruker Avance 400 (400
MHz et 100 MHz, pour le proton et le carbone, refgement). La reconnaissance des noyaux
carbone méthyle, méthyléne, méthyne et quatermmir&MN *°C repose sur la séquence spin-
échoJ-modulé. Les solvants deutérés utilisés sont ireigentre parenthéses. Les spectres de
masse basse résolution ont été enregistrés supagir@metre Esquire-LC Bruker:Source:ESI

(lonisation par ElectroSpray) ou APCI (lonisatiohi@ique a Pression Atmosphérique).
2.2.1. Synthése des dérivés du squaléne

Bromohydrine 6 : 20,0 g (48,78 mmol) de squalénsont mis en solution dans 125 mL de THF
anhydre. Le mélange est agité et 15 mL d’eau Jontés. La solution devient trouble. Quelques
mL de THF sont alors ajoutés tres lentement jusge'@ue la solution redevienne limpide. La
solution est agitée puis refroidie & 0°C a l'aidandbain eau/glace provoquant un nouveau
trouble. Quelques gouttes de THF sont ajoutées guoeita solution redevienne limpide puis 10,4
g (58,48 mmol; 1,2 eq) de NBS sont ajoutés lentémenmeélange est maintenu sous agitation
pendant 2 h a 20°C. Le mélange est repris dansl5@eau puis extrait pard.00 mL d’éther de

pétrole. Les phases organiques sont séchées subMgiiydre puis filtrées. Les solvants sont
distillés sous pression réduite. Le produit brut ebromatographié sur silice (éther de
pétrole/éther diéthylique 95:5) pour donner 8,2k edromhydring (Rdt 33 %)sous forme d’'une

huile jaune.

IR (film, cm) v : 3719-3200 ; 2924-2853 ; 1117 ; 961 ; 843 ; 8686

RMN *H (CDCl, 300 MHz):8 (ppm) : 1,32 (s, 3H, C¥t 1,34 (s, 3H, Ch); 1,52-1,71 (m, 18H, C;
1,91-2,19 (m, 20H, 10CHt 3,94 (dd, 1HJ= 11,1 Hz,J = 1,4 Hz, CHBYr); 5,04-5,25 (m, 5H,G#)
RMN °C (300 MHz, CDG); § (ppm) : 15,8 (Ch); 25,8 (2CH); 15,9 (CH); 17,6 (CH); 25,6 (CH);

25,8(CH); 26,5 (CH ); 26,6 (2CH); 26,7 (CH); 28,2 (CH); 32,0 (CH); 38,1 (CH); 39,5 (CH);
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39,6 (2CH); 70,7 (CH); 72,3 (CH); 124,2 (2CH): 124,37 (CH)24,43 (CH); 125,95 (CH);

131,08 (Cq); 132,88 (Cq); 134,76 (2xCq); 135,00)(Cq

2,3-Epoxysqualéene (8) 5,83 g (42,24 mmol ; 4 eq) de;BO; sont mis en suspension dans 95
mL de méthanol. 7,14 g de bromhydrinél1,95 mmol) sont ajoutés. Apres 15 heures d’'agita

a 20°C, une CCM (Ether de pétrole/éther diethyli§bes) indique que le substrat de départ est
entierement converti. Le mélange réactionnel &sé file solide est rincé a I'éther et le filtrat e
concentré sous pression réduite. Le mélange ess @gns 50 mL d’eau puis extrait par1®0

mL d’éther. Les phases organiques sont séchéekidugSQ anhydre puis filtrées. Les solvants
sont distillés sous pression réduite. Le produiit st chromatographié sur silice (éther de
pétrole/éther diéthylique 90:10) pour donner 6,48&poxyde8 (Rdt 90 %) sous la forme d’'une

huile incolore.

IR (film, cm™) v : 2950 ; 2915 ; 2875 ; 1447 ; 1383 ; 1107

RMN 'H (CDCk, 300 MHz);8 (ppm): 1,25 (s, 3H, CHt 1,29 (s, 3H, Ch); 1,59-1,71 (m, 18H,
6CHy); 1,99-2,17 (m, 20H, 10CGM) 2,69 (t, 1H,J = 6,21 HzHCO); 5,06-5,21 (m, 5H, =4)

RMN *°C (CDCk, 75 MHz);8 (ppm) : 135,1 (§; 134,9 (2G); 134,0 (G); 131,2 (G); 124,9 (CH);
124,4 (2CH); 124,3 (2CH); 64,2 (CH); 58,3,JC39,7 (3CH); 36,3 (CH); 28,3 (2CH); 27,5 (CH);

26,8 (CH); 26,7 (2CH); 25,7 (CH); 24,9 (CH); 18,7 (CH); 17,7 (CH); 16,0 (4CH)

1,1’,2-Trisnorsqualénaldéhyde (9) :A une suspension de 5,6 g d'acide périodique (24,57
mmol ; 1,2 eq) dans 260 mL d’éther diéthylique,7998(20,48 mmol) de I'époxysqualéBesont
ajoutés. Le mélange est placé sous agitation peéddagure et la disparition du substrat de départ
est contr6lée par CCM (Ether de pétrole/Ether glgthe 95:5). Le mélange est alors repris dans
20 mL deau puis extrait parx400 mL d’éther diéthylique. Les phases organiquest s
rassemblées, lavées par 50 mL d’eau, séchées ssOMaghydre puis filtrées. Les solvants sont

distillés sous pression réduite et le résidu esbrohtographié sur silice (éther de pétrole/éther

115



Chapitre 1 - Application du concept de « squalétiise»

95:5) pour donner 8,19 d’aldéhyde 1,1’,2-trisnoed§nique9 (Rdt 83 %) sous la forme d'une

huile incolore.

IR (film, cm®) v : 2924-2850 ; 2750-2700 ; 1728

RMN *H (CDCl, 300 MHz) ;5 (ppm) : 1,55-1,71 (m, 18H, 6GH 1,97-2,13 (m, 16H, 8 Cht 2,30
(t, 2H,d = 7,4 Hz, CH); 2,50 (m, 2H, Ch); 5,06-5,20 (m, 5H, =8); 9,74 (t, 1H,J = 1,9 Hz, CHO)
RMN *3C (CDCE, 75 MHz);5 (ppm) : 202,6 (CHO); 135,1 ( 134,8 (Q); 134,7 (G) ; 132,8 (Q);
131,1 (G); 125,4 (CH); 124,5 (CH); 124,4 (CH); 124,2 (2CHR,1 (CH) ; 39,7 (2CH); 39,5 (CH);
31,9 (CH); 28,3 (2CH); 26,7 (CH); 26,6 (CH); 26,5 (CH); 25,6 (2CH); 17,6 (CH); 16,1 (CH);

16,0 (CH); 15,9 (CH)

1,1’,2- Trisnorsqualénol (10):2,56 g d’aldéhyde squaléniqu®) ((6,65 mmol) sont mis en
solution dans 15 mL d’éthanol. 236 mg de borohyele sodium (6,23 mmol) sont introduits
dans le mélange qui est agité pendant 5 min a @€ 1 min a 20°C. Quelques millilitres
d’acide chlorhydrique 3N sont ajoutés jusqu’a Eardu dégagement gazeux. Le mélange est
concentré sous vide et le résidu est ensuite repes 10 mL d’eau puis extrait pax5D mL
d’AcOEt. Les phases organiques combinées sontdgvaéeune solution saturée en NaCl, séchées
sur du MgSQ anhydre puis filtrées. Les solvants sont distiiéss pression réduite. Le produit
brut est purifié par chromatographie sur colonmegsli de silice (éther de pétrole/éther 4:2) pour

donner 2,11 g d’alcodlO (Rdt 82 %) sous forme d’une huile incolore.

RMN *H (CDCk, 300 MHz):5 (ppm) : 1,60 (s, 15H, 5G§ 1,68 (s, 3H, Ch); 1,90-2,15 (m, 20H,

10CH); 3,60 (t,J = 7,1 Hz, 2H, Ch); 5,05-5,18 (m, 5H, =8)

Bromoacétate de squalenyle (11) 1,0 g d’alcool squaléniqu&0 sont dilués dans 8 mL de

DCM puis agité a 0°C. 432 mg d’acide bromoacéti(i@l mmol) dissous dans du DCM sont
ajoutés a la solution. 634 mg de DCC (3,07 mmatt siissous dans quelques gouttes de DCM
puis sont introduits goutte a goutte dans le miliéactionnel. Quelques mg de DMAP sont

ajoutés. Aprés quelques minutes, un solide blagcipite et le mélange est maintenu sous
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agitation a 20°C pendant 20 h. Le mélange est enpuirifié par chromatographie sur colonne ou
un dépdt de silice est réalisé (cyclohexane/acétbéthyle 4:1) pour donner 0,7 g de

bromoacétate de squaleb@(Rdt 70 %) sous forme d’une huile incolore.

IR (film, cm™®) v : 2960-2850 ; 1739 ; 1700 ; 1448 ; 1382 ; 1278811

RMN *H (CDClL, 300 MHz);8 (ppm) : 1,60 (s, 15H, 5G){ 1,68 (s, 3H, Ch); 1,72-1,81 (m, 2H,
CH,); 1,98-2,17 (m, 18H, 9Cht 3,82 (s, 2H, BrCKCQ,); 4,14 (t, 2H,J = 7,0 Hz CQCH,); 5,07-
5,18 (m, 5H, =El)

RMN *¥C (75 MHz, CDC}); & (ppm) : 167,2 (C); 135,0 (C); 134,8 (2C); 133,2;(C31,2 (C); 125,3
(CH); 124,4 (2CH); 124,2 (2CH); 65,9 (G}139,7 (2CH); 39,6 (CH); 35,5 (CH); 28,2 (2CH); 27,8

(CH,): 26,6 (CH); 26,5 (2CH); 25,8 (CH); 25,6 (CH); 17,6 (CH); 16,0 (3 CH); 15,8 (CH)

Azidoacétate de trisnorsqualényle (4):A une solution de200 mg de bromoacétate de
squalénylell (0,39 mmol) dans 10 mL de DMF sont ajoutés 154dhagoture de sodium (2,37
mmol ; 6 eq). La solution orangée obtenue estdaisous agitation magnétique pendant 12 h &
75°C. La solution est ensuite refroidie a tempé&eaimbiante et concentrée sous pression réduite
sans venir a sec. Le résidu est repris par 30 rmaudfroide puis extrait 5 fois par de '’AcOEt. La
phase organique est lavée deux fois avec de l'atawmée en chlorure de sodium puis les solvants
sont évaporeés. Le résidu est purifié par chromagdge sur colonne de gel de silice en éluant
avec un mélange 7:1 cyclohexane / acétate d'éthgler donner 160 mg d’azidoacétate de

trisnorsqualényld (Rdt 80 %).

IR (film, cm™) v : 2920-2900 ; 2106 ; 1749 ; 1455 ; 1383 ; 135288l; 1187
RMN 'H (CDCk, 300 MHz);8 (ppm) : 1,62 (s, 15H, 5G) 1,70 (s, 3H, Ch); 1,74-1,83 (m, 2H,
CH,); 2,00-2,19 (m, 18H, 9Ct 3,84 (s, 2H, BNCH,CO); 4,16 (tJ = 7,0 Hz, 2H, CGQCH,); 5,09-5,21

(m, 5H, =GH)
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2.2.2. Couplage du fondaparinuka I'azidoacétate de trisnorsqualényle

A. Synthése du 1-(Bromométhyl)-4-(2-propynyloxyhhéne2

2-Propynyl-4-(2-propynyloxy) benzoate (12) A une solution de 2,0 g dacide 4-
hydroxybenzoiquel3 (0,01 mol) dans 30 mL de DMF sont ajoutés 6,08egcdrbonate de
potassium (0,04 mol ; 4 eq) puis 5 mL de bromurprd@argylel4 (0,07 mol; 7 eq). La solution
prend une couleur orange. Le milieu réactionnehggintenu sous agitation pendant trois jours.
Le mélange est ensuite repris avec 60 mL d'eauéglat il est laissé & décanter pendant 30
minutes. Le précipité obtenu est filtré sur Blichilezst ensuite extrait 3 fois par de I'’AcOEt. Les
phases organiques rassemblées sont séchées sgSdy dhhydre puis filtrées. Les solvants sont
distillés sous pression réduite pour donner 1,841 @-propynyl-4-(2-propynyloxy) benzoate 12

(Rdt 92 %) sous la forme d’une huile jaune.

RMN 'H (CDCl, 300 MHz);8 (ppm) : 2,50 (tJ = 2,5 Hz, 1H); 2,55 () = 2,5 Hz, 1H); 4,75 (d,

J=2,5Hz, 2H) ;4,90 (d)= 2,5 Hz, 2H) ; 7,01 (d] = 9,0 Hz, 2H) ; 8,04 (d]) = 9,0 Hz, 2H)

4-(2-Propynyloxy) benzeneméthanol (15) 326 mg de LiAIH (8 mmol; 1 eq) sont mis en
suspension dans 20 mL de THF anhydre. 1,84 g d'22t63 mmol) sont dissous dans 30 mL de
THF et sont ajoutés goutte a goutte. Le milieu tiéanel est maintenu sous agitation pendant 45
min. 10 mL d’AcOEt sont ajoutés afin de décompd®sxces de LIALH,. Le mélange est dilué
dans 50 mL de THF et une solution aqueuse de suliatpotassium est ajoutée goutte a goutte
jusqu’a précipitation totale des sels. Le mélargjefigré sur Célite. Le filtrat est concentré sous
pression réduite et le résidu est purifié par clatmgraphie sur colonne de gel de silice en éluant
avec un meélange 4:2 cyclohexane/acétate d’éthyle donner 1,56 g du 4-(2-propynyloxy)

benzéneméthandb (Rdt 85 %) sous forme d’une huile incoldi®

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz);5 (ppm) : 2,10 (s épais, OH, 1H); 2,52Jt 2,4 Hz, 1H, HEGC); 4,57
(s, 2H, CHOH); 4,69 (dJ = 2,4 Hz, 2H, H&ECCH,0); 6,97 (dJ = 8,5 Hz, 2H); 7,30 (d) = 8,5 Hz,

2H)
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1-(Bromométhyl)-4-(2-propynyloxy) benzéne (2) 500 puL d’une solution de PB(0,46 pumol ;
% eq) dans 2 mL d’éther sont ajoutés a 150 mg (Eptopynyloxy) benzeneméthanth (0,92
pmol) dans 1,5 mL d’éther. Aprées 30 min a 0°C, lélange est repris dans 30 mL d’éther
diéthylique et lavé 3 fois avec 2 mL d’eau. La ghasyanique est séchée sur du Mgaehydre
puis filtrée. Le solvant est distillé sous pressiéduite pour donner 123 mg du 1-(bromomethyl)-

4-(2-propynyloxy) benzen2 (Rdt 82 %) sous forme d’une huile incol@e

RMN *H (CDCk, 300 MHz):8 (ppm) : 2,53 (tJ) = 2,5 Hz, 1H, H&C); 4,50 (s, 2H, CHBr); 4,69 (d,

J =2,5 Hz, 2H, HECCH,0); 6,97- 6,93 (m, 2H); 7,35- 7,32 (M, 2H)

B. Alkylation du fondaparinuxl avec le 1-(bromométhyl)-4-(2-propynyloxy)

benzéneg

20 mg de Fpxl (5,84 pmol)sont mis en solution dans 600 puL de formamide. dlat®n est
agitée a température ambiante jusqu’a dissoluttompdete du Fpx. 50 mg du 1-(bromométhyl)-4-
(2-propynyloxy) benzén2 (0,12 mmol ; 20 eq) sont ajoutés. Le milieu réautEl est maintenu
sous agitation & 50°C pendant 3 jours. Le mélasgeepris avec quelques mL de méthanol puis
les solvants sont distillés sous pression rédtied® donner une poudre blanche. Elle est ensuite
préecipitée trois fois par quelques mL d’éthanol.précipité obten® est ensuite séché sous vide.

Pour l'analyse du spectre RMM, voir résultats et discussions - Figure 5.

C. Cycloaddition entre le fondaparinux acétylénigwec 'azidosqualéng

Une solution d’AzS&4 (10,3 mg, 0,022 mmol ; 2 eq) dans 1 mL de DMFastitée a 10 mg
d’ester du Fpx3 (0,011mmol ; 1 eq) dissous dans 0,5 mL d’eau.roaltie se forme des la mise
en contact des solutions, 1 mL de DMF est alorstajafin d’homogénéiser le milieu. 8,7 mg
d’ascorbate de sodium (0,044 mmol ; 4 eq) sonbdhiits puis 6,5 mg de sulfate de cuivre
hydraté (0,026 mmol ; 2 eq). La solution devieninj@ Le milieu est maintenu sous agitation a

40°C sous azote pendant 20 h. Apres réactionpleargs sont distillés.
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2.2.3. Caractérisation des composés obtenus

Fpx 1 et FpxAc3 ont été analysés par électrophorese capillaimibeu aqueux. Cette technique
analytique a été opérée avec un P/ACE System BE¥¥k(nan Instruments, France). Les données
sont rassemblées par un ordinateur Dell équip@gigiél Beckman P/ACE Station Version 1.0.
Les séparations électrophorétiques ont été réalgdaide d’'un tube capillaire de verre de silice
vierge de 50 um de diametre et de 57 cm de longae2s°C. Les solutions électrolytiques
utilisées sont des solutions tampons aqueusesaspipate de 50 mM de pH 2,40, filtrées par des
membranes de 0,20 um. La différence de potentidica@e aux électrodes est de 25 kV. Le

systeme de détection est une lampe UV utiliséfaréifites longueurs d’onde 200 et 280 nm.

2.2.4. Détermination de I'activité biologique du fondapauk acétylénique

A. Etudesin vitro

Les activités anticoagulantes de Fpx et FpxAc thegaluées par la mesure de I'activité anti-Xa.
La méthode chromogénique est la méthode de réfrdtile mesure l'activité anti-Xa a l'aide
d'un substrat chromogéne du FXa : le complexe AX-{h@sent provoque une inactivation du
FXa et donc la diminution de I'hydrolyse de sonsst#t. A I'équilibre de la réaction, la DO
obtenue est inversement proportionnelle a la cdreon en Fpx. Deux gammes de
concentrations en Fpx et FpxAc ont été réaliséesdédvaluer si I'activité biologique de FpxAc
reste inchangée en comparaison de celle de Fpx D@ microplague de 96 puits, 25 pL de Fpx
ou du FpxAc sont ajoutés, puis 25 pL du substrabrobgénique $2, a 200 pMet 25 pL de
I'antithrombine (Aclotin€) & 40 nM. Le milieu réactionnel est laissé repo®er min avant
d’ajouter 125 pL de FXa a 2,5 nM. Dés I'ajout dug-Xa cinétique est lancée pendant 20 min sur
un lecteur de microplaques avec une mesure deofbhsce a 405 nm (Spectra PR2100 reader).
La réaction est réalisée a température ambiant®320) en tampon cinétique, c'est-a-dire un

tampon PBS (Dulbecco, France).
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La mesure de l'activité anticoagulante a égalergéeéhntréalisée en présence d’estérases et dans du
plasma citraté. Les solutions aqueuses de Fpxx&d-pont incubées avec une solution d’estérase
a 3 mg/mL ou du plasma citraté pendant 5 min piligges afin d’obtenir une concentration de
6,4 UM. Les réactifs (3,5 AT et FXa) sont ensuite ajoutés selon le pro®adgcrit ci-dessus et

la cinétique est lancée pendant 20 min & 405 nm.

L’activité anticoagulante a enfin été réalisée efspnce de microsomes hépatiques. 10 pL de la
solution de FpxAc a 10 mM ou de tampon PBS sombdhiits dans 10 pL de microsomes et
incubés 30 min dans un bain thermostaté a 37°CesABO min, les solutions sont diluées au
1/1000e et 25 pL de chaque solution sont introdlstss une microplaque de 96 puits. Les réactifs
(S2222 AT et FXa) sont ensuite ajoutés selon le pro®cidcrit ci-dessus et la cinétique est lancée

pendant 20 min a 405 nm.
B. Etudesn vivo

Les activités biologiques de Fpx et FpxAc ont &l esn vivo sur des souriSuisse blanches
de 18 a 20 g (Elevage Janvier, France). Trois greue souris (n = 6) ont été étudiés : solution
aqueuse de Fpx a la dose de 0,5 mg/kg ; solutioeumsg de FpxAc a la dose de 0,5 mg/kg et
tampon PBS (Dulbecco, France). Les souris sontila@&ées par injection intra-péritonéale avec
une solution de pentobarbital (1,6 mg/100 pAprés 10 min,les différentes solutions sont
administrées en sous-cutanée (SC) et en rétraat@liRO). Aprés 15 min, 500 pL de sang est
prélevé par la veine cave de la souris avec urnegser pré-remplie de 50 pL de citrate de sodium
a 100 mM. Les prélevements sanguins sont centsfdg@300 g pendant 15 min & 15°C. Les
plasmas sont conservés a -18°C jusqu’au dosage’agdvité anti-Xa par la méthode

chromogénique en utilisant le kit Rotachfo8ITA Heparin 8 (Diagnostica Stago).
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3. Résultats et discussions

Les contraintes liées a l'administration parentérdes héparines ont incité de nombreux
chercheurs a étudier le moyen de permettre lewrptisn par voie orale. De nombreux travaux
ont été réalisés consistant soit & incorporer &ggatines dans des systemes particulaires soit a
ajouter par liaison covalente ou non un promoteéabsbrption. Depuis quelques années, des
premieres tentatives de systémes d’administratiinété développées dans le but d’améliorer
'absorption orale du Fpx. Toutes ces études atilisdes systémes d’administration non
covalents®*3 A notre connaissance, aucune étude n’a été ééatians le but de coupler le Fpx
par liaison covalente a un promoteur d’absorptidans cette étude, nous nous proposons de
synthétiser un bioconjugué Fpx-SQ par lintermédiai’'un bras espaceur et d’évaluer son

activité anticoagulant vitro etin vivo.

3.1. Synthése des dérivés squaléniques

Les differents dérivés squaléniques ont été prépseon le protocole mis au point au sein du
Laboratoire (Figure 2). Cette synthese repose aundnofonctionalisation du S@ selon la
méthode de Van Tameleh puis estérification du trisnorsqualén@d obtenu par I'acide
bromoacétique et déplacement du brome par I'azatarsodium. En pratique, le SQest traité
dans un premier temps pamMiebromosuccinimide dans un mélange eau/THF. La bhyaine 6
obtenue avec un rendement de 33 % est ensuitéetrpéir du carbonate de potassium dans le
méthanol pour donner le 2,3-époxydesquakagec un rendement de 90 %. L'époxyde est alors
traité par I'acide périodique pour former l'aldékyd,l’,2-trisnorsqualéniqué par coupure
oxydante avec un rendement de 83 %. L'aldéhydel&aigaie est réduit quantitativement en
alcool squaléniquéO par NaBH dans 'éthanol avec un rendement de 82 %. L’alesblensuite
estérifié par action de I'acide bromoacétique és@nce de DCC et d’'une quantité catalytique de

DMAP pour donner le bromoacétate de squatEhavec un rendement de 70 %. La substitution
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nucléophile de I'atome de brome du bromoacétatequelenell par I'azoture de sodium a été
réalisée dans un solvant polaire, le DMF et a 788@s le DMF pour donner 'azidoacétate de
trisnorsqualényle AzSd avec un rendement de 80 % Le composé synthétisé montre par
I'analyse infrarouge I'absorbance caractéristiqeelal fonction azide & 2107 et la bande

carbonyle & 1748 cth

NBS, H,0O / THF K,CO3, MeOH
% 4>
0T, 1h30 Tamp: 1 jour
(Rendement = 83%) BrHo (Rendement = 90 %)
7 6 HslOg, Et,O
Tambx lh

BrCH,CO,H, DCC/
DCM, DMAP
-
20C, 20h

(Rendement = 70 %) HO

oFh B g

NaN3, DMF
75T, 12h

(Rendement = 80 %)

Figure 2. Synthése des dérivés du squaléne

3.2. Alkylation du fondaparinux avec un dérivé bromégangylique
3.2.1. Synthése chimique

Dans nos travaux antérieurs effectués au Laboeatt@rpremier schéma de synthese que nous
avons envisagé consistait a coupler directementipatiaison ester les groupements carboxylates
du Fpx1 au bromoacétate de squalényle Malheureusement, cette voie de synthese nepssst

révélée efficace, probablement a cause de la difté&r entre les propriétés physicochimiques du
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Fpx et du dérivé du SQ. En effet, le Fpx est unééoute de haut poids moléculaire (1728
daltons), tres hydrophile, chargée négativemerdstildonc tres soluble dans les milieux aqueux
mais est totalement insoluble dans les solvantsnigges, alors que les dérivés du SQ sont quant
a eux tres hydrophobes. En raison de ces diffésedeesolubilité et de leur encombrement
stérique, la synthese d’un bioconjugué amphiphaleymn couplage covalent direct entre le Fpx et
un dérivé squalénique semble difficile. Une nowrelbie de synthése a été mise au point
consistant a alkyler le Fplka un dérivé bromé benzylique portant une chalopgrgylique2 qui
sera ensuite engagé dans une réaction de cyclmaddif3-dipolaire azide-alcyne ou encore
appelée « Click chemistry » couplé a un dérivéeadid SQ4. En effet, nos travaux antérieurs ont
montré la réactivité du Fpx en présence de molécpku encombrées stériquement et tres
électrophiles telles que des dérivés bromés avegraupement benzyle. Le 1-(bromométhyl)-4
(2-propynyloxy) benzeng a alors été synthétisé (Figure 3) et condensé laviepx1 (Figure 4).

Le bromé2 a été préparé a partir de l'acide 4-hydroxybenmifi3 selon la méthode de
Kanamathareddy Set al. '° qui consiste a bis-alkyler I'acide carboxylique letgroupement
phénol puis a réduire I'ester en alcool. Ainsikidation des fonctions acide et phénol par le
bromure de propargyle conduit a I'este2 avec un rendement de 92 %. La réduction de la
fonction ester par I'’hydrure double de lithium &ldmine conduit & I'alcool benzyliquks qui a

été bromé par PBrselon la méthode de Spreetl al. '° (Figure 3). Le 1-(bromométhyl)-4-(2-

propynyloxy) benzen2 est ainsi obtenu avec un rendement de 82 %.

OCH,C=CH OH Br
COOH
KZCO3/ DMF LiAIH, / THE PBI'3/ Ether
+ — - - = -
RT3 jours RT,45 min 0°C, 30 min

Br (Rdt =92 %) (Rdt = 85 %) (Rdt = 82 %)
OH OCH,C=CH CH,C=CH CH,C=CH
13 12 15 2

Figure 3. Synthese du 1-(bromométhyl)-4-(2-propynyloxy) bame2
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L'étape d’alkylation du FpxL par le dérivé brom@ a ensuite été effectuée en utilisant un
équivalent de FpA avec dix équivalents du dérivé brora@ans le formamide a 50°C pendant
72h (Figure 4). Aprés traitement, le composé obtest ensuite analysé par RMM et

électrophorese capillaire.

0S0;Na
HO o
HO 0SO4Na
Na0,s~NH GO2Na o, NaOL=~on g
o Na0,S N
o o HO
H o NH
H -
g NHSO;Na NaOsS' Meo
OH 0SO3Na Na0;S0
1
HCONH,, 50 T, 3 jours
o
0S0;Na
2
HO
HO 0SO04Na
NaO,s~NH GOR MOS0 RO,C>~OH o
© o a3 o HO
H O -NH Qe
H
S NHSOsNa NaOsS  meo
OH 0SO3Na Na0;S0
3R, =Hou
_—/O

Figure 4. Alkylation du Fpx1 avec le 1-(bromométhyl)-4-(2-propynyloxy) benzé&ne
Conditions de réaction : formamide, 50°C, 72h

3.2.2. Caractérisation analytique

Par comparaison avec le spectre RMiNdu Fpx dans le fD (Figure 5a), on observe sur le
spectre RMNH du FpxAc3 (Figure 5b) I'apparition de nouveaux pics dontcearactéristiques

du noyau aromatique a 7,0 et 7,5 ppm et du pratétylénique a 2,8 ppm. L'intégration montre
un rapport 1/1 entre le Fpx et le dérivé aromatid®ien que difficile & interpréter le reste du
spectre semble correspondre au Fpx inchangé. BEicyigr les protons anomériques sont

toujours identifiables. Toutefois a 400 MHz, il @sipossible de pousser I'analyse plus loin pour
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déterminer s'il s’agit d’un piduit uniqgue ou d’'un mélan. De plus, le spctre IR montre ur

bande caractéristique d’une son ester & 1725 (.

a)

. ,SONa

HO
/&( HcoNa . S03Na
NaO;§°
SN
NaOas H ‘0/ sNa

NaO;S”

e e . e e pr——— S
105 100 9.5 80 B.5 B.O 75 7.0 65 60 55 5.0 45 40 35 30 25 20 15 1.0

b)

OCH,C=CH

105 100 95 9.0 85 80 75 70 85 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0

Figure 5. Spectre RMN'H (400 MHz) du a) Fpx et b) KAc

Cependant, ces méthodes calyse sont insuffisantes pour conclure dévement au couplag
entre les deux composés, protons benzyliques étamasquéspar lesprotons des sucres.

D’autre part, la régioseélectivi du couplage ne peut étre déterm a 400 MHz.

Une méthode d’électrophoré capillaire a donc été mise au point afin onfirmer le couplag
entre le FpxL et le dérivé brmé benzylique portant une fonction propeique 2. La présence

d'un couplage a été détemée en fonction de la difféerence d’absion entre ces detl
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composeés. L'électrophorése capillaire permet daregpes différents composés présents au sein
d’'un échantillon en fonction de leur rapport chamggsse. Sur I'électrophorégramme du Hpx

200 nm (Figure 6a) deux pics sont observés : lgidme pic correspondrait a celui du Fpx du fait
de sa faible absorption dans 'UV. En revanche |'sélectrophorégramme du FpxAa 200 nm
(Figure 6b), plusieurs pics se distinguent avec ldmageurs d’absorption plus importantes que
celles obtenues avec le Fpx avec des temps detiogtesemblables. Le Fpx comigre avec les
conjugués lui donnant alors une meilleure absanpty. Sur I‘électrophorégramme a 280 nm
(Figure 6b), deux pics d'intensité faibles appamid aux mémes temps de rétention que ceux

obtenus a 200 nm. Ces pics correspondraient aupgneents benzyles qui absorbent a 254 nm.

a) - b)
0.10
0.08r
‘l
0.06} / \ ‘
(‘
0.04 f !
f |
| |
0.02- | / \1
| |
[‘ / b ) |
/ U\ \
Qloo,ﬁ..__z..qw.., e (S U |
280 nm e ]
7 .
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 03 4 5 6 7 8 9 1C
Minutes Minutes

Figure 6. Electrophorégrammes a) de Ffixa 200 nm et b) de FpxA8 & 200 et 280 nm
Conditions : Capillaire de silice vierge, 50 um diamétre x 57 cm de longueur. Electrolyte:

Tampon phosphate 50 mM pH 2,40. Différence de pieeappliquée : + 25 kV. Détection UV

La preuve d’'une alkylation sur les groupements @aylates du Fpx est acquise. Les résultats
obtenus par RMNH et IR ainsi que la modification de la solubilit¢ FpxAc3 nous ont permis
d’avancer I'hypothése que le systéme pentasacehasdlié de maniere covalente au groupement
propargyloxybenzyle. Cette derniere a été confirpeieles résultats obtenus par électrophorése
capillaire qui nous ont permis d’identifier la peése de deux produits d’addition sans qu'il soit

possible de savoir s'il s'agit de deux mono-esbersl’un mélange de mono- et de bis-ester.
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3.3.« Click chemistry » entre le fondaparinux acétylgiei et l'azidoacétate de

trisnorsqualényle

En dépit des incertitudes quant a la structure texda produit d’alkylation, la réaction de

cycloaddition 1,3- dipolaire azide-alkyne (« Clickemistry ») avec l'azide a été tentée (Figure
7). Cette méthode de synthése représente uneagiterintéressante pour obtenir le bioconjugué
Fpx-SQ du fait de sa rapidité et de sa spécifitieéprotocole a consisté a ajouter dans le milieu
réactionnel du sulfate de cuivre (Il) et de I'asiase de sodium permettant la réduction du cuivre

(1) en cuivre (1) in situ” (Figure 7). Cependant, aucun couplage n'a été wbser

0SO3Na
HO o
HO 0SO3Na
-NH/  co,Rr RO,C Q
NaO3S 2 2
¥ NaO3SQ o 95' OHO
HO Q o .NH N
H 3
O%\soma NaOsS meo
OH 0SO3Na NaO3SO

[a¥2Va)
3:R, =Hou ©

:—’o

Figure 7. « Click chemistry » entre FpxAXavec AzSgt

Réactifs et conditions : Cuq@ eq) / Ascorbate de sodium (4 eq) ; 50:50 DM&/e40°C ; 20 h

Les travaux ultérieurs effectués au Laboratoire wmintré que la conjugaison au SQ des
composés hydrophiles par « Click chemistry » ét#iicile et nécessitait un ligand du cuivre (I)
et un chauffage prolongé. Ces conditions auraigntedtées si les études biochimiques effectuées
en parallele n'avaient démontré que l'estérificatibes carboxylates entrainait une perte tres

importante de l'activité anticoagulante.
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3.4. Analyse biologique

Méme si la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaamde-alcyne entre le FpxAc et 'AzSqg s’est
révélée étre un échec, I'activité anticoagulantd=gywAc a été déterminée par la mesure de son
activité anti-Xa par la méthode chromogénique. €€ptéthode consiste a mesurer une constante
cinétique correspondant a la compétition AT-Fpxsusrsubstrat. A I'équilibre de la réaction, les
courbes présentées représentent la DO qui estsgmwent proportionnelle a la quantité de
complexe AT-Fpx. A partir de ces résultats, la tame d'affinité i entre le Fpx et I'AT a pu

étre extrapolée.
3.4.1. Etudes in vitro

Comme présentée sur la Figure 8, a des gammesdertations similaires, les activités anti-Xa
du Fpx et du FpxAc se montrent étre différenteseffet, & la gamme de concentrations (de 13
nM a 801 nM) ou des activités anti-Xa en Fpx sannues (Figure 8a), le FpxAc ne présente
aucune activité biologique (Figure 8b). En revanéhane gamme de concentrations plus élevée
(de 1 uM a 100 pM), des activités anti-Xa sont ol#ses avec le Fpx et le FpxAc avec des profils
de cinétique différents (Figures 8c et d). En eftins le cas du Fpx, le complexe AT-Fpx
provoque une inactivation immédiate et rapide dwa ¢ laissant pas le temps au substrat de
s’hydrolyser (Figure 8c) alors que dans le cas pitAE, 'inactivation du FXa est plus lente. A
partir des courbes de cinétique, les constantéfnifé Kp du Fpx ou du FpxAc avec I'AT ont été
extrapolées donnant des valeurs de dRenviron 50 nM et 10 uM, respectivement. Aing, |
FpxAc a une activité anti-Xa diminuée d'un factedlenviron 200 par rapport au Fpx. Ces
résultats montrent I'importance des fonctions cayladies du pentasaccharide pour sa liaison a
I'AT et ainsi pour son activité anticoagulante. &fet, le Fpx est le pentasaccharide de liaison des
héparines a I'AT responsable de son activité biglog'®. Toutes les fonctions du Fpx sont
nécessaires pour son activité anticoagulante. B2,20eeet al ont couplé des héparines avec
différents dérivés lipophiles telles que I'acideoxgcholique sans modifier leur activité

biologique et en augmentant leur absorption dr&l® Toutefois dans ce cas, le couplage covalent
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a été réalisé sur une des fonctions non présentedessite actif pentasaccharidique des

héparines®%.

a) b)
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Figure 8. Courbes de cinétique a deux gammes de concensaio
Fpx (a et c) et en FpxAc (b et d)

Ainsi, étant donné que toutes les fonctions patélathent disponibles pour le couplage au SQ du
Fpx sont indispensables pour son activité biologida liaison covalente entre le Fpx et le bras
espaceur doit étre clivée. Dans les conditionsiplygiques, cette derniere devra étre hydrolysée
par les estérases présentes dans le sang ou pancdesomes hépatiques dont leur role est
important dans le métabolisme des xénobiotiquesr Romer les conditions physiologiques, la

mesure de I'activité anti-Xa a été réalisée enbaot le FpxAc en présence d’estérases (Figure

9a), dans du plasma citraté (Figure 9b) et dansnil@®somes hépatiques (Figure 9c).
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Figure 9. Courbes de cinétique a) en présence d’estérgses,drésence de plasma

citraté et c) en présence de microsomes hépatiques

Dans ces conditions, a des concentrations sinsl@neFpx, aucune activité anti-Xa n’est détectée

avec le FpxAc. A partir de ces résultats, nous pongvemettre I’hypothese que cette tres grosse

molécule n’est pas substrat des estérases, lepagmmnts esters étant incapables d’adopter la

131



Chapitre 1 - Application du concept de « squalétmisea»

conformation nécessaire au sein du site actif. 4eéalce d’hydrolyse des esters entraine donc une
perte quasi totale de l'activité anti-Xa du dértwé Fpx. Pour confirmer cette hypothése, des

étudesn vivoont été réalisées chez la souris.
3.4.2. Etudes in vivo

Deux modes d’injection ont été réalisées chez laiso en sous-cutanée (SC) et en rétro-orbitale
(RO) pour s’affranchir de la barriere cutanée. losedadministrée correspond a 5 fois la dose
thérapeutique chez I'homme. Ces étudesivo ont montré une activité anti-Xa rapide du Fpx
alors qu’aucune activité anti-Xa n’est observée cale FpxAc dans les deux modes

d’administration (Figure 10).

a) b)
1.00+
g 0.754
: £
§ 0.45+ p § 0.504
: 0.261 8 025 /
0.05 T T T | 0.00 Y T T 1
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
Temps(s) Temps(s)

Figure 10.Courbes de cinétique du Fpx (rouge), du FpxAct)\erdu tampon
PBS (noir) aprés administration SC (a) et RO (l@zda souris (n = 6)

Ces résultatin vivo confirment ceux obtenus vitro. La liaison ester n’est pas accessible aux
estérases et ne peut pas étre clivée dans lesuxnifibysiologiques, abolissant son activité
biologique. Cependant, a partir de ces résultais,autre hypothese a pu étre posée. Lors de la
réaction d’alkylation entre le Fpx et le bras egpagcle chauffage a 50°C aurait pu désulfater le
pentasaccharide. Les fonctions sulfates sont égaierdes fonctions indispensables a la

reconnaissance de 'A¥. Le FpxAc a été resulfaté par traitement par imglexe SQ.NMe; et
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l'activité anti-Xa de ce FpxAc resulfaté a été mrésudonnées non montrées). Malheureusement,

aucune activité anticoagulante n’a été observée.

En conclusion, la perte de I'activité anticoagudadti FpxAc est due a I'introduction d’une liaison
covalente de type ester. Obtenir une forme oral&musur le concept de la « squalénisation »
semble ainsi délicate. En effet, toutes les fomstidu pentasaccharide sont importantes pour la

reconnaissance de I'’AT pour permettre ensuite stvit# anticoagulante.

4. Conclusion

Le Fpx et les dérivés squaléniques n’'ont pas pi @&uplés directement par une simple liaison
covalente a cause de leurs propriétés physicochesiegt de leur encombrement stérique. Un
schéma de synthése a été mis au point : dans amepréemps, il convient de synthétiser un
dérivé acétylénique du Fpx ; dans un deuxieme tesapdernier est couplé a un azidoacétate de
trisnorsqualényle par une méthode de « Click chieynis La preuve d'une alkylation sur les
groupements carboxylates du Fpx est acquise. Ladtaés obtenus par RMRH, IR et en
électrophorese capillaire ont permis d’identifiarprésence d’'un conjugué mono ou dicouplé du
Fpx lié de maniére covalente au groupement prop@glyenzyle. En revanche, le couplage du

Fpx avec 'AzSq a été un échec apres la réactiarycleaddition de Huisgen.

De plus, les étudesn vitro et in vivo ont montrées une perte importante de Iactivité
anticoagulante du Fpx modifié confirmant limporten de toutes les fonctions du

pentasaccharide. Toutefois, un autre type de cgapmavalent pourrait étre envisagé. En effet, un
autre pentasaccharide, l'idraparinux a été syrg@éti En raison de sa trop longue demi-vie
plasmatique, il a été couplé par liaison covaléntene biotine tout en maintenant son activité

anticoagulanté' (Figure 11).
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Figure 11. Structure chimique de a) I'idrabiotaparinux etxjedrabiotaparinux

Cependant, pour synthétiser une telle moléculehimie employée repose sur une modification

des sucres avant couplage et nécessite donc uthesgriotale de plusieurs dizaines d’étapes.

Ainsi, le développement d’'un bioconjugué covalgm-5Q s’est heurté a des difficultés majeures

et cette méthode ne semble pas adaptée au déveleppe’une forme orale efficace du Fpx.
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Le fondaparinux (Fpx) fait partie avec les héparides anticoagulants de premier choix dans la
prévention et le traitement a court et moyen tede® maladies thromboemboliques. En raison de
sa masse moléculaire élevée et de sa forte chargeigue, cet anticoagulant dispose d'une faible
absorption orale. Par conséquent, le Fpx est umigneadministré par voie sous-cutanée. Dans le

but de permettre I'absorption orale du Fpx, demtégies ont été développées.

Basée sur le concept de la « squalénisation »rdenipre stratégie consistait & augmenter la
lipophilie du Fpx en le couplant & un dérivé duagoe (SQ). Malheureusement, cette approche
n'a pas pu étre poursuivie en raison de la pertaletade l'activité biologique du Fpx aprés

alkylation.

La seconde stratégie a consisté a tirer profitpdepriétés anioniques du Fpx pour l'associer par
formation de paires d'ions a un dérivé squaléngpimnique (SqC). Les trois chapitres suivants

décrivent les résultats obtenus en utilisant ttaégie.






Chapitre 2

Couplage par association non covalente

Synthese, caracterisation et évaluation
INn Vivo
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La synthése de deux SqC, le triméthylsqualénylanumon (Sq) et le bis-
triméthylsqualénylammonium (Sq a été réalisée avec succes. Il a été montré 'gssotiation
non covalente de ces SqC avec le Fpx entrainait #uo-assemblage sous forme de
nanoparticules (NPs) en milieu agueux. Différerdsameétres ont été étudiés (choix du solvant,
du ratio volumique solvant/eau et du ratio mol&px: SqC) afin d'optimiser la formulation des
NPs, obtenues par nanoprécipitation. Les meilleem@wlitions ont été obtenues avec le” Sq
dissous dans l'acétone et un rapport molaire Fpxd&dL:6. Cette formulation optimale a permis
l'obtention de NPs monodisperses, stables posséadatiamétre moyen compris entre 150 et 200
nm, un taux d'encapsulation du Fpx d'environ 8 Une charge en Fpx de l'ordre de 39 % (pds).
Des études morphologiques et structurales ont mante I'organisation supramoléculaire est de
type multilamellaire ("oignons"). Par ailleurs, dasdes préliminaires menéesvivo ont montré
que le Fpx était libéré dans le torrent circuladirpartir des NPs aprés injection intraveineuse :
les profils de concentration plasmatique sont simés a ceux obtenus avec le Fpx sous forme
libre. Cela suggeére une dissociation efficace dw dartir du St Aprés administration orale,
les NPs ont permis d'augmenter les concentratidasmatiques en Fpx de fagon dose-
dépendante, alors que le Fpx administré sous fdilone n’était pas absorbé. Cependant, la

biodisponibilité orale de ce systeme nanoparticeil@ste faible (d'environ 0,3 %).
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Abstract.

To overcome the low oral bioavailability of fondajpax (Fpx), a new nanoparticulate carrier has
been developed. These nanoparticles (NPs) spontsigeself assembled upon electrostatic and
hydrophobic interactions between the polyanionig &pd cationic squalenoyl (CSq) derivatives.
Optimal preparation conditions were obtained witmalar ratio (Fpx to Sq of 1:6, leading to
the obtention of monodisperse, stable NPs with amttameter in the range of 150-200 nm. The
encapsulation efficiencies were around 80 % and~theloading reached 39 wt %. According to
structural and morphological analysis, Fpx and GS8ganized in spherical “onion-type”
nanoparticles. Furthermore, preliminary vivo studies in rats suggested that Fpx was totally
dissociated from the NPs in the blood. After ordimanistration in rats, the Fpx:Sc\NPs
improved the plasmatic concentration of Fpx in @eddependent manner. However, the oral
bioavailability of these new nanoparticles remait@d (around 0.3 %) suggesting the necessity
to use gastroresistant capsules to protect thetdiisrdsin vivo degradation. Noteworthy, the
Cnax Obtained after oral administration of 50 mg/kg NWas close to the prophylactic plasma

concentration needed in the venous thromboembolism.

Keywords: cationic squalenoyl derivative; fondapax; nanoparticles; self-assembly
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1. Introduction

Since its introduction on the market in 2002, fqmatenux (Fpx,1, Figure 1) became an
anticoagulant of choice in the treatment of shand medium-term thromboembolic disease with
the unfractionated heparin (UFH) and low moleculsight heparin (LMWH)™. Fpx is a
synthetic analogue of the antithrombin-binding psatcharide found in hepafth Although its
molecular weight (1728 Da) is much lower than tine of LMWH, Fpx remains a hydrophilic
polyanionic macromolecule showing a very low bidkakility by oral route®®. This low oral
absorption is the result of: i) a poor transpomotigh the intestinal epithelial barrier; ii) a
pronounced instability in acidic pH conditions etstomach and iii) a fast enzymatic degradation

. Due to these drawbacks, Fpx is only administrategubcutaneous routé

It is not questionable that oral delivery is thefprred route of administration. Few attempts have
recently been made to develop emulsions as oravedglforms for Fpx®®. However, the
preparation methods of the Fpx-based emulsions e@mplicated, needed heating and up to five
different excipient$®. Moreover, the Fpx loadings were low, less thamt % ©7 or 5 wt %',

In this context, the aim of this study was to depehn innovative oral form of Fpx able to
associate large amounts of the drug using a sim@#hod with only one excipient. Thus, to
improve the poor oral bioavailability of Fpx, weveaenvisioned to associate it to squalene (SQ),
well-known for its excellent oral absorption of racthan 60 %°'%. Moreover, SQ derivatives
have the property to self-assemble as stable naimes (NPs) in watef'Y. It could therefore

be expected a protection of Fpx towards degraddiijoencapsulation into SQ-based NPs. To
form NPs, a first approach was to synthesize anhiliipFpx-SQ conjugate$"¥*" 1} However,
chemical conjugation of Fpx and SQ was a tremendgnthetic challenge and has led to the loss
of the anticoagulant properties of Ff5® 1 Alternative strategies based on ion-pairing to
associate Fpx to SQ derivatives appear as much m@ppealing. Therefore, two lipophilic
cationic squalenoyl derivatives (CS@®-3, Figure 1) were synthesized here to enable ion-pai

formation with polyanionic Fpx.
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lon-pairing has previously been shown to be a p@tempproach for improving the oral

A'>1% The advantage of this approach is that catioriteoules such as

bioavailability of hepari
polycationic-lipophilic-core dendron$®, chitosan derivative§** or deoxycholylethylamine
(DCEA) 1 efficiently interacted with heparin without changiits chemical structure, thus
avoiding the risk of reducing heparin anticoagulastivity 'l As an illustration of this
strategy, Leeet al. synthesized a cationic bile acid derivative tooagge with LMWH through
the formation of ion pair§®. However, the oral bioavailability of the complesas low (3 %)
with a high administered dose of 50 mgh& Chitosan derivatives self-assembled with LMWH
in nanocomplexes that were able to protect hep&mom enzymatic degradation in the

gastrointestinal tract (GIT§***. Despite these interesting results, to the beswuofknowledge,

no study deals with oral delivery forms of Fpx @sthe ion pairing approach.

We report here on the synthesis and charactenzadionew CSq, on the formation and
characterization of self-assemblies in aqueous aneith high Fpx loadings (39 mg Fpx per 100
mg of nanoparticles) and on the physicochemicabilgta of the resulting NPs. Finally,
preliminary in vivo studies have investigated the anticoagulant &gt this nanoparticulate

system after intravenous and oral administratiansis.
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1: Fondaparinux Sodium
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2: Trimethyl (trisnor-squalenyl)ammonium 3: 1,20-bis-trimethylammonium(hexanorsqualenyl)
chloride salt dimethanesulfonate salt

Figure 1. Chemical structures of fondaparinux sodium (Fpqg the cationic

squalenoyl derivatives salts (CSq)
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2. Results and discussion

2.1. Synthesis and characterization of cationic squaletherivatives

Trimethyl (squalenyl) ammonium chloride salt {S®) and 1,20-bis-trimethylammonium
(hexanorsqualenyl) dimethanesulfonate salt {S8) were synthesized from SQ according to the
Figure 2. Briefly, to obtain Sq2, the trisnorsqualene alcohdl was prepared by sodium
borohydride reduction of the corresponding aldehgld&ined by periodic acid cleavage of 2,3-
epoxysqualene according to van Taméléh Alcohol 4 was activated as methanesulfonate by
reaction with methanesulfonyl chloride in the prese of triethylamine. The latter was then
converted into 1-chlorotrisnorsqualeBeby nucleophilic substitution with lithium chloride
dimethylformamide. Finally, heating of chlori@ewith a large excess of trimethylamine at 100°C
in ethanol in a sealed tube gave the desired tiiytenmonium chloride salt (Sp2 in 98 %
yield. In a similar manner, the known 1,20-hexagoedene diol7 available from SQ via
2,3,22,23-dioxidosqualer®” was converted to $§3, via the symmetrical bismesylaeupon
treatment with trimethylamine in 92 % vyield as désed above.

The'H NMR spectra of Sgand S¢* showed trimethylated amine peak at 3.21 ppm at@éi Bom
respectively and for S§ the mesylate peak was observed at 2.84 ppm. Témepce of these
peaks confirmed the successful synthesis of theQ®g. These two salts were fully characterized
by 'H, *3C NMR, mass spectrometry and their purity was asskby elemental analysis including

dosage of sulfur and oxygen for salt
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Squalene

‘ Ref 16

a,b,c

5: X=0Ms
6: X=Cl
2: X= CI', Me3N-

8: X=0Ms
3: X= CH3SO3", Me3N-

Figure 2. Synthesis of the cationic squalenoyl derivativ€S$q). Reagents and conditions: a)
CHsSOCI, EN, CH,CI,, 0°C, 2 h, 85 %; b) LiCl, DMF, 80°C, 2 h, 86 %:; lglesN, EtOH,
100°C, 180 h, 98 %; d) GBSO,CI, EtzN, CH,Cl,, 0°C, 2 h, 67 %; e )M#l, EtOH, 100°C, 180 h,
92 %

2.2. Optimization of the formulation of Fpx: S@nd Fpx: S nanoparticles

Nanoparticles based on the formation of an ion-pamplex between CSq and polyanionic Fpx
were prepared by nanoprecipitation (Figure 3). a@cipitation is the most common technique
used to prepare NPs. It combines the advantage®oé-step preparation, the facile scale-up and

the use of less toxic solvents as compared to éabeication method$”.
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Organic phase: £ ;

SqcC
Solventvolume0.1to1lm

Al

? Evaporation of the solvent

Aqueous phase:
[Fpx] 2.5 mg/mL

Figure 3. Schematic representation of the formation of Fpk4#$@s by nanoprecipitation

The synthesized Scand S§* cationic derivatives were comparatively used fa fthrmation of
Fpx-loaded NPs. It was observed that the two Sq@ealvere not able to self-assemble as NPs in
water, but formed aggregates when used alone ingheprecipitation technique. However, when
used in combination with Fpx, the spontaneous faonaof NPs in water was observed (Figure
3), likely due to electrostatic CSq /Fpx and hydhaipic CSq-CSq interactions.

Particle size is an important parameter determirtingin vivo fate of the NPs after oral
administration and as a rule thumb, sizes smalfien t500 nm are considered to facilitate the
interactions with the epithelf®?. In this respect, the NPs preparation was optichipeobtain
stable monodisperse colloidal suspensions togetitér high drug loadings. For this purpose,
different parameters were tested: i) the naturtheforganic solvent (acetone or ethanol), ii) the
volume ratio of the two phases (organic/agueouseg®)aand iii) the concentration of CSq.

The first parameter needed to identify a solver€8fj, also miscible in water. Sgvas insoluble

in acetone, so NPs could be obtained only usingnethén the case of Sqgthe best solvent to
obtain small (around 200 nm) and monodisperse N&s acetone (results not shown). This
solvent was chosen for further studies.

The influence of the volume ratio acetone/water Wwagstigated on the Fpx:SdNPs (see
Supporting information, 85.1.). The lowest voluraéio organic to aqueous phase of 1:10 was the

best to obtain monodisperse NPs (polydispersity.@7 + 0.01) with small mean diameter (145 +
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6 nm). Thus, the volume ratio of 1:10 was choseeveduate the influence of the amount of CSq
(Sq" and Sg") on the formation of the NPs. Table 1 reportsghgsicochemical parameters for
the two types of NPs at various Fpx-CSq ratioghtncase of NPs prepared using,Sghatever
the experimental conditions, nanoprecipitation wascessful, leading to the formation of NPs
with mean diameter lower than 200 nm and polydspeindex lower than 0.2. Zeta potential
values were approximately -60 = 5 mV. Above theeshwold of molar ratio Fpx:Scpf 1:6, the
Zeta potential reached values close to zero. Takitmgaccount that Fpx has ten negative charges,
at molar ratios Fpx:Scpf 1:10 and 1:20, the number of "Smr Fpx chain was sufficient enough
to neutralize the Fpx charges. This is a possikjga@ation of the fact that the global charge of
the resulting Fpx:SgNPs was neutral. As a consequence, the stabilttyessystem was poor (see
for further details Supporting information, 85.2).

Contrary to S Sq™ failed to produce monodispersed NPs except ai@balow 1:0.5. Indeed,
aggregates or NPs with large sizes up to 772 nne wbtained (Table 1). Moreover, the NPs
prepared with Sg were less stable than the*Smes over time and precipitated within two days

at 4°C (see Supporting information, 85.2).

150



Chapitre 2 - Synthese, caractérisation et évaluatiovivo

Type of NPs Molar ratio  Charge ratio z [mV] d [nm] PDI

Fpx:Sq 1:0,5 10:0,5 -54+5 118 +2 0.12+0.01
11 10:1 -61+5 1291 0.15+0.01
1:2 10:2 -61+1 139+1 0.14 +0.03
1:3 10:3 -67 +4 145+ 3 0.14 +0.01
14 10:4 -58+4 146 £ 5 0.15+0.02
1:5 10:5 -60+1 143+ 3 0.12 +0.02
1:6 10:6 -60+3 149+1 0.13+0.01
1:10 10:10 -1+12 147 +1 0.11 +£0.01
1:20 10:20 -05+5 184 +5 0.18 £ 0.06

Fpx:Sq™ 1:0.5 10:1 -52+10 133+3 0.14 £ 0.02
1:1 10:2 -60+5 191+2 0.17 +£0.04
1:2 10:4 -60 £ 2 382+12 0.11+0.03
1:3 10:6 -30+2 519+8 0.28 + 0.02
1:4 10:8 -10+5 725+87 0.36+0.03
1:6 10:12 -5+10 772+1510.92+0.10

Table 1. Physicochemical characterization of the NPs of Sgxand Fpx:S§ with different
molar ratios (mean values + standard deviation,)nr@asurement of mean diameter (d), Zeta

potential (z) and polydispersity index (PDI)

2.3. Stability of the Fpx:Sgnanoparticles

To determine the amount of incorporated Fpx, FpX!SBs were submitted to destructuration
studies in the presence of two surfactants, PVAsoium cholate, a bile salt. The idea was to
release totally Fpx from the NPs and quantify iawéver, the NPs revealed to be particularly
difficult to dissociate. Only sodium cholate at igthconcentration of 10 % (w/v) resulted in a
drastic size decrease, but no total destructuraiood be achieved (see Supporting information,
§ 5.3). Indeed, QELS measurements revealed therpref one main population of size smaller

than 10 nm and another population of a size ardahehm. These results were confirmed by
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cryogenic-transmission electron microscopy (crydMlEwhere particles of around 10 nm
together with some aggregates of up to six smadbeticles were observed (see Supporting
information, 85.3). As in all cases Fpx remainedrsjly associated with Saqinder the form of
NPs, it was impossible to quantify the amount ok By destructuration studies. Therefore, the
amount of Fpx in the NPs was determined by an @atlimethod consisting in assessing the

amount of non associated Fpx in the supernatactseeed after the NPs ultracentrifugation.

2.4. Determination of the amount of fondaparinux asdedi&o the nanoparticles
2.4.1. Encapsulation efficiency of the FpxiSupnoparticles

The azure A assay was an effective method to deterthe amount of non-associated Fpx in the
supernatants. Figure 4 presents the encapsuldfioemcies (EE) obtained with this assay. Best
EE were obtained with molar ratios (Fpx to"Sqgf 1:6 and 1:10, showing that 85 % and 87 %,
respectively, of Fpx was successfully associateith 8 under the form of NPs. Calculated
corresponding loadings reached 38.5 % at the tafipwhich is the optimized ratio in this study.
Indeed, although the NPs with the 1:10 ratio endapsd large Fpx amounts too, they were

unstable (see Supporting Information, § 5.2.).

100 +

80 - —— [T
70 - J- 1
60 -
50
40
30
20 -
10 -

EE (%)

1:0,5 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 1:6 1:10

Molar ratio Fpx: Sg

Figure 4. Encapsulation efficiency (EE) of Fpx within the X8g NPs. Fpx

concentration of 2.5 mg/mL. Data represent meanegat standard deviation (n = 6)
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To confirm these results, a direct method (elemeamalysis) was developed to determine the
amount of Fpx associated to the NPs in the petlbtained after ultracentrifugation. Elemental
analysis enabled determining four elements (carhgdrogen, nitrogen and sulfur) which were
assayed in the pellet and in the supernatant (stbhdd section). Carbon, hydrogen and nitrogen
are common to both S@nd Fpx, while only sulfur is present in Fpx. e telemental analysis of
the optimized NPs (ratio 1:6), all the four elensemere present, which clearly confirmed the
presence of Fpx. Calculations have shown that &) Ppx was associated with the NPs, whereas
20 % remained in the supernatants. This is in ageaé with the dosage of Fpx in the supernatant
using the Azure A assay (Figure 4) showing thahis case 85 % of Fpx was associated with the
NPs. Moreover, it was found that in the NPs, one fiplecule was associated to 8 Suplecules
and that in the supernatants, one Fpx moleculeasssciated to one S¢see Method section, §
4.5.8). Hence, the existence of strong interactloetsveen Fpx and Saould be confirmed, as

these components were always associated, evea sufiernatants.

2.4.2. Encapsulation efficiency of Fpx:Sgnanoparticles

For all the experimental conditions studied usimgsecond CSq, 5q less than 60 % of Fpx was
effectively incorporated into the NPs (Figure 5).donclusion, among the two CSq synthesized

here, S§was the most adapted to encapsulate efficienty(Ef over 80 %).
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Figure 5. Encapsulation efficiency (EE) (%) of Fpx withiretfrpx:Sd* NPs with different
ratios. Fpx concentration in the NPs suspensioafi2.5 mg/mL. Data represent mean

values + standard deviation (n = 6)

2.5. Supramolecular organization of the Fpx:®anoparticles

The morphology of the optimized Fpx:SNPs (molar ratio Fpx to Sepf 1:6) was investigated
by cryo-TEM (Figure 6a). The Fpx:S&IPs had a regular spherical shape with an inneiofe
type” structure. Synchrotron small-angle X-ray smang (SAXS) was used in conjunction to
cryo-TEM to provide a better insight into the supodecular organization of the NPs. A repeat
order was observed around g = 0.18d%h the scattering curve obtained with the NPsyfEdc).
Supposing a lamellar organization, a thicknessbofut 48 A of the lamella could be estimated
from the peak at 0.13°A This pattern is consistent with the interlameti&stance measured on
the cryo-TEM images (45-50 A, Figure 6a). Takindoiraccount these considerations, the
hypothesized supramolecular organization of the:F@xNPs is represented in Figure 6b.
Possibly, the “onion”-like structure consists ofdngted layers of Fpx interacting with layers of
Sq’. Presumably, both Fpx-Selectrostatic interactions and "S§q" hydrophobic interactions
play a role for maintaining the cohesion of thesgeanblies. However, further studies would be

needed to fully unravel the supramolecular orgamnaof the NPs.
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Figure 6. Supramolecular organization of Fpx’S§Ps at a ratio 1:6: a) cryo-TEM image; b)
hypothetical organization of Fpx and*3g aqueous phase showing ion pair formation (Fg%:S

and stabilization by interaction between lipophdgualenoyl derivatives and ¢) SAXS pattern

2.6. In vivo anticoagulant activity

The anticoagulant activity of the optimized Fpx:Sxgueous nanoparticulate suspensions was
evaluatedin vivo after oral and intravenous (IV) administrationnrale Sprague-Dawley rats.
Blood samples were periodically taken and the ptasoncentration of active Fpx was estimated

using an anti-FXa assay.

Figure 7A shows the plasma concentration-time |@raff free Fpx (saline solution) as compared

to encapsulated Fpx after IV administration. Botlfipes were very similar, with maximum
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plasma concentration {&) of 0.16 mg/L and 0.12 mg/L for free Fpx and encidgied Fpx,
respectively. These results showed that the Fpocaged to the NPs could be released quickly in
the blood, resulting in an anticoagulant activityitar to free Fpx. These data prove that Fpx

could be effectively dissociated to the" apieties in the blood stream.

Figure 7B shows the plasma concentration-time lgrafi free Fpx (saline solution) as compared
to encapsulated Fpx after oral administration. Apeeted, Fpx in saline solution was not
absorbed. The concentration-profiles were similarthe control group. On the contrary,
administration of nanoparticulate suspensions ai thistinct concentrations resulted in an
increase in plasma concentration of Fpx (Figure 7B NPs containing Fpx doses of 25 mg/kg
and 50 mg/kg showed &« of about 0.11 mg/L and 0.22 mg/L, respectivelyhwé time to
maximum plasma concentration,{}) of around 60 min in both cases. These resultsaled a
dose-dependent increase igacwhereas the time to reach maximal concentratigr,)was
dose-independent. Noteworthy, the,Cobtained after oral administration of 50 mg/kg Rk

was close to the prophylactic plasma concentrate®ded in the venous thromboembol8m

It was concluded that the newly developed nanapdaie system could improve the oral delivery
of Fpx as compared to the free Fpx. However, theolake bioavailabilities still remained low
(around 0.3 %) probably due to the instability pikFSd at the acidic pH of the stomach which

could be improved in the future by the developnwéra pH resistant solid dosage form.
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Figure 7. Plasma Fpx concentration versus time profiles df r@A) after intravenous
administration of saline solution of Fpx (200 ugd/Ke-A--) and aqueous suspension of NPs
(200 pg/kg) —e— ) (n=3 for each studied group) anéraftral administration of saline solution
of Fpx (50 mg/kg) --a-- ), aqueous suspension of NP&5amg/kg (—e - ) and 50 mg/kg

( —=— ) and control solution-->0--- ) (n=4 for each studiedup)

3. Conclusion

In this study, a new approach to form squalenesasanoparticulate delivery system was
developed to allow the oral absorption of the aagulant, Fpx. Self-assembled NPs were
obtained by electrostatic interactions betweerooatisqualenoyl derivatives and the polyanionic
pentasaccharide. Optimized formulations with” 8@gre monodisperse, stable over storage and
possessed a mean diameter in the range of 150f@&uiable for the oral route. A multilamellar
supramolecular organization has been shown in €tBfgtand SAXS.

This nanopatrticulate system allowed the oral alisormf Fpx with improved pharmacokinetics
in a dose-dependent profile. This approach operchafjenging perspectives for the oral delivery

of Fpx.
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4. Experimental section

4.1. Drugs and chemicals

Fondaparinux (Fpx, Arixtf§ 10 mg/ 0.8 mL) was purchased from GlaxoSmithKIifu).
Squalene (SQ) was purchased from Sigma-Aldrich GtenCo. (France), lithium chloride and
trimethylamine hydrochloride from Alfa Aesar (Fra)cAcetone, absolute ethanol, diethyl ether,
dimethylformamide and dichloromethane were obtaifnech Carlo Erba (Italy). Filtered MilliQ

water (Millipore®, France) was used.

4.2.General

IR spectra were obtained as solid or neat liquidaofourier Transform Bruker Vector 22
spectrometer. Only significant absorptions aredisThe'H and*C NMR spectra were recorded
with Bruker Avance 300 (300 and 75 MHz, fét and*C, respectively) or Bruker Avance 400
(400 and 100 MHz fotH and™*C, respectively) spectrometers. Mass spectra veeaded with a
Bruker Esquire-LC instrument. Elemental analysesevperformed by the Microanalysis Service
in ICSN — CNRS, Gif-Sur-Yvette - France. Analyti¢hin-layer chromatography was performed
with Merck silica gel 60§, glass precoated plates (0.25 mm layer) and Mdrgkiaum oxide
60F254 neutral sheets. Column chromatography wdisrpeed with Merck silica gel 60 (230-400
mesh ASTM) and Fluka aluminum oxide type 507C redukll reactions involving air- or water-
sensitive compounds were routinely conducted imeowe flame-dried glassware under a positive
pressure of nitrogen. Except as otherwise indicaddldreactions were carried out in distilled
solvents. Triethylamine was distilled over calcibgdride. Chemicals obtained from commercial

suppliers were used without further purification.

158



Chapitre 2 - Synthese, caractérisation et évaluatiovivo

4.3. Synthesis and characterization of 3q

(4E,8E,12E,16E)-4,8,13,17,21-pentamethyldocosa-4,8,12,16,20-pemtdey!

methanesulfonate (5):To a stirred solution of trisnorsqualene alcohdb82 mg, 1.5 mmol) in
anhydrous CECI, (7 mL) at 0°C, was added DMAP (10 mg) and dropwisethylamine (224
mg, 2.2 mmol) followed by methanesulfonyl chlori@d5 mg, 1.8 mmol). The mixture was then
slowly raised to room temperature and stirred for. Zhe reaction was then quenched with brine
and the mixture was extracted with &Hb (4 x 50 mL). The combined organic extracts were
washed with brine, dried over Mg%QGand concentrated in vacuo. The crude 1,1'2-
trisnorsqualenyl methanesulfona{®) (695 mg, 85 %) was used directly without further
purification.

'H NMR (300 MHz, CDCJ) &: 5.14-4.96 (m,5H, CHinyl), 4.12 (t, 2HJ = 6.5 Hz, G1,0), 2.91 (s,
3H, CHsS0O,), 2.08-1.90 (m,18H, CH), 1.90-1.76 (m, 2H, CH MsOCHCH,), 1.58 (s, 3H,
HC=C(CHs),), 1.53 (s, 3H, 15H, HC=C(€:)CH))

¥C NMR (300 MHz, CDGJ) &: 135.1 (Cq), 134.9 (Cq), 134.8 (Cq), 132.8 (C®1.2 (Cq), 125.8
(CH), 124.5 (CH), 124.4 (CH), 124.2 (2 CH), 69.H(CH,0Ms), 39.7 (2 CH), 39.6 (CH), 37.3
(CHs; OSOCHs), 35.1 (CH), 28.2 (2 CH), 27.2 (CH), 26.7 (CH), 26.6 (CH), 26.5 (CH), 25.6

(CHs HC=C(CH>),), 17.6 (CH), 16.1 (CH), 16.0 (3 CH), 15.8 (CH)

(6E,10E,14E,18E)-22-Chloro-2,6,10,15,19-pentamethyldocosa-2,6,10,18-pentaene (6)To a
stirred solution of trisnorsqualenyl methanesulfen®) (500 mg, 1.08 mmol) in anhydrous DMF
(5 mL) was added LiCl (456 mg, 10.8 mmol). The tacmixture was heated at 80°C for 2 h.
After cooling to room temperature, the mixture wascentrated under reduced pressure. The
residue was taken in water then extracted wigthyl ether (5 x 12 mL). The combined organic
phases were dried over MgaJiltered and concentratesh vacuo The crude product was
purified by chromatography on silica gel (cyclohes#tOAc, 98:2 v/v) to give the 1-
chlorotrisnorsqualene) as a colorless oil (377 mg, 86 %).

IR (neat, crit) v = 2855-2970, 1441, 980, 832
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'H NMR (300 MHz, CDC)) &: 5.25-5.02 (m, 5H, CHinyl), 3.56 (t, 2H,J = 6.7 Hz, G4,Cl), 2.20-
1.91 (m, 18H, Ch), 1.85-1.90 (m, 2H, CICHCH,), 1.61 (s, 3H, HC=C(B,),), 1.53 (m, 15H,
HC=C(CH3)CH),)

¥C NMR (300 MHz, CDGJ) &: 135.1 (Cq), 134.9 (Cq), 134.8 (Cq), 133.0 (C®1.2 (Cq), 125.6
(CH), 124.5 (CH), 124.4 (CH), 124.3 (2 CH), 44.3#CCH.CI), 39.8 (2 CH), 39.7 (CH), 39.6
(CHp), 36.6 (CH), 30.8 (CH), 28.3 (2 CH), 26.8 (CH), 26.7 (CH), 26.6 (CH), 25.7 (CH,

HC=C(CHy),), 17.7 (CH), 16.0 (CH), 15.9 (2 CH)), 15.8 (CH)

Trimethyl[(4 E,8E,12E,16E)-4,8,13,17,21-pentamethyldocosa-4,8,12,16,20-pemide

yl]Jazanium chloride (2): A 50 % aqueous sodium hydroxyde solution was (20 wés added
dropwise by mean of a dropping funnel to trimethyilee hydrochloride (3.0 g, 31.4 mmol)
placed in a distilled flask. The evolved trimethyiae gas was passed through a washed bottle
containing sodium hydroxide pellets and allowedtbble through 4.0 g of anhydrous ethanol
placed in another wash bottle and exactly weighidte obtained Mg\ (2.2 g, 37.2 mmol)
ethanol solution was added to 1-chlorotrisnorsqueal@) (300 mg, 0.71 mmol) in a screw cap
sealed tube equipped with a stirred bar. The m@actiixture was stirred at 100°C for 72 h. After
cooling to room temperature, the mixture was cotre¢éed under reduced pressure to provide the
tertiary ammonium salR as a pale yellow oil (294 mg, 98 %). The crudedpod was used
without further purification.

'H NMR (300 MHz, [D4] MeOH)3: 5.26 (t,J = 6.0 Hz, 1H, CHvinyl), 5.25-5.15 (m, 4H, CHhtinyl),
3.40-3.30 (M, 2H, M@CH,), 3.21 (s, 9H, (B3)sN"), 2.20-1.80 (m, 20H, CH, 1.69 (s, 6H, Ch),
1.62 (s, 12H, Ch

%C NMR (300 MHz, [D4] MeOH)5: 136.8 (2Cq), 1.36.7 (Cq), 134.7 (Cq), 132.8 (AP8.1 (CH),
126.45 (CH), 126.4 (CH), 126.3 (2CH), 68.5 (CBH,NMe;), 54.5 (CH, N(CH3)s) 54.45 (CH,
N(CHs)s) 54.4 (CH, N(CHa)s) 41.7 (2CH), 41.6 (CH), 37.9 (CH), 30.1 (2CH), 28.7 (CH), 28.4
(CH,), 26.8 (CH HC=C(CH3),), 23.1 (CH), 18.7 (CH), 17.1 (3CH), 16.7 (CH)

MS (ESI):m/z(%) = 428 (100)

Anal. Calcd for GoHs4CIN (%): C 77.62, H 11.73, N 3.02. Found: C 77241,1.71, N 2.90
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4.4. Synthesis and characterization of Sg|

(4E,8E,12E,16E)-20-(Methanesulfonyloxy)-4,9,13,17-tetramethylic@s4,8,12,16-tetraen-1-yl
methanesulfonate (8):To an ice-cooled stirred solution of 1.20-bispdssqualene alcohol7)
(1.2 g, 3.30 mmol) and few crystals of DMAP (10 niganhydrous CkCI, (20 mL) was added
dropwise triethylamine (1.27 mL, 9.90 mmol) follodvby methanesulfonyl chloride (564 ul, 7.92
mmol). The reaction mixture was stirred at room genature for 4h and water (40 mL) was
added. The mixture was extracted with CH (4 x 30 mL). The combined organic extracts were
washed with brine, dried over Mg®@nd concentrated in vacuo. The residue was pdriie
flash chromatography on silica gel (AcOEt/cyclohexdl:2) to provide pure bis-mesyla&8eas
colorless oil (800 mg, 67 %).

'H NMR (300 MHz, CDC)) &: 5.09-5.06 (m, 4H, CHinyl), 4.10 (t, 4HJ = 6.5 Hz, G,0Ms), 2.93
(s, 6H, G4,S0,), 2.05-1.89 (m, 16H, CH 1.73-1.82 (m, 4H, B,CH,OMs), 1.53 (s, 12H,

HC:C(O'|3)CH2)

Trimethyl[(4 E,8E,12E,16E)-4,9,13,17-tetramethyl-20-(trimethylazaniumyl)icoa-4,8,12,16-
tetraen-1-yllazanium dimethanesulfonate (3):A solution of MgN (4.0 g, 67.7 mmol) in
ethanol (9 mL) was added to bis-trisnorsqualenyhaegsulfonaté (650 mg, 1.22 mmol) in a
screw cap sealed tube equipped with a stirred theer ré&action mixture was stirred at 100 °C for 5
days and treated as described above for compptmgield salt3 (600 mg, 92 %).

'H NMR (300 MHz, [D4]MeOH )3: 5.09-5.29 (m, 4H, CH vinyl), 3.29-3.42 (m, 4H, 2}13.18

(s, 18H,J = 6.7 Hz, CHN+), 2,84 (s, 6H, CEB), 2.01-2.33 (m, 18H, CH2), 1.82-1.89 (m, 4H,
CH,), 1.41-1.76 (m, 12H, CHl

Anal. Calcd for GzHsgN206S, (%): C 60.15, H 10.41, N 4.38, O 15.02, S 10.@zurfd: C 60.06,

H 10.50, N 4.38, O 15.62, S 9.03
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4.5. Preparation and characterization of the nanopestic

4.5.1. Preparation of the nanopatrticles

In order to prepare NPs, various amounts of @33 to 13.43 mg) were dissolved in different
volumes (0.1, 0.3, 0.5 and 1 mL) of solvent (acetonabsolute ethanol), $q0.46 to 5.55 mg)
were dissolved in 0.1 mL of absolute ethanol. The:§d and Fpx:S§ NPs were prepared by
nanoprecipitation. Briefly, 0.1 to 1 mL of Sqr Sd* were added drop-wise under stirring (500
rpm) into 1 mL of aqueous solution of Fpx (2.5 mbJmNPs formation occurred spontaneously.
Solvent was then evaporated using a RotaVa@rchi, France) and the nanoparticles suspension
was stored at 4°C until further use.

The obtained NPs were then ultracentrifuged at@®&Dx g for 150 min at 4°C to isolate the

supernatants.
4.5.2. Physicochemical characterization of the nanopaetcl

Quasi-elastic light scattering (QELS):

The mean size and polydispersity index of the NEsewdetermined at 25°C by QELS using a
nanosizer (Zetasizer Nano 6.12, Malvern Instrumdrts, UK). The measurements were
performed in triplicate, after 1/10 dilution of tiPs with MilliQ® water. The zeta potential was
determined using a Zetasizer (Zetasizer 4, Malhestruments Itd., UK) after 1/20 dilution of 1

mL of the NPs suspensions in 1 mL of an aqueousgisalof KCI (1 mM).

Cryogenic transmission electron microscopy (crydvilE

The morphology of the optimal formulation of NPXESq 1:6) was visualized using cryo-

TEM. 4 uL of aqueous NPs suspension was placedddmiesh R2/2 Quantifoil coated copper
grids (Quantifoil, Germany). The excess amounigfitl was then blotted with a Whatman No.5
filter paper, and the grids were rapidly plungetbia liquid ethane bath at -180°C using a Leica

EMGP Plunge Freezer (Leica Mikrosysteme GmbH, AalstrAfterward, the grids were
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constantly maintained in liquid nitrogen and callgftransferred to a Gatan 626 DH cryoholder
(Gatan, USA). Preparations were examined at -180R8 a cryo-TEM Jeol 2010 F electron
microscope (JEOL, USA) operating at an acceleratolitage of 200 kV. Images were recorded

with 1-5 pm of underfocus under low-electron-doseditions on DigitalMicrograph 2.0.

Small-angle X-ray scattering (SAXS):

The structure of the Fpx:SdNPs (ratio 1:6) was further investigated by SAXSay scattering
experiments were performed on the Austrian synotimobeamline at ELETTRA and on the
SWING beamline at SOLEIL. The scattered intensigsweported as a function of the scattering
vectorq = 4p sing/l,where2q was the scattering angle anthe wavelength of the incident beam.
For both instruments the calibration of theange was carried out with silver behenate.

The Austrian SAXS beamline was operated at 8 keA)XS patterns were recorded using a
position sensitive linear gas detector, argon-regidled, with sample-detector distance of 1 m.
Exposure times were typically 300s. On SWING beaenloperated at 11 keV the data were
collected by a two-dimensional CCD detector. Initgngalues were normalized to account for
beam intensity, acquisition time and sample trassion. Each powder-like diffraction pattern,
displaying a series of concentric rings, was th@agrated circularly to yield the intensity as a

function ofq.

4.5.3. Stability measurements

The physicochemical stability of the NPs was mameitiofor their size and polydispersity index by

QELS for 5 days at 4 °C.
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4.5.4. Determination of the encapsulation efficiency oihdaparinux into

nanoparticles

In order to determine the amount of Fpx associatéti the NPs, NPs suspensions were
ultracentrifuged at 230000 x g for 150 min at 4%he supernatant was withdrawn and the
concentration of Fpx was determined (see followiagagraph).
The encapsulation efficiency (EE) is defined as:
EE = Jvenan 100

FPXota
where QFpXedimentS the percentage of the drug which was assocusitadthe NPs and QFpa

is the total amount of Fpx in the colloidal suspens

Fpx was measured using the Azure A colorimetrichoef>%. This method is based on the
measurement of the metachromatic activity of Fpththe dye, Azure A. Azure dye tightly binds
to Fpx, thereby shifting color from blue to viol®ractically, azure A was dissolved in water
(0.04 mg/mL) and 100 pL of this solution was adtedO pL of the supernatants recovered after
NPs ultracentrifugation into 96-well plate. Theioal density of the solution was measured with
a microplate spectra PR 2100 reader at 490 nm hedextinction was related to the Fpx

concentration using a calibration curve.

4.5.5. Elementary analysis

Elemental analyses were performed by the Microamal$ervice of ICSN — CNRS, Gif-Sur-

Yvette - France.

Composition of the Fpx:SoqNPs (%): C 64.65, H 9.72, N 2.90, S 4.91 whichrespond after

ChemDraw calculations to 8 Fpx for 1'S¢ 64.75, H 9.52, N 3.06, S 5.02

Compositions of the supernatant of the FpX:8&s (%): C 12.49, H 2.31, N 1.63, S 6.14 which

correspond after ChemDraw calculations to 1 Fpxi.fédq: C 17.84, H 2.38, N 1.36, S 6.25
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4.6.In vivo studies

The animal experiments were carried out accordirthe principles of laboratory animal care and
European legislation (recommendation 2007/526/H®)e protocol ethics were institutionally
approved. Male Sprague-Dawley rats (250-300 g) wesed from thein vivo studies and

purchased from Harlan Laboratories.

The following formulations were administrated oyalb the rats (n = 4) with the help of feeding
needles (Harvard Apparatus, France): NPs at 25gn@§. Fpx) and 50 mg/kg (eq. Fpx); Fpx
aqueous solution at 50 mg/kg and isotonic sodiuloricte solution as control. The volume of the
administrated NPs was 1 mL per 100 g of the weigbditionally, a saline solution of Fpx and
Fpx:Sd NPs, both at 200 pg/kg (eq. Fpx) were injectechi@nously to the rats (n = 3) through

the tail vein.

Blood samples (450 pL) were taken from the juguians and mixed directly in the syringe with
50 pL 3.8 % (m/v) aqueous sodium citrate solutmprevent coagulation. Plasma was collected
after centrifugation at 2300 x g for 15 min andretbat -20°C until analysis. The anti-factor Xa
activity in plasma was determined using the chroemig substrate assay (STA Rotachfom
Heparin 8, Diagnostica Stago, France). This assdyased on the FXa binding with the Fpx-AT
complex. The FXa activity was measured using aiperomogenic substrate in the kit STA
Rotachrorf! Heparin 8 (Diagnostica Stago, France). In brief,u100f rat normal plasma was
introduced in each well of a 96-well plate. 20 pilsample was added in the wells, followed by
75 pL of substrat. After incubation at room tempeam@ for 3 min, the reaction was initiated by
the addition of FXa (75 pL) and was monitored amndiusly at 405 nm using a microplate spectra
PR2100 reader for 20 min. The Fpx plasma concéotran the sample was directly deduced

from a calibration curve.
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5. Supporting information

5.1. Variation of the volume ratio

The influence of the volume ratio acetone/water imasstigated on the molar ratio (Fpx to'Bq
of 1:3 (Table 2). For volume ratios below 0.5, Mies had mean diameter lower than 200 nm and
polydispersity index lower than 0.1. The physicouleal parameters tended to increase with

increasing the volume of acetone.

Volume ratio
(Acetone/ Water) d [nm] PDI
0.1 145+ 6 0.07 £0.01
0.3 153+9 0.09 + 0.02
0.5 170 £ 23 0.08 £0.01
1 372 +£32 0.20 £ 0.05

Table 2. Physicochemical characterization of the FpX:8kPs molar ratio of 1:3 with different
volume ratios (acetone/water) (mean values * standaviation, n = 6): measurement of mean

diameter (d) and polydispersity index (PDI)

5.2. Stability of the nanopatrticles

The physical stability in water during storage &€ 4vas studied in terms of change in particle
size (Figure 8). In the case of Fpx'Sthe mean diameter of all the NPs at molar rdielew 1:6
was stable in water for 5 days (results not shawrritfe molar ratios 1:0.5; 1:2; 1:3; 1:4 and 1:5)
(Figure 8A). For example, the mean diameters of Fp&:Sq NPs at the molar ratios 1:6
remained between 149 and 158 nm over 5 days. Tdiidis/ could be explained by the surface
charge of the NPs. Indeed, the zeta potential fothe molar ratios below 1:6 was around -60
mV. Due to this high zeta potential value reflegtan high surface charge, the repulsion between
the NPs ensured their stability. However, the Fgki8Ps at the molar ratios 1:10 and 1:20 that

had zeta potential close to zero were very unstdlile average particle size was increased from
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147 nm to 258 nm and from 184 nm to 308 nm for =A@ 1:20 molar ratios respectively over 5
days. All these results demonstrated the impatiieturface charge on the NPs stability.

In the case of Fpx: St} the stability could not be evaluated for the motgios greater than 1:4
due to the aggregation of the NPs soon after themation (Figure 8B). Thus, the stability was
investigated only on 24 hours for the molar ratlmsow 1:3. At high S§ contents, the
aggregation of the NPs continued to increase drealigtin water after 24 hours. However, at
ratios lower than 1:1, the NPs were stable overdaye Unfortunately, for all the ratios, the NPs

precipitated after only 48 hours.

A B
400 - 1200
1000 -
300 - 800 -
€
£ 600 -
©
200 400
200 + i’
100 0 T
0 1 2 3 4 5 0 1
Time (days) Time (days)

Figure 8. Stability in water at 4°C in terms of change ofamaliameter (d) of: (A) Fpx:SANPs
for over 5 days at different molar ratios: 1:1 (@e), 1:6 (blue), 1:10 (green), 1:20 (red) ; (B)
Fpx:Sq™ at 4°C on 24h at different ratios: 1:0.5 (black), (orange), 1:2 (white), 1:3 (grey). Fpx
concentration 2.5 mg/mL. Data represent mean valigandard deviations (n =4)

In conclusion, Fpx:SqNPs were remarkably stable for the molar ratidswel:6 over 5 days

whereas Fpx: Sg were stable only for 24 hours for the molar rabetow 1:1.
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5.3. Amount of fondaparinux incorporated into Fpx:®@noparticles

In the presence of sodium cholate at a concentratid0 %, the NPs were destructurated. QELS
measurements revealed the presence of two pomsdaiiover than 10 nm and around 50 nm) of
nanoparticles and/or aggregates (results not showhg destructuration of the NPs was

confirmed by the images obtained by cryo-TEM (Feg8y.

Figure 9. Cryo-TEM image of Fpx:Sq NPs after
destructuration by a solution of sodium cholate ¥d.Qw/v))

However, whatever the concentration of surfactamsed (PVA, sodium cholate), it was
impossible to totally diassemble the Fpx:$tPs. Therefore, it was not possible to determine b

this method the amount of encapsulated Fpx.
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L'objectif de cette étude a été de décrire la magepoint des nouvelles nanoparticules (NPs)
associées par couplage non covalent entre le famidap (Fpx) et le dérivé squalénique
cationique (S8 dans le but d'obtenir une forme orale efficacergadministration du Fpx. Dans

ce contexte, la stabilité colloidale des NPs a ttathord été évaluée par diffusion dynamique de
la lumiere dans des milieux gastriques et integiinaimulant le gradient de pH du tractus
gastrointestinal. L'étude a montré une stabilitédéidendante des NPs Fpx!SEn raison de leur
agrégation instantanée dans le milieu stomacaktatéd NPs ont été lyophilisées avec succes en
présence d'un cryoprotectant, le tréhalose a 2énfn) afin de les encapsuler dans des gélules
gastrorésistantes. L'enrobage entérique des g&uds réalisé avec un polymere gastrorésistant
de type Eudradt (Eudragif L100) par une technique d'immersion mise au paintsein du
laboratoire. Aprés optimisation du protocole d'&age, les gélules remplies du Fpx sous forme
libre ou encapsulé dans les NPs Fpx:8at été administrées a la dose de 10 mg/kg enpBpx
gavage oral a des rats. La concentration plasnegqu-px a ensuite été dosée par la méthode de
dosage chromogénique de mesure de l'activité amtitXetudein vivo a montré une faible
absorption orale du Fpx sous forme libre aprés agtnation orale chez le rat alors que les NPs
Fpx:Sd ont permis d'améliorer considérablement I'absomptirale du Fpx avec une influence
positive de I'ingestion de nourriture. Une biodisfmlité absolue orale de 9 % a été obtenue avec
les NPs quand celles-ci ont été administrées dasgélules gastrorésistantes. L’ensemble de ces
résultats démontre que ce nouveau systeme narmyaire présente un fort potentiel pour

améliorer I'absorption orale du Fpx.
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Abstract

Fondaparinux (Fpx) is a drug of choice in the a@gulant therapy. However, its absorption
across the gastrointestinal tract (GIT) is limiteyl its high molecular weight and its elevated
anionic charge. This study describes the designookl nanoparticles (NPs) based on a non-
covalent coupling between a cationic squalenoyivdéve (Sq) and Fpx in order to improve its
oral bioavailability. The Fpx:Sq nanoparticles (Fpx:Sq NPs) were prepared by
nanoprecipitation. The two components self-assetnlde water thanks to electrostatic and
hydrophobic interactions which led to the formatminmonodisperse NPs in the size range of
150-200 nm and stable in water for over 40 dayabifty studies in simulated GIT media showed
that Fpx:S¢ NPs had a pH-dependent colloidal stability. Du¢hteir aggregation in gastric acid
medium, the Fpx:SqNPs were freeze-dried to allow their incorporation enteric-coated
capsules. Fpx:SqNPs have been successfully freeze-dried with loska(20 %, w/w) as
cryoprotectant. Capsules were filled with the feedried NPs and coated with an enteric
polymer, Eudragft L100 by an immersion technique. The concentratbrFpx in systemic
circulation followed by oral administration of eritecoated capsules was estimated using factor
Xa (FXa) chromogenic assay. As expected, no snti anticoagulant activity was detected after
oral administration of the free-form of Fpx in ratshereas Fpx:SqNPs showed a clear
enhancement of oral absorption of Fpx, which waghé&r improved in fed rats. An absolute
bioavailability of 9 % was obtained. These resgliggest that the newly developed squalenoyl

NPs are a potential delivery system for oral adstiation of Fpx.

Keywords: anticoagulant; fondaparinux; squalenesefe-dried nanoparticles; enteric-coated

capsules; oral absorption
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1. Introduction

Thromboembolic diseases are a leading cause ofidiyrand mortality [1-2]. They are caused
by the formation of blood clots in the arterial ctitation (arterial thrombosis) or venous
circulation (venous thrombosis) which often brefifkamd travel to other areas of the circulation.
They can cause organ damage or death. Venous tbesntimlism (VTE) is consisting of deep
vein thrombosis (DVT) and its main complication,lmpanary embolism (PE) [3]. It has been
estimated to be the third most common cardiovasciéarder after ischaemic heart diseases and
stroke worldwide [4]. Atrial fibrillation (AF) ishe most common cardiac arrhythmia affecting an
estimated 4.5 million people in Europe and 5.1igmllin the USA [5]. Its frequent complication
is arterial embolism which can lead to stroke @tamic embolism [6]. Anticoagulation remains
the therapy of choice for prevention and treatnwérthese venous and arterial thromboembolic
disorders [1-2]. For many years and until todayédna and vitamin K antagonists (VKA) are the
primary treatments [2,5,7]. Unfractionated hepdlifrH) and its low molecular weight heparin
(LMWH) represent the anticoagulant of choice in rth@nd medium-term prevention and
treatment of VTE [8]. They are extracted from aritisues such as porcine intestine or bovine
lung. Due to their high molecular weight and thaiionic charge, UFH and LMWH are
administered by parenteral route. Their anticoaguativity is the consequence of their binding
with the enzyme inhibiting coagulation, antithromb{AT) which leads to inactivation of
thrombin and other proteases involved in bloodticigi most notably factor Xa (FXA) [8].
However, after administration of heparin, there as&s of bleeding, osteoporosis and heparin-
induced thrombocytopenia (HIT) which is reducedmiMWH [8]. VKA are the cornerstone for
long-term treatment of VTE and prevention of thrasik in patients with atrial fibrillation [9].
VKA have been available for more than 60 years &ede the only oral anticoagulants. Their
anticoagulant effect is related to an interferewdt they-carboxylation of vitamin-K dependent
coagulation factors [9]. However, these drugs haeweral drawbacks like unpredictable

pharmacokinetics and pharmacodynamics, a narrowapkatic window, multiple drug-food,
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drug-drug interactions and inter- and intraindiatvariability in dose response [9]. Over the last
ten years, the development of new molecules pramadtie inhibition of the coagulation factor,
FXa has revolutionized the anticoagulant therapedondaparinux (Fpx) is the first selective
FXa inhibitor used as antithrombotic agents [10§. WFH and LMWH, Fpx is widely used for
prevention and treatment of venous and arteriadntiwotic diseases [11]. Fpx is a synthetic
chemical entity. Its structure corresponds to thpahin pentasaccharide sequence that mediates
its interaction with AT[12]. Due to its structural homogeneity and itat@ynthesis, Fpx avoids
the possibility of animal sources contaminants #&ad predictable pharmacokinetics which
permits once-daily dosing without the need for ireifaboratory monitoring [13]. However, like
heparin, the polyanionic character of Fpx limits aral passage through the intestinal epithelial

barrier. Consequently, Fpx is administrated by stdoeeous injection [14].

Without context, oral delivery of drugs is the meéd mode of administration to improve patient
compliance. Therefore, the conception of engineatelivery systems to improve the oral
absorption of Fpx remains a tremendous challengeeRly, various oral FXa inhibitors have
been developed to replace VKES]. Although the new oral anticoagulants have &de effects
compared to VKA, they are equivalent to Fpx and LMWh terms of anticoagulant effect
[15,16]. Thus, for many years, several strategi@agehbeen considered to improve the oral
absorption of UFH and LMWH [17-30]. More recentigw attempts have been made in the case
of Fpx [31-34]. In the case of LMWH, most of thelidery systems use permeation enhancers
such as deoxycholic acid [17,18], papain [19], ldted polymeric adjuvants with glutathione [20]
or acylated nonr-amino acids [21-23]. Given the potential toxigiiyoblems of these compounds,
chitosan [24-27], polymeric [28,29] or lipid-basetiug delivery systems [30] have been

developed.

To address the challenge of developing an efficenal delivery system for Fpx, we have
investigated the non-covalent association of Fph wqualene (SQ) which in contrast to Fpx, is

very well-absorbed (over 60 %) in humans [35]. SQ@ inatural lipid precursor of cholesterol in
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sterol biosynthesis. Natural constituent of shawkrland olive oil, SQ is used as excipient in
many drugs formulations and improves the oral giigmr of active molecules whose therapeutic
efficacy is limited [35]. For these reasons, SQwigives have been covalently coupled to a series
of active molecules [36-37]. Remarkably, the SQebigugates self-organized in water as
nanoparticles (NPs) of around 200 nm [37]. For examin the case of gemcitabine, it has been
shown that the NPs made of squalenoyl gemcitabioeohjugates had dramatically increased

anticancer activity compared to free gemcitabirne38].

Very recently, we have developed a new nanopaatieusystem based on the formation of ion
pairs between SQ and active molecule without tredrnef covalent coupling [Chapter 2]. The
advantages of this approach are to avoid: i) famtglsynthesis; ii) the risk to lose activity oéth

drug by chemical modification and iii) problemsateld to incomplete degradation in biological
media. The first application of this concept wagfgened on Fpx. A lipophilic cationic

squalenoyl derivative, trimethyl(squalenyllammonighioride (S¢) was synthesized to enable
ion-pair formation with polyanionic Fpx [Chapter. 2Jke squalenoylated bioconjugates, Fpx and
Sq" self-assembled in water. The driving forces welecteostatic interactions as well as
hydrophobic interactions of Sgvhich led to the formation of monodisperse NP4%8-200 nm

average diameter size (Figure 1). However, a loai absorption was observed after oral
administration of the nanoparticulate suspensionsats probably due to an instability of the

system in the stomach [Chapter 2].

The aim of this study was to evaluate the potemtfahe Fpx:S¢ NPs filled in enteric-coated
capsules as an oral delivery system for Fpx. Pusiyoto thein vivo studies in rats, the
physicochemical stability of NPs was studied inevaind in different simulated pH conditions.
Furthermore, the NPs were freeze-dried and optihireterms of concentration and type of
cryoprotectant. The optimal freeze-dried NPs fomatiah was filled in hard gelatin capsules and

coated with an enteric polymer, Eudr&git100. The gastroresistance of the capsules was
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evaluated by dissolution in media at pH 1.2 and BiBally, the Fpx:StNPs filled in enteric-

coated capsules were evaluaitedivo after oral administration in rats.

0SO3Na

NaOzS” NH} ONa Na02C
Naogs
NH

H
NHSO3Na NaOs3S MeO
© 050,Na NaOsS

Fondaparinux Sodium (Fpx) Trimethyl (trisnor-squalenyl)ammonium chloride salt (Sq*)

Self-organisation in NPs
by nanoprecipitation method

b)

. Cryo-TEM image

zalrj

Figure 1. Schema of the formation of the Fpx'94Ps: a) Chemical structures of Fpx and Sq

and b) cryogenic-transmission electron microscapyo-TEM) image of the Fpx:SANPs

2. Materials and methods

2.1. Materials

Fondaparinux (Fpx, Arixtfy 10 mg/0.8 mL) was purchased from GlaxoSmithKIif#K).
Acetone, hydrochloric acid and isopropyl alcoholrevebtained from Carlo Erba (Italy), STA
Rotachrom Heparin “8from Diagnostica Stago (France). Glucose, glycerehalose, sodium
phosphate dibasic, sodium phosphate monobasicredl@nd citrate concentrated solution were

purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (FranEddered MilliQ water (Milliporé®, France)
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was used. Hard gelatin capsules (size 9el) andutapgeeding needle were purchased from
Harvard Apparatus (France). Eudragit L2G@as obtained as a gift sample from IMCD (France).
Trimethyl (squalenoyl) ammonium chloride ($qvas synthesized and characterized as reported
earlier [see chapter 2Male Sprague-Dawley rats (250 - 300g) were obtaifiech Harlan

Laboratories (France).

2.2. Preparation and characterization of Fpx:8gnoparticles

Nanoparticles with optimal compositions (molar gaffpx to S§ of 1:6) were prepared by
nanoprecipitation [Chapter 2]. Briefly, S¢8 mg) was dissolved in 0.1 mL acetone and added
drop-wise under stirring (500 rpm) into 1 mL of aqus solution of Fpx (5 mg/mL). NPs
formation spontaneously occurred. The solvent \uas evaporated using a Rotavdpand the

nanoparticulate suspension was stored at 4°Cfunrtfiler use.

The mean nanoparticle size and polydispersity indRBl) were determined at 25°C by quasi-
elastic light scattering (QELS) using a nanosiZatgsizer Nano 6.12, Malvern Instruments Ltd.,
UK). The measurements were performed in triplicategr 1/50 dilution of the NPs with MilliQ®

water. Nanoparticles of 150 nm were obtained wiltDa less than 0.1.

The zeta potential was determined using a Zetagagasizer 4, Malvern Instruments Itd., UK)
after 1/50 dilution of 1 mL of the NPs suspensiand mL of an aqueous solution of KCI (1

mM).

2.3. Stability studies of Fpx:Sqnanopatrticles

The stability of Fpx:StNPs was evaluated in water for over 40 days imseof variation of
particle size, PDI and zeta potential. It was gieoformed in simulated gastrointestinal tract

(GIT) pH conditions (simulated gastric fluid (SG) 1.2 and simulated intestinal fluid (SIF) pH
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6.0, pH 7.0 and pH 7.4) [18] for over 120 min irrme of changes of particle size and

polydispersity index. For this, the NPs were exadiat regular time intervals by QELS.

2.4. Preparation and characterization of freeze-dri@d$q nanopatrticles

The freeze-dried NPs were prepared by nanopretigitaTo prevent aggregation, different
cryoprotectants were used at distinct concentratauring the freeze-drying process. In order to
avoid the NPs dilution, the cryoprotectant wasatlyedissolved in the aqueous Fpx solution [39].
Briefly, cryoprotectant was added to an aqueoustieol of Fpx (5 mg/mL). At this aqueous
solution, S¢ (8 mg) dissolved in 0.1 mL acetone was added #isp-under stirring (500 rpm).
NPs formation immediately occurred. Acetone was tieaporated using a Rotavapot mL of
nanoparticulate suspension was then incorporategiags vials with flat bottom and frozen at -
18°C for 15 h. Vials containing the frozen nanoigattte dispersions were lyophilized using an
Alpha 1-2 LO plus freeze-drier to obtain the freezied Fpx:Sg NPs in powder form. The mean
particle size and the PDI of the freeze-dried Nt aehydration were measured by QELS using

a nanosizer (Zetasizer Nano 6.12, Malvern Instrumeta., UK).

The morphology of the NPs was visualized by cryagémmnsmission electron microscopy (cryo-
TEM). 4 pL of aqueous nanoparticulate suspensios placed on 200 mesh R2/2 Quantifoil
coated copper grids (Quantifoil, Germany). The egsc@mount of liquid was then blotted with a
Whatman No.5 filter paper, and the grids were dggtlinged into a liquid ethane bath at -180°C
using a Leica EMGP Plunge Freezer (Leica MikrosystésmbH, Austria). Afterward, the grids
were constantly maintained in liquid nitrogen aratefully transferred to a Gatan 626 DH
cryoholder (Gatan, USA). Preparations were examated 80°C with a cryo-TEM Jeol 2010 F
electron microscope (JEOL, USA) operating at arelecating voltage of 200 kV. Images were
recorded with 1-5 pm of underfocus under low-etattiose conditions on Digital Micrograph

2.0.
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2.5. Preparation of Fpx:Sd\Ps-filled enteric-coated capsules

The optimal formulation of lyophilized Fpx:ScNPs was incorporated within hard gelatin
capsules size 9el suitable for use in rats usimguaual capsule-filling device (Harvard Apparatus,
France). The NPs-filled capsules were then coatéd thie enteric coating polymer, Eudragit
L100® to achieve the gastroresistance characteristitsflyg the capsules were immersed in a 15
% (w/v) isopropanol solution of EudraBit.100 [40]. Two procedures were investigated. Trace
amounts (0.2 % v/v) of nile red, a dye was incoaped in the coating polymer solution to
visually observe the homogeneity of the capsule timgaand further evaluate their
gastroresistance. The stability of the coatingsmpty capsules was then evaluated in gradient pH
media, simulating the Gl environment at 37°C uralgitation at 200 rpm. The dissolution media

used were HCI solution at pH 1.2 (SGF) for 2h ahdgphate buffer at pH 6.8 (SIF).

2.6. In vivo study

The animal experiments were carried out accordirthe principles of laboratory animal care and
European legislation (recommendation 2007/526/H®)e protocol ethics were institutionally
approved. Male Sprague-Dawley rats (250-300 g) wseal for then vivo studies and purchased

from Harlan Laboratories.

Different enteric-coated capsules were administraigally to the rats (n=6 for each studied
group) with help of a feeding needle (Harvard Agpas, France): i) Fpx:Sd\NPs-filled enteric
coated capsules at 10 mg/kg (eq. Fpx) with fastetifad rats and ii) Fpx-filled enteric coated
capsules at 10 mg/kg. To estimate the absolutebaralailability of the Fpx:SgNPs, 200 pL of
sterile isotonic sodium chloride solution contamifpx (200 pg/kg) was injected intravenously in
the tail vein. Blood samples of 450 pL were takemf the jugular veins and mixed directly in the
syringe with 50 pL of 3.8 % (m/v) aqueous sodiutrate solution to prevent coagulation. Plasma

was collected after centrifugation at 2300 x g ¥6rmin and stored at -20°C until analysis. The
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anti-factor Xa activity in plasma was determinedhwa chromogenic substrate assay using a
standard kit (STA RotachrdirHeparin 8, Diagnostica Stago, France). The Fpxeoimation in
the sample was directly deduced from a calibratiamve. The area under the curve (AUC) of the
concentration-time profile was calculated with theapezoidal method. The absolute

bioavailability (F) was calculated according to tbkowing equation:

AUCoral N Doseiv
AUCiv  Doseora

F (%) = 100x

whereAUC(oral) is the area under the curve after oral adminisimadif Fpx:S¢ NPs AUC(iv) is
the area under the curve after intravenous admaish of the isotonic chloride solution of Fpx,
Dose(iv) is the intravenous administrated dose of the rmotehloride solution of Fpx and

Dose(oral)is the oral administrated dose of Fpx: StPs.

3. Results and discussion

Recently, we have described for the first time fbemation of NPs of Fpx and Sgaking
advantages of: i) electrostatic and hydrophobieraittions between Scand the negatively
charged Fpx using the nanoprecipitation method ignidtermolecular forces arising from the
self-assembly of Sgmolecules in aqueous media (Figure 1). Optimurno #&px to Sd of 1:6)
produced monodisperse colloidal suspensions of mdmameter around 180 nm with

encapsulation efficiency as high as 80 % [chapter 2

Our important goal here was to develop a new deliggstem to enhance the oral bioavailability

of Fpx, based on the use of these optimized NRst@further test itin vivo.
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3.1. Stability studies

For successfuh vivo preclinical studies, the stability of the NPs iadbe carefully investigated
in different media. In this respect, the stabilityFpx:Sg NPs was first evaluated in water for
over 40 days in terms of particle size evolutiomilé 1). The Fpx:SgNPs were remarkably
stable at 4°C, as their mean diameter increasedlygy3mB % after 40 days. These results could be
explained by considering the NPs’ zeta potentiatGf mV, which is among the highest (in
absolute value) ever reported for nanoparticulgs¢éesns. Indeed, the higher the absolute value of
Zeta potential, the higher the repulsive forcesvbenh the NPs. Electrostatic repulsive forces

minimize the risks of aggregation and flocculation.

Time 05 1 6 9 29 41
(days)
(n‘:n) 177 +2 177 +3 184 + 4 186 + 1 185 + 3 184 + 4

PDI  0.16+0.02 0.16+0.01 0.20+0.03 0.18+0.02 0.17+0.02 0.13+0.05

z

mv) -60 £ 5 -65+ 3 -67 4 -68 = 3 - -

Table 1 Stability in water at 4°C of the Fpx:S§Ps. Data represent means values + S.D. (n=4):
d, mean diameter; PDI, polydispersity index anceta potential

Furthermore, it was essential to evaluate the lgtabf the Fpx:S§ NPs at different pH values
corresponding to the physiological pH changes ex@iT. The size and the polydispersity index
of the NPs have been investigated over two houmsanibation in different media simulating the

pH environment in the GIT (Figure 2).

At pH 1.2 (simulating the pH in stomach), the mehameter of the Fpx:SqNPs increased
instantaneously from 187 nm to around 300 nm foldvby total aggregation within a few
minutes (Figure 2a). To explain this instabilitjeoshould consider that heparin is known to be

the most acidic polyanion molecule found in naf@®. It has acidic sulfates (with a pKa value
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ranging from 0.5 to 1.0) and two carboxylic groypsth a pKa value of 2.0-4.0) [25]. Fpx is a
synthetic analogue of the AT-binding pentasaccleafiiind in heparin [41] and is presumed to
have an acidity equivalent to heparin [25]. At a bR, the carboxylic group of Fpx (pKa 2-4)
could be protonated, leading to a diminution of theic interactions between Fpx and*Sq

followed by a NPs instability.

In contrast, the NPs stability was improved at bBrgpbH (Figure 2). For example, at pH 6.6
corresponding to the pH in the duodenum, both tkamdiameter and the PDI of the NPs had a
slight evolution (< 10 %) over 75 min of incubatioht pH 7.4 corresponding to the ileum and
end of jejunum, the NPs were destabilized (diameter PDI variation > 10 %) within 15 min. In
particular, the high PDI values (> 0.2) reflectde tpresence of several populations (NPs
aggregation). Finally, at a pH of 7.0 correspondmghe pH in the jejunum, the NPs were stable

over 60 min.

a) b)

114

09

0,7 -

Ve i —— X
B
___________ e A
-------- o — -9
TN e/ P
60 90 12(

i20
Time (min) Time (min)

Figure 2. Stability of NPs at the optimal ratio Fpx to*Sef 1:6 in terms of change of a) mean

diameter (d) and b) polydispersity index (PDI) iffetent pH environment simulating the GIT:

pH 1.20 (orange), pH 6.60 (green), pH 7.00 (blue) pH 7.40 (red). Incubation was performed at

room temperature. Data represent mean values H SIBj

Taking into account these stability studies in dated GIT conditions, the presumed behaviour

of the Fpx:S§ NPs over the GIT is schematically representedgnreé 3.
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—

Stomach
pH1.2
( % N Aggregation of NPs
Duodenum TR
pH 6.6
Colloidal stability of NPs over 75 min
...................................... Jejunum
pH7.0

—> Destabilization

End of jejunum / lleum
pH7.4

=7
Colloidal stability of NPs over 15 mif T~
—> Destabilization \ﬁ YF—/

® Fpx:SqdNPs
v Fpx

i Sq

Figure 3. Schematic illustration of the behaviour of Fpx:9§Ps in the physiological pH
corresponding to the various regions of the GIT

To consider an oral administration of FpxSgPs shown to unstable at gastric pH, it was
important to protect the NPs from the acidic enwin@nt. For this purpose, the Fpx:$¢Ps were

freeze-dried in order to be incorporated in entedated capsules.

3.2. Freeze-drying of Fpx:Smqanoparticles

Freeze-drying of NPs without cryoprotectant desitadd the colloidal suspensions and generated
the irreversible aggregation and/or fusion of nambgles (results not shown). Thus, it was
important to choose an optimal cryoprotectant feefing to protect the NPs’ fragile structure
against the mechanical stress due to ice crysiaisattion [40,43]. Mono-, di- or poly-saccharides
are commonly used cryoprotectants forming a glasayix upon water sublimation [39]. The
most common cryoprotectants, glucose, glyceroltegithlose were evaluated with regard to their
ability to preserve the size and the PDI of the Mfesr freeze-drying. Table 2 gathers the results

obtained as a function of the cryoprotectant comaéons.
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Before freeze-drying, the size of the NPs incredsed 150 nm to around 200 nm irrespective of
the type and concentration of the cryoprotectaat3able 2). Similar results have already been
reported in the case of the squalenoylated geniegatanoparticles [39]. It has been checked that
this increase in the size of FpxSgPs size did not induce Fpx release out of the (d&& not
shown).

The PDI drastically increased after freeze-dryiingm values less than 0.1 up to 0.4 (glucose 20
%, trehalose 30 %) (Table 2). In conjunction witle tincreased reported sizes in these cases
(Table 2), this is a clear indication of aggregagmhenomena leading to mixtures of several NPs
populations. It is clear from Table 2 that trehalag a concentration of 20 % was the best
cryoprotectant, as it preserved the size and PDthefnanoparticulate suspensions. The good

cryoprotective ability of trehalose has alreadyrbpeved with SQ-based NPs [39].
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Before freeze-drying After freeze-drying and

rehydration
Cryoprotectant [Crizp(ﬁfv(;tam] (n?n) PDI (n(:n) PDI
Glucose 5 204 £5 0.07+£0.01 Incomplete redispersi
10 204 £5 0.09 +0.02 259+9 0.28 + 0.05
20 206 £ 3 0.06 + 0.01 256 + 15 0.40 £0.04
Glycerol 5 203 £6 0.09 £0.03  Incomplete redismars
10 206 £ 5 0.14 +0.03 271 +£12 0.31+£0.03
20 208 £ 2 0.08 + 0.02 206 + 3 0.24 +0.04
Trehalose 25 208 + 2 0.08 £ 0.02 186 + 3 0.24040.
5 206 £ 5 0.14 +0.03 261 £ 12 0.31+0.03
10 203 +6 0.09 +0.03 200 + 15 0.32£0.03
15 204 +5 0.09 +0.02 209+9 0.24 +0.05
20 195+1 0.07 £0.01 198 +1 0.12+0.03
30 204 £5 0.09 +0.02 256 + 15 0.40 £ 0.04

Table 2. Influence of the cryoprotectant at various congigns on the physicochemical
characteristics of the Fpx:S§iPs (n = 4). Data represent means values + S,nedn diameter;

PDI, polydispersity index

Furthermore, the morphology of the NPs before dtet &eeze-drying using trehalose 20 % was
studied by cryo-TEM. As previously reported [Chap®], before freeze-drying, the NPs
presented a lamellar-type structure (Figure 4ag §dme type of structure has been observed also
after freeze-drying and reconstitution in waterg(ffe 4b). In conclusion, the freeze-drying

process did not alter the “onion”-type NPs struetur
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Figure 4. Cryo-TEM images f Fpx:Sd NPs with 20 % (w/w) trehalog@) before and (B) after
freeze-drying

3.3. Optimization ofznteri-coated capsules

In a first attempt, the freezried NPs filled in capsules were coatedan industrial pan coatt
where they were sprayedgith an enteric polyme Unfortunately,heating during the coatin

irreversibly aggregated the F:Sc* NPs (data not shown).

To avoid NPsaggregation, th enteric coating was carried ou an alternatie method consisting
in immersingat room tempeiturethe capsules into an alcoholic solutior an enteric polym,
Eudragif L100. Eudragft is an anionic copolymer based on methdc acid and methy
methacrylate with a ptdepenient drug release. Eudragit LTOB insoluble n the acidic stomach
environment, while it is solue in buffer solutions above pH 6.44]. The enteric coating we
obtainedby immersing the casules into a - % (w/v) isopropanol solutionf Eudragit L10® at

room temperature [40]. Twooatingprocedures were emaned. The firstwas to immerse tr
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capsule ten times by an end side whereas the seeasido immerse the capsule five times in
each end side. To observe the homogeneity of gdtireg coatings, a dye, nile red was added to
the alcoholic solution. By macroscopic observatitwe, capsules seemed homogenously coated.
The enteric-coated capsules were evaluated ingrapgH media simulating the GIT environment
at 37°C. In the first procedure repeated in thriélerént experiments, only three out of the six
coated capsules (50 %) resisted to the acidic emvient (pH 1.2) during 2 h. Those were
dissolved at pH 6.8 after 30 min. On the contraiging the second procedure, enteric coatings
were achieved for all the capsules. These reshtisvad the necessity to coat the capsules by
immersing them at both sides to achieve coatingteed in acidic conditions (pH 1.2). Changing
the immersion side of the capsule gave better ienteated capsules than the immersion protocol

with always the same side.

3.4. Oral administration of Fpx:Smqanoparticles-filled enteric-coated capsules

In order to prevent the NPs degradation in gastéglium, the freeze-dried Fpx:ShHPs were
filled into Eudragit L108 coated capsules as previously described abovetogaio with
immersion in both sideshn vivo studies were performed to evaluate the anticoagaletivity of
free Fpx and Fpx:SoNPs suspensions, both filled in enteric-coatedsal@s. The capsules were
administrated orally in male Sprague-Dawley ratslescribed in Materials and Method section.

The plasma concentration of Fpx was estimated ubm@nti-FXa chromogenic assay.

Figure 5 shows the concentration-time profiles ofefform of Fpx and Fpx-loaded NPs
administered orally in enteric-coated capsules. &yvlow plasma Fpx concentration was
observed in the rats orally treated with the Euidra§00®-coated capsules filled with the free-
form of Fpx (Guax Of around 0.5 mg/L). On the contrary, oral adnmmaigon of enteric-coated

capsules filled with Fpx-loaded NPs showed a maxinplasma concentration of 0.44 mg/L at 3

h post-administration (Figure 5). The area underpglasma Fpx concentration versus time curve,
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AUC (.sny Was 38.73 = 19.01 mg.min/mL which corresponded twoavailability of 9.01 + 2.60
%. Compared to the oral absorption of nanopartieukuspensions where theg,] was 1h
[Chapter 2], the maximum plasma concentration watained with enteric-coated capsules at 3h
and the bioavailability was increased by a facta3® It can be concluded that the use of enteric

coatings delayed the Fpx absorption and improvedthl bioavailability of Fpx.

Moreover, in order to determine the influence adoon oral absorption of Fpx, the NPs were
administered orally to fasted rats (Figure 5). Tasted rats orally treated with the Eudragit L300

coated capsules filled with Fpx-loaded NPs resultea maximum plasma concentration of 0.23
mg/L at 2h post-administration, whereas oral adstiation to fed rats showed a maximum
plasma concentration at 3h after treatment (Figi)reThe maximal plasma Fpx concentration
decreased by 48 % with fasted rats. Thus, we caaolwde that in our study, food enhanced the

oral absorption of Fpx and delayed the peak plasmnaentration.

It can be noted that the groups treated with esytmyated capsules filled with Fpx loaded-NPs
show a high interindividual variability. This coulte explained by the variation of physiologic
volumes in rats which could cause an incompletéspedision of NPs in some rats. Moreover,
heterogeneities in the enteric coating may haveriboted to this interindividual variability.

However, such a high variability has already begported in the case of other Fpx delivery

systems [32-34].
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Figure 5. Plasma Fpx concentration versus time profiles ¢ &fter oral administration of
Eudragif L100-coated capsules filled with: i) free-form Fpx (10 mg/kg) -=-k=- ), fasted rats;

i) freeze-dried NPs in fastec—®— ) and fed re—¢— n3{§ for each studied group); control
groups —O0—)

Fpx:Sq loaded NPs with enteric-coated capsules reacteedatige of prophylactic concentration
in plasma [31]. In comparison to the oral deliveygtems of Fpx described in the literature, the
absolute bioavailability of the Fpx:SdNPs was lower than most other systems [32-34] but
appropriate comparisons cannot be made, as theabmodels and the methods of administration
were different. For exemple, Meissonnétral. and Leonarekt al. have used a dog model [33,34]
and intraduodenal administration which overcomesphssage through the gastric barrier [33].
Nevertheless, in comparison to the oral delivergtays administrated orally in rats, the
bioavailability of Fpx:S§ NPs (9 %) is higher than that of the oral solidatpe forms (4.4 % for
the tablets) [31] but lower than that of the catodipid nanocapsules (21.2 %) [32]. Therefore,
furtherin vitro studies are necessary to explore the mechanigpassfige of Fpx:S&NPs across

the GI membrane to optimize this novel oral delpgystem.
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4. Conclusions

A novel delivery system has been developed toieffity entrap Fpx (loading of around 39 %
w/w) into SQ-based NPs where electrostatic anddpfurbic interactions ensure the cohesion of
the assemblies. This study has shown that theligtabi the Fpx:S§ NPs was pH-dependent.
Due to the instability of the Fpx:SdNPs at a pH corresponding to the gastric envirartee
NPs were freeze-dried to enable their administnaiio enteric-coated capsulds. vivo studies
revealed an enhancement of oral absorption of Hmkeed, Fpx in free form did not cross
efficiently the intestinal barrier. In contrast, " eaded NPs in enteric-coated capsules enabled to
reach the range of prophylactic concentration gspla, with bioavailabilities of around 9 %.

With further studies, this system has potentialiappon for the oral delivery of Fpx.
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Chapitre 4 - Etude de passage in vitro

L'objectif de cette étude était de comprendre leanisme de passage du fondaparinux (Fpx) sous
forme libre et encapsulé dans le nouveau systémepaaticulaire a base de squaléne (Fpk:Sq
NPs) au sein de la barriére intestinale. Dans ogegte, des expériencesvitro ont été réalisées

au sein de l'intestin du rat en utilisant le modi#dda chambre d'Ussing. Les flux bidirectionnels
(du compartiment muqueux vers sereux et du conmpanti séreux vers muqueux) du Fpx et des
Fpx:Sd NPs ont été évalué a 37°C et a 4°C, dans un nplgsiologique de pH 6,8, en présence
ou non d'un inhibiteur de la P-gp, le vérapamiltt€étude a tout d'abord confirmé les études
vivo présentées au chapitre précédent. En effet, Eagasdu Fpx a travers la barriere intestinale
est significativement augmenté lorsqu'il est sausé nanoparticulaire par rapport a la forme
libre (det= 0,05 = 0,03 mmol:hcm? pour Fpx sous forme libreersus0,48 + 0,17 mmol.f.em?

pour des NPs de Fpx:§gp<0,05). Par ailleurs, cette étude a permis égaié de mettre en
évidence des premiers €léments de réponse quanéeanisme de transport du Fpx lorsqu'il est
associé ou non au dérivé squalénique cationiquB.(8grsque le vérapamil est ajouté dans le
compartiment séreux de la chambre d’'Ussing, leg flets du Fpx sont significativement
augmentés avec des valeurs de 0,34 + 0,04 mthaidf sous forme libre et de 1,43 + 0,21
mmol.h*.cm? sous forme de NPs de Fpx'S@es résultats nous ont permis d'émettre I'hysetheé
gue le mécanisme de passage du Fpx sous formedtbseus forme nanoparticulaire serait
influencée par la P-gp, protéine membranaire deffirésente en grande quantité dans la barriere
intestinale. De plus, les expériences réalisée8Caoht révelé une diminution significative du
passage du Fpx dans les deux cas. Cela permetttte e évidence le transport actif du Fpx
sous forme libre et sous forme nanoparticulain@ets la barriere intestinale. Cette étude a donc
permis de confirmer: i) la faible absorption du Fpxtravers ['épithélium intestinal et ii)
l'augmentation du passage du Fpx lorsqu'il estpmuté dans les Fpx:SdNPs. Par ailleurs, de
nouveaux €léments de réponse ont pu étre révéleefa étude quant au mécanisme de transport
du Fpx et des Fpx:SdNPs. Le Fpx associé ou non au Sgmble emprunter la voie de transport

actif et ce transport serait influencé par la pratél'efflux, P-gp.
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Abstract.

Purpose The intestinal permeation of fondaparinux (Fpxhei in solution or encapsulated in

squalene-based nanopatrticles (Fpx:SBs) was assesseuvitro in rat.

Methods: Fondaparinux (Fpx) was loaded in NPs by ion-pgibetween the active molecule and
a cationic squalenoyl derivative (S@nd the passage of fondaparinux from this newiibation
through rat jejunum was measured using Ussing chesnihe bidirectional fluxes of Fpx were

evaluated at 37°C or 4°C, in presence or abseneerapamil.

Results: The passage through the intestinal epithelium of ffpm Fpx:S§ NPs increased
significantly compared to that of Fpx solutione(& 0.05 + 0.03 mmol.ht.cmi® for Fpx versus
0.48 + 0.17 mmol.ht.cm? for Fpx:S§ NPs, p<0.05) in normal conditions at 37°C. When
verapamil was introduced in serosal medium, theflogtof Fpx in NPs increased 3 fold,{J=
1.48 + 0.21 mmol. A cm?, p<0.05). In addition, at lower temperature (4°@p quantity of Fpx

in free form and loaded in NPs which traversedititestinal membrane was highly reduceg£J

0.95+0.34 and 1.13+0.47 umotom?, p<0.05, respectively).

Conclusion The study confirmed the low permeability of tmtestinal membrane to Fpx and

showed that: i) the association of Fpx with" $g NPs could significantly increase its passage
through the rat intestine; ii) the transport of kpXree form and in NPs was presumably partly
regulated by P-gp and iii) the reduction of thenpeated concentration of Fpx at 4°C suggested

that Fpx passage through rat intestine was aneaptivcess.

Keywords: fondaparinux; nanoparticles; squaleneitgschambers; intestinal permeation
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1. Introduction

Fondaparinux (Fpx) is a synthetic and specificaagulant inhibitor of factor Xa (FXa) (1). Fpx
is the most used anticoagulant to prevent thromibodimdiseases, with heparin and vitamin K
antagonists (VKA) (2). Fpx has a high solubilityvirater, a high molecular weight (1728 Da) and
the presence of ten anionic charges. These physoacal properties at least partly contribute to
the low intestinal absorption and weak bioavailgbibf Fpx by oral route. Thus, as other low
molecular weight heparins (LMWH), Fpx is adminisigronly by subcutaneous injection.
However, thanks to its long plasma half-life (17utg), it needs only a daily injection (3). Oral
administration is the preferred route for patiersegd presents without contest a facility and
security for administration. Since 1960, vitamin abtagonists (VKAs) form a group of
anticoagulant drugs which can be efficiently dekec orally. However, VKAs induce many
inconveniences such as interindividual variabiligratogenic effects, and interactions with other
drugs, needing close biological controls duringatiment (4). Other oral anticoagulants were
developed for prevention of venous thromboembol{S$fiE) after orthopaedic chirurgical acts
(5), and more recently for the treatment of VTE dad the prevention of stroke after atrial
fibrillation (AF) (6). The emergence of these newletules derived from heparin on the market
has reduced the use of VKAs. However, these predexdibited a hemorrhagic risk similar of

that of standard care (7).

For those reasons, the development of oral fornaumatof heparin (8) and Fpx is an important
challenge. Recently, research efforts were direttedird the development of an effective oral
form for Fpx using promoters of absorption (9)jdimanocapsules (10) or microemulsions (11,
12). However, these oral delivery systems showelliaed Fpx loadings (lower than 1 wt %
(11,12) and 5 wt % (10)) and needed complex fortrara using three to five ingredients (9-12).
Very recently, some of us have developed a simp&hod to successfully entrap Fpx in
nanoparticles (NPs) of around 180-200 nm in sizkwaith unprecedented loadings (39wt %, 80

% encapsulation efficiency) (13). The approachaisddl on the self-assembly in water of Fpx and
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a cationic squalenoyl derivative, trimethyl(trisremualenyl)lammonium chloride salt ($q13).
Advantageously, only one excipient was used ) Sevhich is a derivative of squalene.
Unmodified squalene by itself is fairly well absedbafter oral deliverand in humans, about 60
percent of dietary squalene is absorbed (IMyivo studies in a rat model showed that the oral
available fraction of Fpx following oral delivery a suspension of Fpx:S&Ps in enteric-coated
capsules was around 9 % (15). However, this valas lewer than that obtained for a lipid
nanocapsules formulation for which the availablction was 21% in rat (10). Nevertheless,
compared to this delivery system, our nanopartieusgstem offered a simplicity of preparation
without need of heating steps, and consequently gaset-up at the industrial scale. Whatever,
to improve the pharmacokinetic parameters of owv oml delivery system, it was important to
understand the permeation mechanism of Fpx itsedf ta attempt to understand the effect of
formulation when Fpx was loaded in NPs through ititestinal mucosa. Indeed, the intestinal
permeation of Fpx is presumed to be similar to ¢hok other LMWH (10). However, to our
knowledge, in the literature, there isinovitro study concerning the permeation of Fpx across the

intestinal barrier.

Hence, the goal of this study was to evaluate #esgge of Fpx from water solution and when
loaded in squalenoyl nanoparticulate system (FpPX\) through rat intestine. In this purpose,
thein vitro method chosen was the Ussing chambers. This métdmwtieen already found useful
to investigate the permeation of heparins (16-1&) & prove effective in screening and

predicting drug absorption in humans (18,19).
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2. Materials and methods

2.1. Materials

Fondaparinux (Fpx, Arixtfy 10 mg/0.8 mL) was purchased from GlaxoSmithKligiéK).
Sodium phosphate dibasic, sodium phosphate mom@basiapamil and azure A were obtained
from Sigma-Aldrich Chemical Co. (France). Acetonasvpurchased from Carlo Erba (Italy) and
Alexa Fluor 568 from Life Technologies (France)tdted MilliQ water (Milliporé®, France) was

used. Male Sprague-Dawley rats (250 - 300 g) wbtaiwed from Janvier SAS (France).

2.2. Synthesis of trimethyl(trisnor-squalenyl)ammoniunfocide salt (S§)

The synthesis of trimethyl(trisnor-squalenyl)ammni chloride salt (Sq was described
previously (13). Briefly, a trimethylammonium etlwhn solution was added to 1-
chlorotrisnorsqualene in a screw cap sealed tubgpegd with a stirred bar. The reaction mixture
was stirred at 100°C for 72 h. After cooling to meéemperature, the mixture was concentrated
under reduce pressure to provide the tertiary anumorsalt as a pale yellow oil. The crude

product was obtained without further purification.

2.3. Coupling of Fpx with a fluorophore, Alexa Fluor 568

Alexa Fluor 568 was conjugated to Fpx at the moddio 1:1. Briefly, 10 mg of Fpx was

dissolved in 1 mL of a bicarbonate buffer pH 8.% mhg of Alexa Fluor 568 was added to the
reaction mixture and stirred at room temperaturesfb. Then, the Fpx-Alexa Fluor 568 aqueous
solution was dialysis against MilliQ water for 6ydaand then lyophilized to obtain a pink

powder. The crude product was characterizetHbMMR (data not shown).
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2.4. Preparation of the nanoparticles
2.4.1. Preparation of Fpx:SgNPs

Fpx:Sd NPs at the optimal ratio (Fpx to Sepf 1:6 were prepared by nanoprecipitation method
as described previously (13). Briefly, 'S8 mg) was dissolved in 0.1 mL acetone and addeg d
wise under gentle magnetic stirring into 1 mL ofueagus solution of Fpx (5 mg/mL).
Nanoparticles formation spontaneously occurred. tédwee was then evaporated using a
Rotavapot (Buchi, France) and the nanoparticulate suspessi@re stored at 4°C until further

studies.
2.4.2. Preparation of Fpx-Alexa:ScNPs

The preparation of the NPs was done using the meathedribed above. Briefly, $¢8 mg) was
dissolved in 0.1 mL acetone and added drop wiserustiring (500 rpm) into a physical mixture
of 1 mL of aqueous solution of Fpx and Fpx-Alexa85@ molar ratio 1:1 (5 mg/mL).
Nanoparticles formation spontaneously occurred. tédwe® was then evaporated using a

Rotavapof and the nanoparticulate suspensions were stosCaintil further studies.
2.4.3. Physicochemical characterization of the nanopagscsuspensions

The mean patrticle size and polydispersity indexnahoparticles were determined at 25°C by
guasi-elastic light scattering (QELS) using a n&eryyZetasizer Nano 6.12, Malvern Instruments
Ltd., UK). The measures were performed in tripkcaifter dilution (1/50) of the NPs with

MilliQ © water.
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2.5.1n vitro permeation studies across rat intestinal mucosa
2.5.1. Stability studies in Ussing conditions

The isotonic Sorensen’s Phosphate Buffer solutgeduthroughout the experiments contained (in
mM) 0.2 NaHPQ,, 0.2 NaHPO, H,O with a pH of 6.8. To valid thm vitro permeation studies,
the stabilities of Fpx and Fpx:Sd\Ps were studied in the conditions for Ussing dbam
experiments, at 37°C and 4°C. The system was miagutaat 37°C or 4°C and continuously
oxygenated with &@CO, (95 %/5 %) to ensure oxygenation and agitatiortetAéquilibration at
the temperature of the experiment (37°C or 4°Cifermin or 45 min, respectively), Fpx and
Fpx:Sd NPs at an equivalent concentration of Fpx of 2migivere added in each half-chamber
separated by a plastic paraffin film. For this msg, 480 uL of Fpx at the concentration of 12.5
mg/mL was diluted to 2.52 mL of Sorensen buffer 618 prior to the addition to the half-
chamber. After 0, 30, 60, 120 and 180 min, 500 pin@es were taken out from each half-
chamber and replaced with the same volume of ftesisport medium pre-equilibrated at the
experimental temperature conditions (4°C or 37°The samples were stored at 4°C until

analysis.
2.5.2. Determination of the amount of permeated Fpx

Fpx was quantified according to a chemical anddgicial method: Azure A assay and anti-Xa
chromogenic assay respectively, as described prelyigl3).

Briefly, concerning the Azure A assay, azure A w&solved in water (0.04 mg/mL) and 100 pL
of this solution was added to 40 pL of sample i@6well plate. The optical density of the
solution was measured with a microplate spectr@ Bl reader at 490 nm and the extinction was
related to the Fpx concentration using a calibratiorve. Regarding anti-Xa chromogenic assay,
the FXa activity was measured using a specific mlagenic substrate in the kit STA Rotachfom
Heparin 8 (Diagnostica Stago, France). In brie§ samples were diluted with DPBS GIBEO

buffer (Invitrogen, France). 10 pL of rat normahag@ha was added in a 96-well plate. 20 pL of
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sample was added and then 75 pL of substrat. Afteibation at room temperature for 3 min, the
reaction was initiated by the addition of FXa (715 @and was monitored continuously at 405 nm

using a microplate spectra PR2100 reader for 20 min
2.5.3. Permeation assays

The studies were performed after approval by teparsible Ethical Committee of the University
Paris-Sud (agreement number A92-019-01) in stacbadance with the European legislation in

animal experiments.

Ussing-type chambers were used to evaluate theeaduitity of Fpx in fresh intestinal tissues,
under the free form and loaded in NPs. For perroeatiudies non fasting male Sprague Dawley
rats weighting 250 to 300 g were used. After sminifj the rats, jejunum from fresh small
intestine was excised and rinsed with chilled pblggjical solution (Sorensen buffer pH 6.8). The
excised intestine was cut into segments of 2 - 3erigth and mounted in Ussing chambers (0.75
cm? surface area) bathed with Sorensen buffer pHn6rBucosal and seroral sides. The system

was maintained at 37°C or 4°C and continuously ergged with @CO, (95 % / 5%) (Fig. 1).

Sampling every 30 mi NPs Fpx:Stjor Fpx
during3 or 2h v ([Fpx]=2 mg/mL)

Serosal side Mucosalside

e—— 95%0Q/5%CQ

l

°
l Physiological medium
°

1

°
1 |
B Ratintestinaltissue

:"TN .ﬂ-.

Measurement of electrical parameters
ISC: short-circuit current

PD: potential difference

G: transepithelial electrical conductance

= omp

t
t

%

Fig. 1. Ussing chambers experimental set-up
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The GQ/CO, bubbles ensured the agitation of the system. Asftgiilibration at the temperature of
the experiment (37°C or 4°C for 15 min or 45 miespectively), Fpx in free form or loaded in
NPs at the concentration of 2 mg/mL were addetiécdonor compartment. For this purpose, 1.2
mL of Fpx:Sd NPs (at Fpx concentration of 5 mg/mL) were diluted.8 mL of Sorensen buffer
(pH 6.8) prior to the addition to the donor chamb#ter 0, 30, 60, 90, 120, 150 and 180 min,
500 pL samples were taken out from the acceptanbkes and replaced with the same volume of
fresh transport medium pre-equilibrated at the swpental temperature conditions (4°C or
37°C). The samples were stored at 4°C until analygdx was quantified by the Azure A assay
and anti-Xa assay as described above. The amothpxoin free form permeating in the mucosal
to serosal (M-S) or serosal to mucosal (S-M) dioast was evaluated. Moreover, the influence of
different parameters such as the temperature, dddi@n of a P-gp inhibitor (verapamil) was

investigated on the intestinal permeation of Fpiée form or loaded in NPs.

The amount of Fpx expressed in mmol of drug peretettirough an intestinal membrane of 0.75
cm? was determined from the experimental flux valughe fluxes of Fpx from the mucosal-to-

serosal side ) or the serosal-to-mucosalfwere calculated using the following equation:

__dQ _ Qt-Q% )
Axdt  Ax(t-t)
dQ

whereE is the flux of Fpx, Qtand Qf are the amount of Fpx at timegand % in the receiver
compartment and A is the surface of the membrane.

The net Fpx and Fpx:Sd\Ps fluxes were the differences between the oppasiidirectional

fluxes obtained on paired tissues. The net ﬂl,l,g[ was calculated as the difference between the

flux of Fpx from the mucosal to serosal sidg(&nd the flux of Fpx from the serosal to mucosal

side (dnm):

Jnet = Jms_ J sn (2)
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2.5.4. Influence of verapamil in Fpx and NPs permeation

Verapamil, a P-gp inhibitor was added to the Sarersuffer at the concentration of 0.1 mM in
the serosal compartment five minutes before themx@nt. The influence of the inhibitor was

evaluated on the permeability of Fpx in free fommioaded in the nanoparticulate suspensions.

2.5.5. Measurement of electrical parameters

To determine the tissue viability and the openifhgdight junctions, electrical parameters were
recorded during all the experiments at 37°C. Pdkrifference (PD) was short-circuited
throughout the experiment by a short-circuit curi(gsc) via stainless steel 316L electrodes (TBC
Biomécatronics, France) directly placed in eacli-tells chambers connected with an automatic
voltage-clamp. Deliveredsc, corrected for fluid resistance, was recordedticoously on a
computer with a Biodacgsoft program (TBC Bioméaaits, France)lsc represents the sum of
the net ion fluxes transported across the epitheliuthe absence of an electrochemical gradient

(mainly N&, CI, and HCQ).

— 1CI° Na* HCO3™
Isc= ‘Jnet + ‘Jnet + ‘Jnet (3)

The transepithelial electrical conductance (G) ealsulated according to Ohm’s law:

G:E

PD (4)

To evaluate the viability of the intestinal tissues further test consisted in the addition of
carbamylcholine ethanol solution (40M) in the serosal compartment at the end of the
experiment. Carbamylcholine is a cholinomimeticgiwhich binds and activates
the acetylcholine receptor. This leads to an irseesd chloride ion secretion by the cells which in
turn increases the Isc. In the absence of sucks@amtrease, it can be concluded that the tissues

are damaged (20) and experiments should be digtarde
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2.5.6. Statistics

Results are reported as means + SEM. All deterimoimaitvere performed in at least six pieces of
excised tissue from at least 3 rats. Results weatyzed by one-way or two-way analysis of
variance (ANOVA) with Tukey—Kramer multiple compsons post-test performed using Graph
Pad Prism version 5 for Windows (Graphpad software.,, San Diego, CA). Statistical

significance was set at< 0.05.

3. Results

3.1. Stability of Fpx in solution and associated td Ss in Ussing conditions

The transport of Fpx from solution and from Fpxded NPs was determinéa vitro in Ussing-
type chambers using rat small intestine as an pbeor barrier. The isotonic Sorensen’s
phosphate buffer solution was used as physiologmedium throughout the experiments and was
adjusted to the pH of 6.8 according to the pH-dédpen stability of the Fpx:SoNPs (15). The
stability of Fpx in solution and loaded in NPs viagestigated in the condition in whigh vitro
studies were performed, namely at 37°C and at #°Sarensen medium without tissues. After
three hours, the concentration of Fpx slightly diisined (10 £ 2 % at 37°C and 8 £ 3 % at 4°C).
It could be therefore concluded that Fpx degradatioadsorption onto the experimental set up
was low and that experiments could be carried afeuthese conditions for up to three hours.
Besides, the colloidal stability of the Fpx’9dPs was also investigated in Sorensen medium, for
three hours at 37°C and 4°C, by monitoring theze sand polydispersity (Table 1). In these
experimental conditions, the mean diameters ofAine Sg NPs was increased from 201 nm to
282 nm and from 199 nm to 240 nm at 37°C and 4é€pectively with acceptable polydispersity

index (around 0.2) (Table 1).
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Table 1. Evolution of the physicochemical parameters offp&:Sq in thein vitro conditions at
37°C and 4°C

Fpx :Sd NPs
37°C 4°C
(Fpx = 2 mg/mL)
0 min 180 min 0 min 180 min
d (nm) 201 £4 28219 199+6 240 £ 12
PDI 0.14 £0.02 0.24 +0.08 0.13+0.01 0.22 £0.06

It was concluded that the Fpx:S§Ps were sufficiently stable in the vitro Ussing conditions to

carry on the experiments.

3.2. Effect of Fpx and Fpx:Sg\Ps on the jejunal tissue viability

Before measuring the permeation of Fpx throughrétantestine either from solution or when
loaded in NPs, the effect of the drug and the fdatmn on the integrity of the intestinal tissue
was assessed by measuring the short-circuit cufiemt(Fig. 2a) and the conductance (G) (Fig.

2b). Experiments were also carried on with Soresséutions as a reference.

Figure 2a represents a typical recording of theatfbf Fpx and Fpx:SgNPs and Sorensen
solution on thegl. It can be concluded that in all cases, the erpant did not affect the tissue
which remained alive after the 3 h experiment. &bddition of carbamylcholine (carbachol) at
the end of the experiment showed that ionic chanmeadre still active, which did induce an
increase of Isc (20). Furthermore, the additiof@t:Sq NPs in mucosal medium, induced a net
reduction of Isc, indicating a modification of thet ion fluxes under the effect of the NPs, which
was not observed with free Fpx nor with Sorensediome as a reference (Fig. 2a). As previously

stated, the modification of the net ion fluxes vtttk NPs did not deteriorate the tissues.
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To have a further insight of the integrity of timéeistinal tissue after exposure to FpX:8is, the
tissue conductance (G) was monitored over the Berarents (Fig. 2b). The variation of G was
lower than 25%. It is general accepted that if Giclw evidence the functional integrity of tissue,
can be maintained over 2 h with variation loweR%84%, the intestinal mucosa can be considered
as viable (21). This was further confirmed throiggtological examination of intestinal segments
incubated for 2 h, which showed no signs of sheddingbnormal appearance of the intestinal
tissue (21). As this was not the case with FpkiS$gs, it could be concluded that these NPs did

not affect tissue integrity.

Carbamylcholine

addition

251 ) ﬂ 80 — b)
a0 0 1 e
: :
g o
T 25 3

-50 4

0 30 60 90 120 150 180
Time (min) Time (min)

Fig. 2. Typical recording of the electrical parameters fepx (blue), Fpx:Sg NPs (red)
preparation and Sorensen solution (black) on: &) ghort-circuit current (Isc) and b) the
conductance (G) of the tissue during 180 minutesSarensen solution. The values were

represented as mean + SEMAGS

3.3. Permeation of Fpx through the intestinal epithelain37°C either from solution or

from loaded Fpx:SgNPs

To the best of our knowledge, no studies deal Wtk permeation through the intestinal barrier.
So, firstly, we have investigated the charactesstof permeation of free Fpx through the

intestinal epithelium at 37°C, in the two direcsofmucosal-to-serosal, M-S, absorptive direction
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and serosal-to-mucosal, S-M, secretory directisag (Fig. 1) and in presence or not of verapamil,
an inhibitor of P-gp (Fig. 3). Fig. 3 shows thatxFwas poorly transported through the rat
intestine, with a maximal permeated concentratiof.® pg/mL at 120 min in the M-S direction.
When the Fpx passage was studied from the S-Mtdiredhe concentration of the permeated
drug was slightly higher than that observed inMh& direction (7.8 pg/mL as compared to 4.9
pg/mL after 180 min of permeation). However, ndistizal difference was observed between the
two directions. On the contrary, when verapamil vaasled in the receptor compartment, its
presence increased significantly the transportpod For example, permeated Fpx concentrations

reached 12.6 pg/mL after 180 min of passage ini&direction (Figure 3).
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Fig. 3. Comparison of the permeation of Fpx across thesiima tissue under the following

experimental conditions: mucosal-to-serosal dioec{M-S, continuous lines); serosal-to-mucosal
direction (S-M, broken line) and in presence (oggmbols) or in absence (filled symbols) of
verapamil. Donor chambers contained initially 2 mig/of Fpx. Data represent means + SEM of

at least six independent experiments

Fig. 4 shows, in the case of Fpx!S§Ps, the amounts of Fpx which permeated through th
intestinal epithelium in presence or not of verapadded in the serosal side. Interestingly, in
absence of verapamil, the passage of Fpx increasiedime within the first 120 min, with a Fpx

concentration reaching around 19 pg/mL. This represa 4-fold increase as compared to Fpx in
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the absence of NPs (Fig. 4) showing the interesisofg nanoparticulate carriers to improve the

permeation of Fpx through the intestinal barrier.

It is interesting to point out that, after 120 mthe Fpx flux using Fpx:SgNPs displayed a
progressive stabilization until the end of the ekpent. To better understand this phenomenon,
the nanoparticulate suspension was renewed in tmrdcompartment after 75 min. The
permeated concentration of Fpx was increased @@ {og/mL, as compared to 19 pg/mL without
renewing the NPs suspension. However, a stabdisaif the permeated concentration of Fpx

occurred after 120 min (Fig. 4).

Furthermore, in presence of verapamil, the flupxk from the Fpx:SgNPs was increased with

an enhancement ratio close to 3 (Fig. 4).
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Fig. 4. Time course of permeation of Fpx when added infohe of a Fpx:S§ NPs suspension,

in absence (red filled symbols) or in presenceeshpamil (red open symbols) and after renewal
of the NPs suspension after 75 min in absence @pail (black symbols). Donor chambers
contained 2 mg/mL of Fpx and Sip molar ratio Fpx to Sgl:6. Data represent means + SEM of

at least six independent experiments
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The net fluxes of Fpx in free form and loaded ink:Bg| NPs in presence or in absence of
verapamil are presented in Fig. 5. The free Fpxeffuare increased by a factor of 4.2 in the
presence of verapamil. Furthermore, Fpx fluxesimceeased by a factor of 9.6 using Fpx-Sq

NPs. The highest fluxes (1.45 mmol/hRmvere obtained with Fpx-SdNPs and in the presence

of verapamil.
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Fig. 5. Net fluxes of Fpx in free form or in Fpx:S&IPs in presence or not of verapamil when
added in serosal side at 180 min. Values are iteticas means + SEM at least six experiments.
(** p< 0.05) Fpx:Sd NPs vs Fpx:Sq NPs + verapamil; (* p< 0.05) Fpxrex:Sq NPs; (****
p<0.05) Fpx + verapamil vs Fpx

The presence of S@ssociated in small amounts with Fpx strongly fietess with the dosage
using anti-Xa assay, but not with the Azure A as¢sge for further details Supporting
Information). It has thus been determined that as released under the free (non associated

with Sg) form from the intestinal membrane.
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3.4. Fluxes of Fpx from solution and from loaded squajgiNPs through the intestinal

epithelium at 4°C

In order to investigate the type (passive or agtioktransport of Fpx through rat intestinal
epithelium, experiments were performed at 4°C 20 inin either using a Fpx solution or Fpx
loaded NPs. Table 4 reports the permeated Fpx otnatens in both cases at 120 min as
compared to those obtained at 37°C. When the erpetiwas carried out at 4°C, the amount of
permeated Fpx was decreased by a factor of 3 avite@ it was in free form and loaded in NPs,

respectively compared to the experiment at 37°C.

Table 4. Influence of the temperature of the experimenthia permeation of Fpx from solution
and from loaded NPs. Donor chambers containeallyit2 mg/mL of Fpx. Data represent values

+ SEM on 6 independent experiments

Temperature of the experiment 37°C 4°C

Permeated Fpx concentration (Lg/mL)

Fpx 4.21+£0.70 1.34+0.31

Fpx:Sd NPs 19.25 +3.80 2.34 +0.51

3.5. Confocal analysis of the permeation of Fpx from Kgaded NPs

Fpx was coupled with a fluorochrome (Alexa FluoBb& order to evaluate the passage of Fpx
loaded in squalenoyl NPs through intestinal epitinel In presence of the fluorochrome, the

physicochemical parameters of NPs were not sigmfly modified.

Before permeation studies, confocal microscopy yamalshowed no autofluoresence of the
intestinal tissue (Fig. 6a). However, strong stegmf intestinal tissues of the serosal side a$ wel
as the mucosal side as shown in Fig. 6b after stgdean accumulation of Fpx labelled with the

fluorochrome in the barrier membrane.
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mucosal side

b)

mucosal side

‘ o

Figure 6. Typical confocal images of the intestinal tissugbafore and b) after the permeation

studies of Fpx-Alexa:SgNPs after 30 min of the experiment
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4. Discussion

LMWH and Fpx are the treatment of choice in theothiboembolic diseases due to their good
safety/efficacy profiles. However, these hydroghiiacromolecular drugs are poorly absorbed in
the gastrointestinal tract and consequently, they administered only by parenteral route.
Recently, our laboratory has developed a new apprad squalene-based NPs to improve the
oral absorption of Fpx. High Fpx loadings (39 wt ¥gre achieved and the cohesion of the NPs
resulted from: i) electrostatic interactions betw&px and a Sgand ii) hydrophobic interactions
between the Sgmolecules, which lead to self-assembly in watemasodisperse and stable NPs
of around 180-200 nm. These novel NPs have denatedttheir potential to enhance the oral
bioavailability in rats in previoug vivo studies (15). Hence, the goals of this study were
confirm in vitro the enhanced intestinal passage of Fpx under thepaaiculate form and to
evaluate the mechanism of passage of Fpx from rikis nanoparticulate delivery system.
Furthermore, to our knowledge, imovitro study was carried out to determine the transpdfpa
across the intestinal epithelium. Indeed, its medm of passage was presumed similar to that of

LMWH (10) which has been described to be active @ddlependent (18).

In this context, the transport of Fpx in free foamd in NPs across the intestinal epithelium was
determinedn vitro in Ussing-type chambers, by varying the experi@etdnditions. Compared
to the Caco-2 cell culture, widely used to asséssinteraction with drugs (22, 23), the main
advantages of Ussing-type chambers are: i) theluss intestine as absorption barrier, which is
our animal model in than vivo studies; ii) the separation of the mucosal andssgrsides of the
intestinal tissue; iii) the presence of the mu@el; iiii) the preservation of the viability ofeh
intestinal tissue and consequently the expressibrth® membrane transporters during 3h
experiments. The physiological medium chosen ingresent work was the isotonic Sorensen
buffer adjusted at pH 6.8 to simulate the jejunu#h b was shown that the Fpx:ShIPs, as well

as free Fpx, were stable enough in Sorensen sotutfdable 1). Furthermore, evaluation of

integrity of tissue was performed by monitoring tlectrical parameters (Fig. 2). This study
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showed that Sorensen solution, Fpx in free form ian8g NPs did not alter the transport and

barrier functions of epithelium (Fig. 2).

In this context, then vitro studies have been conducted as the intestinalebantegrity was
proven. The Fig. 3 to 5 clearly showed that botk Fpfree form or loaded in NPs wer able to
cross the epithelium. However, the passage of Raeuthe free form was low (4.5 pg/mL). The
transport was significantly enhanced when Fpx wasléd in SGNPs as compared to free Fpx
(Jnet Of 1.43 mmol/h/cm? and 0.48 mmol/h/cm?, respetfivéFig. 5). This result indicates that,
when Fpx was loaded in SdNPs, its transport through the epithelium was lifatéd and
confirms thein vivo studies (15). Furthermore, a stabilization of peemeated concentration of
Fpx was observed in the case of Fpx i 8&s (Fig. 4). The concentration reached 19 pg/mL
after 120 min followed by a plateau (Fig. 4). Itshaeen previously shown that a cyclodextrin
nanoparticulate system for the oral administrabbmaclitaxel (24) induced a similar saturation
effect after permeation across the intestinal baty Ussing chambers. This observation was
explained by a progressive saturation of the daoonpartment and consequently the saturation
of the membrane which stored the drug (24). Funtioee, it is known that active transport is
mediated by membrane transporters with a saturkibletic (25). It is possible that such a

saturation effect occurs also in the case of FE&dgnNPs.

More generally, the stabilization of the permeatedcentration of Fpx loaded in the NPs (Fig. 4)
could be explained by the following hypothesesh@ increase in size of the NPs in the mucosal
side during incubation in the Sorensen medium @abl hinders the passage of Fpx; ii) a
saturation of Fpx of the intestinal membrane wistdres the drug without releasing it and/or iii)

an active transport of Fpx, under the free forrassociated with Sgn the NPs.

The first hypothesis has been invalidated by expemtis carried out by renewing the
nanoparticulate suspension 75 min after the begihmf the experiment. At that time, no

evolution of the NPs mean diameter or polydispgrsauld be observed (results not shown).
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However, even by adding a fresh NPs suspensiorgaheentration in the receptor compartment

could not be significantly increased (Fig. 4) amnicgly, a new plateau was found.

The second hypothesis seems more likely. Indeedifocal images showed equivalent
fluorescence intensities on both sides of the man®i(Fig. 6). The intestinal barrier appeared
like a saturated reservoir slowly releasing Fpxwideer, these studies were not quantitative and a

dosage of Fpx in the membrane at different depdlilshbe performed to confirm this hypothesis.

Regarding the third hypothesis, the possibilityasf active transport can be investigated by
changing the temperature of the experiment. Arvadtansport of a molecule is ATP-dependent.
The activity of the ATP efflux pump is disabled48C (24). Consequently, if an active molecule
has a diffusion profile similar at 37°C and at 4%S,transport is a passive one (24,26). Table 4
showed that the transport of Fpx from the nanopaldte form was strongly diminished at low
temperature, suggesting that Fpx transport waseadturthermore, Fig. 4 showed also that there
were significant differences in the Fpx permeatiates through the intestinal membrane in M-S
and S-M directions. This is considered to be ardledication that the efflux pumps are involved
in the transport of this drug across the intestiisague (27). Moreover, studies using verapamil, a
P-gp inhibitor, confirmed this hypothesis (Fig. #)deed, the transport rate of Fpx or FpX:Sq
nanoparticulate suspension increased significantihe presence of verapamil, suggesting that
this transport was influenced by P-glycoproteing(R-(Fig. 5). P-gp is a natural efflux pump
which drastically reduced the intracellular accuatioh of xenobiotics (28). P-gp was reported to

be present abundantly in the gastrointestinal {8} and elicited the weak absorption of drugs.

Hence, this study enabled to draw conclusions gontg the mechanism of transport of Fpx in
free form and loaded in SdNPs. Fpx associated or not with*Sappeared to follow an active
transport dependent on the P-gp efflux pump. Fumbee, the association of Fpx with Sq
improved significantly the intestinal absorption thfe drug, thus confirming the good Fpx
bioavailability observed in thén vivo studies (15). These results showed that the gation

squalenoyl derivative played an important rolehe Epx transport. Presumably, Fpx remained
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associated with Sgwhen it passed through the intestinal membrane. édew it has been
ascertained that Fpx released in the receiver campat was entirely dissociated from*$see
Supporting information). According to these coneadiens, the presumed mechanism of
translocation of Fpx using NPs is schematicallyrespnted in Fig. 7. As shown in Fig. 7, we
could hypothesize that the NPs would transport &psociated with Sctill the surface of the
mucosa. Then, the NPs could probably dissociater@edse the drug associated with.Sthese
complexes arthen interacting with membrane transporters andrtalp by cells. The membrane
becomes presumably saturated with the Sqg-Fpx complend acts further as a reservoir.
Furthermore, the P-gp efflux pump was shown to @lagrucial role in Fpx transport across the

membrane by releasing Fpx out of the intestinal brame.

e

Mucosal side Efflux pump (Pgp)

v Membrane transporter

Serosal side A, ATP
%"

Fig. 7. Hypothetical mechanism of passage of Fpx from EgxNPs across

the intestinal membrane: Fpx(tv ),*SI@)

225



Chapitre 4 - Etude de passage in vitro

5. Conclusion

This study has allowed to gain insight on the maddm of passage of Fpx across the intestinal
barrier. Like LMWH, Fpx uses an active transpornturtier studies should be carried out to

identify the membrane transporters responsible lo$ tmechanism. Besides, it has been
ascertained that P-gp plays a major role in thetFgmsport. Indeed, Fpx translocation was highly
improved in the presence of verapamil, a P-gp itdnibFurthermore, this study confirmed the

interest to use squalene-based nanocarriers t;meatibe passage of Fpx through the intestinal
barrier. This opens up challenging perspectives tifier use of these NPs to allow an oral

administration of Fpx.
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Supporting information

Two methods, azure A and anti-Xa assays have beerparatively used to determine the
amounts of Fpx in aqueous solutions. Small amooih8g (< 0.2 Sq per Fpx) have been added
to determine the influence of this compound on essgay. It has been found that azure A assay
was not influenced by Sg contrary to the anti-Xa assay. The anti-Xa asgaye Fpx
concentration values underestimated by at leaattif of four in the presence of Sgven in
trace amounts. Sgeems to influence the assay by interaction wikh A

However, both methods were in perfect agreementiarthe absence of Sq

Azure A and anti-Xa assays have been used to dieietime concentrations of permeated Fpx in
the serosal compartment. In all cases, the resdts in perfect agreement. Only the addition of
Sq in the serosal compartment (< 0.2"Sger Fpx) induced an underestimation of Fpx
concentration using the anti-Xa, but not the azArassay, as stated before. It was therefore
concluded that most probably, Fpx is present inftee form (not associated with Sgn the

serosal com partment.
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Le fondaparinux (Arixtr8) est un anticoagulant mis sur le marché en 2008 taprévention et

le traitement des maladies thromboemboliques. Sofil ppénéfice/risque favorable fait de ce
médicament un anticoagulant de référence. Le famitmpx (Fpx) est un pentasaccharide
synthétique reprenant le site actif de liaisonltgzgarines a I'antithrombine (AT). Son mécanisme
d’action est donc similaire aux héparines, plustipalierement aux héparines de bas poids
moléculaire (HBPM). Comme les héparines, cet aagatant ne peut étre administré que par
voie parentérale en raison de sa masse molécdiveée et de sa forte charge polyanionique.
L’objectif de notre projet de recherche a été desti¥pper un systeme nanoparticulaire a base de
squaléne (SQ) permettant I'administration oraleFgu. En effet, la voie orale constitue la voie
d’administration des médicaments privilégiée petamttune sécurité dans I'administration et un
idéal de confort et de simplicité pour les patiedtssqu’a présent de nombreuses études ont été
menées afin de développer une forme efficace padministration orale des héparines mais peu
d’entre elles concernent le Fpx. Dans ce contextes avons proposé dans ce projet de recherche
de mettre au point un systéme d’administration sebde dérivés squaléniques pour améliorer
I'absorption orale du Fpx. Le SQ est en effet umposé isoprénoide endogene intervenant dans
la synthése du cholestérol présentant une bonrerplos orale a plus de 60 % avec aucun
potentiel toxique connu (Kelly, 1999). Nous avosid pensé donc que I'association stable, sous

la forme de nanoparticules, entre le SQ et le Fpxnait ameéliorer 'absorption de ce dernier.

Afin d’obtenir une forme orale optimale du Fpx, gefratégies ont été étudiées:
1. l'association covalente du Fpx avec un dérivé sepnigle basée sur le concept de la
« squalénisation »,

2. l'association non covalente du Fpx avec un dérig@kenique.

Dans le cas de la stratégie la plus prometteusst-a-dire I'association non covalente, ce projet a
permis d’optimiser les propriétés physicochimiqdassysteme nanoparticulaire et d’évaluer son

absorption oralé vitro etin vivo.
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1. Association covalente du fondaparinux avec un déré&/squalénique

Le concept de «squalénisation » permet de veetodes molécules actives hydrophiles dont
l'efficacité thérapeutique est limitée (Desmaéteal, 2012). Dans ce contexte, la premiere
stratégie envisagée a été d'appliquer ce conceptrghétisant un bioconjugué amphiphile du Fpx
a partir d’'un dérivé du SQ pour permettre son adstration par voie orale (Chapitre 1).
Développé au sein de notre Laboratoire, le condept squalénisation » a montré son efficacité
notamment par le couplage covalent d’analoguesenaidiques avec une chaine SQ permettant
de former des molécules amphiphiles capables datost@ganiser en milieu aqueux en
nanoparticules (Couvrewat al, 2006) avec des charges élevées en principe @wkkarah-
Aounallah et al, 2008; Dosioet al, 2010). Pour permettre la formation de ces nouveau
bioconjugués squalénisés, le SQ nécessite d'éadghiement fonctionnalisé pour pouvoir réagir
avec les molécules actives (Couvretiral, 2006 ; Desmaélet al, 2012). Ces étapes présentent

parfois des difficultés expérimentales et conduigette faibles rendements de synthese.

Dans le but d’appliquer ce concept au Fpx, le peemthéma de synthése consistait a coupler par
une liaison ester le groupement carboxylate éqadidu Fpx au bromoacétate de squalényle. En
effet, ce groupement carboxylate était supposé Etrglus réactif des deux groupements
carboxylates du Fpx. Or, dans nos travaux antésjecette voie de synthése s’est révélée
inefficace, compte-tenu des différences de solgbdntre le Fpx et le dérivé du SQ. Le Fpx est
trés soluble dans les milieux aqueux mais son tampolyanionique limite sa solubilité dans les
solvants organiques, alors que les dérivés du S qmnt a eux trés hydrophobes. De plus,
'encombrement stérique des deux molécules lingite Féactivité chimique. Dans ce contexte, le
deuxieme schéma de synthese qui nous a sembléuseoptimal a été d’intercaler un bras
espaceur entre le Fpx et le dérivé squalénique pogimenter leur réactivité chimique (Chapitre
1). Un groupement alcyne a été introduit par uetién d’alkylation sur le Fpx. Le couplage a

été confirmé par les analyses en RMN du protonneélectrophorése capillaire. Le dérivé
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acétylénigue du Fpx a ensuite été mis en réactimt ain dérivé squalénique portant un
groupement azide par une réaction de cycloadditi@adipolaire azide-alcyne, encore appelée
« click chemistry ». Aucun couplage n’a pu étreasi8@ avec cette réaction, principalement en
raison des problémes de solubilité du produit abt&ependant, méme si la réaction de « click
chemistry » a conduit & un échec, l'activité ardgaante du dérivé acétylénique du Fpx a été
évaluée par la mesure de l'activité anti-Kavitro etin vivo (Chapitre 1). Les études vitro ont
révélé une perte importante de I'activité biologiqu Fpx modifié avec une constante d’affinité
Kp antithrombine (AT)-Fpx diminuée d'un facteur 2Q0ajout d’estérases, de plasma ou de
microsomes hépatiques n’a pas amélioré l'activitéi-da du Fpx modifié, ce qui suggere
I'absence d’hydrolyse de la liaison ester entrEgg et le bras espaceur. Aussi, les étudesvo

ont confirmé les étudasa vitro montrant une absence totale d’activité anticoagalau dérivé
acetylénigue du Fpx (Chapitre 1). Ces résultats adrant I'importance des groupements
carboxylates du Fpx pour sa liaison a I'AT et pans2quent son activité anticoagulante. Ainsi,
nous soutenons que pour développer un bioconjuguéps, la liaison covalente doit étre clivee

de facon contrélée pour maintenir son activitéca@tgulante.

Dans la littérature, a notre connaissance, aucippeoehe de modification chimique n'a été
étudiée dans le cas du Fpx pour augmenter sonmizsoorale. En 2000, Leet al. ont été les
seuls a avoir couplés par liaison covalente desurirgs a des composés endogénes tels que
I'acide deoxycholique ou le cholestérol dans le dsaméliorer leur absorption orale (Leéal,
2000 ; Leeet al, 2001). Ce couplage covalent a permis d’augmeatpassage membranaire des
héparines. Le couplage a été réalisé sur une dedidos amines non présentes sur le site
pentasaccharidique de liaison a I'AT, ce qui expiqque l'activité anticoagulante de I'héparine
n'ait pas été réduite. En revanche, étant donngbrtance de toutes les fonctions du Fpx pour
son activité biologique, 'emploi d’'une telle apph@ nécessite un clivage contrdlé. En raison des

différents obstacles de couplages rencontrés &t perte de l'activité anti-Xa du dérivé du Fpx,
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cette stratégie ne nous a pas semblé adapter pomeftre une administration orale efficace du

Fpx. Elle a ainsi été abandonnée au profit derédégiie par I'association non covalente.

2. Association non covalente entre le fondaparinux etn dérivé squalénique

Dans la littérature, les systemes d’administratémeloppés sont basés sur des associations non
covalentes avec le Fpx pour améliorer son absorpti@le. lls consistent soit a I'emploi de
promoteurs d'absorption qui augmentent la permiéabilembranaire du Fpx (Vettet al, 2010)

soit a l'utilisation de formes galéniques innovartles que des nanocapsules (NCs) lipidiques
cationiques (Ramadaet al, 2011) et des microémulsions (Leonatdal, 2011; Meissonnieet

al., 2011) qui permettent de masquer les chargesinégalu Fpx.

Basée sur le méme principe, la deuxiéme stratégersisté a tirer profit des propriétés

polyanioniques du Fpx pour I'associer par intemawdi non covalentes a un dérivé squalénique
cationique (SqC). Par comparaison aux systemedappés, cette association présente l'avantage
de former des nanoparticules (NPs) par auto-assgblCe phénomeéne est lié & deux forces
motrices principales, d’'une part les interactiolextéostatiques entre le SqC et le Fpx, et d’autre

part les interactions hydrophobes intermoléculargse les SqC formant les NPs.

2.1. Synthese et capacité d'auto-assemblage des dsguékeniques cationiques

Au cours de cette étude, deux sels d'ammonium zte de SqC ont été synthétisés
(Chapitre 2). Pour évaluer l'influence du nombre af@rges cationiques sur les propriétés
physicochimiques des NPs, il nous a semblé inténeste synthétiser deux SqC avec une charge
cationique, le chlorure de trimethylsqualenylammaemi(Sd) et avec deux charges cationiques, le

mésylate de bis-trimethylsqualenylammonium*{sqbtenus en 7 ou 8 étapes a partir du SQ. La
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synthese des différents dérivés du SQ étant bienusbau sein de notre Laboratoire, elle nous a

permis ainsi d'obtenir des composés purs avec e remdements.

Une fois les SqC synthétisés, leur capacité d'assemblage a été évaluée en utilisant la méthode
de nanoprécipitation. En effet, il a été montré qadains dérivés squaléniques tels que l'acide
trisnorsqualénique ont la propriété de s'auto-aBkenen milieu aqueux en NPs monodisperses
de diametre moyen d'environ 200 nm sans couplagee a une molécule active (résultats non
publiés). En revanche, en ce qui concerne les 8g€derniers ne disposent pas de la propriété
d’auto-assemblage en NPs en milieu aqueux. llsqouent la formation de particules larges qui
précipitent dans le cas du™SgCela peut étre expliqué par la présence des ebaagioniques qui

ne favorise pas leur solubilité et/ou leur assamia¢n solution aqueuse. Néanmoins, en présence
du pentasaccharide polyanionique, la formation &s I lieu quel que soit le SqC. Ainsi, la
présence du Fpx favorise les interactions électtigstes notamment a l'origine de I'organisation

en NPs.

2.2. Mise au point des nanoparticules

Les NPs sont fabriquées a partir de la méthodeadeprécipitation par formation de paires d’'ions

entre le Fpx et le SqC (Figure 1).

SqC + solvant

=) Ultracentrifugation

Solution aqueuse de Fpx ) Evaporation du solvant

Figure 1. Etapes de préparation des NPs par la méthodendgmipitation
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L'objectif de cette étude a été ici, de concevoegs d\Ps monodisperses avec des taux
d’encapsulation et de charge élevés en Fpx (Cleaitr Dans ce but, leur formulation a été
étudiée en mettant en jeu différents parametreyie le ratio volumique solvant/eau et le ratio
molaire Fpx:SgC. Ces études d’optimisation ont pewhe sélectionner la meilleure formulation.
Celle-ci a été obtenue avec le*Say ratio molaire Fpx:Sqde 1:6 avec un ratio volumique
acétone/eau de 0,1. Les NPs ont des diametres sy@penpris entre 150 et 200 nm avec des
potentiels z&ta d’environ - 60 mV et des indicepdkydispersité inférieurs a 0,15. La valeur du
potentiel zéta se trouve étre trés négatif, celagse supposer l'ionisation des groupements
carboxylates et sulfates du Fpx et donc la présdagqeentasaccharide a la surface des NPs. Cette
charge négative élevée peut diminuer I'absorptiofrjk liée aux charges négatives présentes a la
surface du mucus. Néanmoins, en raison de cetteuvaabsolue élevée, ce systéeme
nanoparticulaire est fortement stabilisé de marééetrostatique, les NPs présentant un diamétre
stable sur environ 2 mois. Cette valeur de potemB¢éa présente comme avantage de laisser
entrevoir une trés bonne stabilité de ce type deesye nanoparticulaire. D’autre part, les
associations SqC-SgC dans les NPs assurent unkeatestabilisation de celles-ci. En effet, il a
éte extrémement difficile de dissocier totalementpx du SqC. Afin de déterminer le taux
d’encapsulation en principe actif dans les NPs,adssis de destructuration ont été réalisés avec
des sels biliaires dans le but de dissocier ledtp$qC (Chapitre 2). Bien que les distributions de
taille en diffusion dynamique de la lumiére montréan destructuration partielle des NPs en
présence des sels biliaires, les interactionsrégatiques entre les deux molécules restent fortes
ce qui empéche le dosage du Fpx dans les NPsfé&inie& été montré dans la mise au point des
méthodes de dosage que l'association entre le $d€ Epx a des concentrations élevées

interférait avec le dosage du Fpx (Chapitre 4).

Le taux d’encapsulation a ainsi été déterminé p&r méthode indirecte en dosant le Fpx libre

présent dans le surnageant aprés ultracentrifugaties NPs Fpx:Sqaux conditions de
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formulation optimales ont un taux d’encapsulatien8) % avec des charges en Fpx de 39 %

(m/m). Ces résultats confortent la forte affinitére le Fpx et le Sq

Ces études de mise au point ont permis de mordreotentiel de cette nouvelle approche de
formation de NPs a partir de dérivé cationique Qu Similairement aux bioconjugués formeés par
le concept de « squalénisation », I'associationfpamation de paires d’ions entre un SqC et le
Fpx entraine un auto-assemblage en NPs en miligeuaqCette approche a conduit a I'obtention
d'un nouveau systeme nanoparticulaire et pourraé@ ainsi appliquée a d’autres molécules
actives chargées. Les avantages d'une telle approeh comparaison aux systemes

d’administration développés pour I'administratioale du Fpx sont :

la facilité de la méthode de préparation réaliséderix étapes,

I'absence de chauffage,
- I'emploi d’'un seul excipient, le SqC,

I'utilisation d’une faible proportion de solvantatio volumique solvant/ eau de 0,1 qui est

ensuite évaporeé.

De plus, au ratio molaire optimal, les NPs FpX:Bigsentent des charges en Fpx plus élevées que
tous les autres systémes décrits dans la littérgfliavaux antérieurs - Revue de littérature)
(Tableau 1). En effet, les formes d'administraonployées sont pour la plupart des systemes
émulsionnés (Leonaret al, 2011; Meissonnieet al, Ramadaret al, 2011). Une émulsion est
constituée d'une phase aqueuse et d'une phasadeude nécessite I'emploi d'un certain nombre
d'excipients dont des triglycérides caprylate/appeiet des tensioactifs pour la stabilisation de
I'émulsion. La formulation d'un tel systéeme esliséa en plusieurs temps avec de nombreuses
étapes de chauffage notamment pour la dissolugsntriglycérides. Par ailleurs, Meissonnggr

al. précise dans leur brevet que leur microémulsiam pécessiter un chauffage a 37°C afin
d'homogénéiser le systeme. De plus, pour la sabde I'émulsion, ce type de formes

d'administration ne permet pas d'obtenir des clsagfpvées en principe actif (Tableau 1).
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Pour conclure, en termes de facilité de préparatiode taux de charge en Fpx, notre systéeme
nanoparticulaire est d'une part plus simple a pegpat d'autre part permet d'obtenir des charges

élevées en Fpx contrairement aux systemes emuéssnn

Systemes d'administratior Méthodes de Taux d’encapsulation Taux de charge

(Référence) préparation en Fpx (%) en Fpx (% m/m)
Fpx:Sd NPs Nanoprécipitation :
ratio molaire 1 :6 Pas de chauffage 80 39
(Ralay-Ranaiveet al) 1 excipient
Microémulsions GIPET ~ Emulsion:
(Merrion Pharmaceuticals Chauffage - 0,5
Leonardet al, 2011) 3/4 excipients

Emulsion:

Microémulsions

(Endotis Catalent-
Meissonnieeet al, 2011)

Chauffage - 0,9
3/4 excipients

Emulsion par inversion
NCs lipidiques cationiques de phase:
(Ramadaret al, 2011) Chauffage

5 excipients

80 5

Tableau 1. Comparaison des systemes d’administration en HFpxeemes de méthode de

préparation, de taux d’encapsulation et de chamgepa

Par ce nouveau systéme nanopatrticulaire, il a és8ilple pour la premiére fois d'associer un
dérivé squalénique sans liaison covalente. Airetecnouvelle approche par formation de paires
d’ions conserve les avantages du concept de «&usation » par couplage covalent d’'une part,
par la capacité de formation immédiate des NPs tlaag, et d’autre part par I'obtention de

charges élevées en molécules actives. Les NPsanttérune bonne stabilité sur plus d'un mois.

De plus, cette approche par interactions ioniquds/érophobes entre les deux composés évite
des étapes supplémentaires de synthese chimiquésente donc un avantage considérable de

maintenir l'activité anticoagulante du Fpx (ChapR).
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2.3. Morphologie de:nanoparticules

L'organisation supramolécule des NPs Fpx:<" a été évaluée a la concettion la plus diluée e
Fpx (2,5 mg/mL) par deux nthodes, la cryomicroscopie électronique asmission (cryoMET
et par diffractim aux rayons X (DRX) (Chapitre ). Les observations yomicroscopiques
transmission ont morérune norphologie sphérique des NPs de type "oig" laissant suggérer
une struatre en phase mtlamellaire. L¢ distance interlamellaire dculée a partir de
diffractogrammes réalisées DRX (48 nm) correspond bien a celle :rminée a partir de
observationseen microscopie cryoMET). Cependant, ces mémes étude cryoMET montren
gu’'a des concentrations plitlevées que celles utilisées dans nos étues NPs perdent leur
structure sphique et présernt des facettes (Figure Par ailleurs, ds liffractogrammes e
DRX suggeérent la formatione phases hexagonaqui coexistat probablenent avec les phas
lamellaires(données non mcrées. Ainsi, des études plus approfondiesont nécessaires pc

étudier les évolutions morptogiques de ctype de NP£n fonction de ler concentration eau

cours de leur conservation.

A

100 nm
—

Figure 2.Images de cryoMET des NPs Fpx*a 10 mg/mL (/) et
20 mg/mL (B) en éq. Fpx
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2.4. Stabilité colloidale des nanoparticules

Les NPs Fpx:Stau ratio molaire 1:6 ont montré une trés bonneligtabans I'eau aprés 40 jours
(Chapitre 3). En raison de leur potentiel de serfiaégatif (-60 mV), les forces électrostatiques de

répulsion entre les particules favorisent leuriitétrolloidale.

En outre, pour les étudés vitro etin vivo, il est important de comprendre le comportement du
systeme nanoparticulaire dans les milieux biologgjunotamment dans les milieux gastriques et
intestinaux simulés. Des études ont montré quealzilise des systémes particulaires pouvait étre
influencée par la force ionique, le pH ou la présette protéines du milieu (Heurtaettal, 2003;
Bildstein et al, 2010). Or, un médicament administré par voieeoddit passer par la barriéere
gastro-intestinale constituée d'un gradient de pbissant (Figure 3). Le pH dans le tractus
gastrointestinal (TGI) est donc I'un des facteunpartants pouvant affecter I'absorption d’'une
molécule active. La stabilité colloidale des NPx:5g" a donc évaluée dans cette optique
(Chapitre 3). Les NPs Fpx:Sgnt présenté un comportement différent en fonctiorpH dans
des milieux gastriques et intestinaux simulés. Hiemgastrigue simulé a pH acide, une forte
instabilité des NPs a été mise en évidence entralaar agrégation instantanée. Cela peut étre
expliqgué d’une part par une dégradation acide dugfgsent a la surface des NPs, et d’autre part
par lionisation de toutes les charges des molé&cwdatrainant la formation d’agrégats
polydisperses. En fonction de ces résultats, laadiddion en milieu gastrique de ces vecteurs
particulaires a été évitée pour envisager une pheaorefficace par voie orale. Pour cela, une
forme solide gastrorésistante a été mise au pbintly incorporer les NPs Fpx:S@Chapitre 3).

Les études de stabilité en milieux intestinaux #®wnt montré que les NPs étaient stables aux

pH compris entre 6,6 et 7,0 et instables aux ptéseprs a 7,4.
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Estomac
pH 1,2
Duodénum B~ S
pH 6,6 Agrégation des NPs
Stabilité colloidale des NPs
pendant 75 min
Jéjunum
pH 7,0
Fin du jéjunum / lléon Stabilité colloidale des NPs
L pH7A pendant 60 min
Stabilité colloidale des NPs
pendant 15 min

Figure 3. Evolution de la stabilité colloidale des NPs emcton du gradient de pH du TGl

Pour conclure, les études de stabilité ont miswasedéce la stabilité colloidale des NPs FpX:Sq
dans différents milieux biologiques. Elles présehtene bonne stabilité dans l'eau aprés
conservation a 4°C pendant un mois et dans lesumilbiologiques aux pH compris entre 6,6 et
7,0 pendant environ 2 h. Leur instabilité au pH giblpgique (pH 7,4) laisse suggeérer a une
libération du Fpx dans la circulation sanguine petant ainsi son activité anticoagulante. En
revanche, leur instabilité en milieu acide nécess$#ur protection contre I'environnement

gastrique par une forme solide gastrorésistante.

2.5. Lyophilisation des nanoparticules et mise au pod&#® gélules gastrorésistantes

Les NPs Fpx:Sgont été Ilyophilisées pour pouvoir les incorporansides gélules (Chapitre 3).

Compte-tenu de la structure fragile des vecteunparticulaires, il est connu dans la littérature
gue le processus de lyophilisation entraine leurégagion irréversible et/ou leur fusion

(Abdelwahedet al, 2006; Sonajet al, 2010 ). Afin d’éviter ces phénoménes, un crycgetant

est ajouté a la formulation. Des études d’optinusatdu choix et de la concentration du
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cryoprotectant et des conditions de congélationévétréalisées. En accord avec les travaux de
Bildstein et al. et Sonajeet al, le tréhalose s’est montré étre la molécule aescneilleures
propriétés cryoprotectrices. Ainsi, les meilleurargmetres physicochimiques (en terme de
morphologie, de diamétre moyen et d'indice de psbetsité) des NPs Fpx:Sqnt été obtenus
avec le tréhalose a 20 % (m/m) en pré-congelamt 4518°C. Les NPs Fpx:Styophilisées ont

été étudiees aprés redispersion dans l'eau grace duservations cryomicroscopiques
électroniques a transmission. Il a été montré qumadrphologie ainsi que le diametre des NPs

étaient conserves apres lyophilisation (Chapitre 3)

Une fois la formulation optimale des NPs lyophiéisébtenue, dans le cadre de ce projet, il nous
a semblé important de développer un protocole dieage gastrorésistant permettant une
libération des NPs dans le milieu intestinal oeskont stables (Chapitre 3). Dans cet objectif,
deux types de techniques d’enrobage ont été miplare : une technique industrielle avec
l'utilisation d’'un « Pan coater » et une technigleslaboratoire par immersion de la gélule. La
technique industrielle devait étre la méthode les pldaptée pour obtenir des enrobages entériques
homogenes pour un lot de gélules. Cependant, daraslde notre formulation, elle a rencontré de
nombreux inconvénients : d’'une part cette technigjast pas adaptée aux gélules de petite taille
pour I'administration chez le rat, et d’autre palte nécessite un chauffage constant a 40°C
pendant plus de 2 h qui a entrainé I'agrégaticévarsible des NPs Fpx:ScEn raison de ces
inconvénients, une technique d’enrobage a été anigmint au Laboratoire. Basée sur les travaux
de Sonajeet al. et de la méthode d’enrobage utilisée en pharmdoiicine, la technique a
consisté a immerger plusieurs fois, la gélule réendes NPs Fpx:Sqlyophilisées dans une
solution alcooliqgue d’'un polymere gastrorésistéNdtre choix de polymeére gastrorésistant s’est
porté sur un copolymeére de l'acide méthacryliquel@tméthacrylate de méthyle, 'Eudr&git
L100. Il a la propriété d'étre soluble au pH sueéria 6,0. Selon les études de stabilité en milieux

intestinaux simulés, les NPs FpxiSgont plutdt stables a pH 6,0. On a pu ainsi émettr

'hypothese que les NPs seront protégées du mél@de gastrique par cet enrobage et seront
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libérées dans l'intestin dans les milieux prochepH 6,0 sans étre degradées. La gastrorésistance
des gélules a été étudiée par des essais de tissaians des milieux gastriques (pH 1,2) et
intestinaux (pH 6,8) simulés. Ces essais ont mantién fonction du nombre d’essais d’enrobage
réalisés, I'enrobage était plus ou moins reprodletiCette technique d’enrobage est délicate en
trois principaux points: i) les gélules étant &géa un support pendant le séchage de leur
enrobage & base d’Eudrdgit100, toute chute de la gélule altére son enrobaiie la
reproductibilité du processus est difficile & maér liee au fait que I'enrobage est réalisé gélule

par gélule et iii) la réussite de I'enrobage egtEgimentateur-dépendant.

De plus, I'enrobage entérique des gélules adm@astaux rats ne peut étre clairement défini lors
des essaim vivo. Toutefois, les gélules ont montré une gastrasie efficace apres les essais

de dissolution avec une réussite d'enrobage dé4l€r deux expérimentateurs.

2.6. Etudesn vivo des nanoparticules

Les étudesn vivo réalisées sur le rat ont montré que notre syst@mnecovalent a base de SQ
améliorait I'absorption orale du Fpx essentielletngnand il est administré dans des gélules
gastrorésistantes (Chapitre 3). En effet, 'adniiat®n orale sous la forme d’'une suspension
aqueuse des NPs Fpx’Sg permis d'obtenir une biodisponibilit¢é absoluenyiron 0,3 %

(Chapitre 2). Cette faible valeur a été expliquéelinstabilité gastrigue des NPs en milieu acide
confortant ainsi les résultats de stabilité. PH#ewis, 'administration intraveineuse des NPs a
montré un profil de concentrations plasmatique&n similaire a celui obtenu avec la solution
aqueuse de Fpx (Chapitre 2). Cette étude a permimettre en évidence la libération et la
dissociation du Fpx des NPs dans la circulationég@ia. Ceci est un point essentiel pour
permettre son activité anticoagulante par sonaetem avec la protéine naturelle inhibitrice de la

coagulation, I'AT, nécessaire au changement cordtbormel de cette derniére.
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En ce qui concerne I'administration des NPs Fpk@&mns des gélules gastrorésistantes, upg C
de 0,43 mg/mL et une biodisponibilité absolue diemv 9 % sont obtenues (Chapitre 3). Il est
intéressant de mentionner que lgbtenue se trouve étre dans les concentratiofrpxmyant

un effet anticoagulant pour la prévention de latfisoembolie veineuse (Vettet al, 2010).
Nous avons noté également une influence de l'igeste nourriture sur I'absorption orale des
NPs. En effet, la présence de nourriture a augntnés % la concentration plasmatique en Fpx.
Cependant, une forte variabilité inter-individuedlist observée chez les rats ayant recus les NPs
Fpx:Sq. Par ailleurs, le choix de la dose orale d’admiat®n (10 mg/kg) a été établi en fonction
des doses administrées utilisées pour 'administradrale du Fpx (Vetteet al, 2010). C’est
pourquoi il a été décidé que la dose orale soitfd® plus élevée (10 mg/kg) que la dose

intraveineuse (200 pg/kg) (Chapitres 2 et 3).

Par comparaison aux systemes oraux développédepbpi, la biodisponibilité absolue des NPs
Fpx:Sq est plus faible que la plupart des autres systdif@sleau 3). Par ailleurs, les systémes
microémulsionnés ayant les biodisponibilités lasmlevées (39 % et 18 %) ne peuvent pas étre
comparés entre eux ni avec notre systeme en ragstandifférence du modele animal utilisé et du
mode d’administration (Leonaset al, 2011 ; Meissonnieet al, 2011). En effet, dans le cas des
microémulsions développées par Meissoneieal, I'administration a été réalisée chez le chien
par gavage oral alors que dans le cas des micreg&mside Leonardt al, celle-ci a été réalisée
par injection intraduodénale chez le chien pouifralachir de la barriére gastrique. Ainsi, ces
deux modes d'administration ne peuvent étre corbfemaPar contre, en ce qui concerne les
systéemes développés par Ramaelaal. et Vetteret al, les NPs Fpx:Sgont une biodisponibilité

absolue orale soit plus faible soit plus élevée dbeat, 21 % et 4 % respectivement (Tableau 3).

En revanche, dans la littérature, une variabilitteriindividuelle a été reportée pour certains
systemes d’administration orale du Fpx (Ramaetaal, 2011 ; Meissonnieet al, 2011). Elle a
éteé reliée en partie aux systemes d’administralteissonnieret al. ont expliqué cette variabilité

inter-individuelle par une instabilité de la micnodlsion. En effet, en I'absence d'un agent
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stabilisant, la formation d’'une séparation de pteaé& observée dans certains cas lors du procédé
d’encapsulation. Une biodisponibilité de 37 % ashaité obtenue avec une variabilité de 29 %
chez le chien. Cette variabilité inter-individuetigou étre améliorée par I'addition de dioxyde de
silicium qui joue un rdle d’agent stabilisant dentacroémulsion. lls ont en effet augmenté la
biodisponibilité orale a 39 % tout en diminuanvéaiabilité de plus de 50 %. Concernant les NCs
lipidiques cationiques de Ramadetnal, cette forte variabilité inter-individuelle chez fat a été
observée dans les études réalisées par le mémgegsauune autre molécule active, le paclitaxel
(Peltieret al, 2006). En revanche, la cause de cette variabilst pas connue. On peut émettre

I'hypothese que cette variabilité inter-individuedst plutot liée au systeme d’administration.

Dans le cas de notre systeme nanoparticulaireydiesirs de variabilité inter-individuelle et de

biodisponibilité peuvent étre expliquéssdon trois hypothéses.

La premiere est I'’hétérogénéité de I'enrobage entérdes geélules lors du processus d’immersion
dans la solution de polymere gastrorésistant. Coroet@ est expliqué au paragraphe 2.5., la
certitude d’'une homogeénéité de I'enrobage entrgyédsles ne peut étre aisément prouvée, bien
gue les essais de dissolution sur un lot de géhal@strent leur résistance au pH acide. Ainsi, la
différence de libération dans le TGI entre les Ig&lypeut entrainer une variation d’absorption

entre les rats.

La deuxieme hypothése est le modéle animal chéisi.effet, les NPs Fpx:Sqont été

préalablement lyophilisées pour étre encapsulées s gélules. Une fois I'enrobage entérique
des gélules dissout au pH intestinal, ces derni@odgent étre totalement redispersées par le
liquide physiologique de lintestin pour pouvoibdrer efficacement le Fpx dans la circulation
sanguine. L’hypothese est donc que le faible voldeenilieu physiologique présent chez le rat
ainsi que la différence de volume entre les ratgéament la compléete redispersion des NIda

entraine d’'une part une diminution de la biodispiité, et d’autre part une augmentation de la

variabilité entre les rats.
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La troisieme hypothése pourrait étre liée au moedepdssage des NPs Fpx:Sy travers la
mugqueuse intestinale. Dans la littérature, le méoan de passage intestinal des héparines dont
les HBPM est peu connue (Moazeidal, 2008). Les étudds vitro de Moazecet al. ont montré

un transport actif pH-dépendant des HBPM a traleerauqueuse intestinale. Compte-tenu de la
similitude structurale des HBPM avec le Fpx, I'hipese selon laquelle le transport intestinal du
Fpx est actif peut alors étre posée. Comme celeexgdiqué dans la premiére partie de ce
manuscrit (Travaux antérieurs — Voie orale), leetge passage d'une molécule active est lié a ses
propriétés physicochimiques. Ainsi, si I'on suppgse le Fpx a un transport actif comme les NPs
Fpx:Sq (Figure 4a), cela pourrait expliquer les paransdptgarmacocinétiques observés en raison

de la saturabilité de ce type de transport (Figime

a)
® Passage transcellulaire vésiculaire Passage transcellulaire
(Endocytose)
i I Microvillosités
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Figure 4.a) Mécanismes de transport actif d'une moléculeea travers la barriére intestinale;

b) Courbe de cinétique type d’un transport actif
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Selon ces hypothéses, de meilleurs résultats demgloacinétique pourraient étre obtenus en
améliorant I'enrobage gastrorésistant des gélidasutilisant par exemple un modeéle animal
différent du rat (comme le chien) et également@nprenant le mécanisme de passage intestinal

des NPs Fpx:Sq

2.7.Etude de passage au travers de la barriére irdésstin

L'objectif de cette étude a été de confirmer lasdésin vivo et d’élucider le mécanisme de
passage du Fpx sous forme libre et sous forme matcyaire (Chapitre 4). Une méthode de

choix d’étudein vitro est le modele de perméation en chambre d’Ussiggi@5).

2.7.1. Principe du modele in vitro de la chambre de Ussing

La chambre d’Ussing est constituée de deux conmpantis séparés par le tissu intestinal prélevé
chez le rat. Les deux compartiments contenant llatisn physiologique (tampon Sorensen pH
6,8) isolent les cdtés muqueux et séreux du tissuue de reproduire au mieux le principe de
barriere sélective (Figure 5). La solution physiime est maintenue a la température de
I'expérience (37°C ou 4°C) et est continuellementgénée par un bullage de carbogene (95 %
0O,- 5 % CQ). Le bullage a I'avantage également de mélangepliation. Dans ces conditions
expérimentales, le tissu garde une viabilité famielle supérieure a 3 heures ce qui permet
d’étudier les transports actifs et passifs a tmlertissu. Les deux demi-chambres sont reliées a
des électrodes permettant de mesurer differenta@ares électriques, témoins du passage des
molécules chargées électriquement et de la vi@ldiit tissu : la difference du potentiel (PD), le

courant du court-circuit (Isc) et la conductancé (G
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Figure 5. Principe du modele de perméation en chambre digssi

2.7.2. Etude du passage du fondaparinux

Les travaux de Moazeet al. réalisés en chambre d’Ussing ont montré un tratspuif des
HBPM a pH 7,0 a travers la barriére intestinalepéelant, a ce jour, aucune étinlgitro n'a éteé
réalisée afin de comprendre le passage intestinBpd. En raison de leur similitude structurale et
de leur activité biologique, I'absorption orale &px a été présumée équivalente a celle des
HBPM (Ramadaret al, 2011). Afin de confirmer cette hypothése, nousnawréalisé des études
in vitro afin de mettre en évidence le mécanisme de pasisapx sous forme libre et sous forme
nanoparticulaire a travers la muqueuse intestii@leapitre 4). Dans un premier temps, les
expériences réalisées a 37°C pendant 3 h ont mguré Fpx sous forme libre passe a travers la
muqueuse intestinale a des concentrations infé&sear 5 pg/mL, soit environ 0,25 % de la
concentration initiale en Fpx (2 mg/mL) présentesde compartiment muqueux (Figure 6). De
plus, une saturation de la concentration en Fp¢ aléservée a la concentration de 5 pg/mL a 120
min. Comme les HBPM, le Fpx semble utiliser un $gort actif pour traverser la muqueuse

intestinale. Cette hypothése est soutenue partlele® & 4°C. En effet, dans ces conditions de
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température, l'activité des pompes a efflux ATPetélantes est désactivée et empéche ainsi le
passage des molécules empruntant un transport Rotif rappel, le transport actif nécessite de
I'énergie fournie directement ou indirectementgmai'ATP (Figure 4) (Travaux antérieurs - Voie
orale). Ainsi, dans le cas du Fpx, lorsque toudriassporteurs sont bloqués, la concentration de

passage en Fpx d'environ 1,5 pg/mL est infériewala observée a 37°C (Figure 6).

2,00 -

Concentration en Fpx ((ug/mL)

Temps (min)

Figure 6. Etude du passage du Fpx en chambre de permédtissing
a37°C ®)etasc )

En supposant I'hypothése que le Fpx utilise desp@teurs membranaires (Figure 4a), il nous a
semblé intéressant de vérifier si son passageitrpas influencé par la protéine d'efflux, la P-
glycoprotéine (P-gp). La P-gp fonctionne comme pompe d'efflux dépendant de I'ATP et est
présente abondamment dans le TGI (Kruijizgeal, 2002). De nombreux médicaments dont les
anticoagulants oraux, rivaroxaban et apixaban saogtrats de la P-gp (Travaux antérieurs-Revue
de littérature). Leur concentration plasmatiquecesisidérablement augmentée en présence de P-
gp. Des études notamment sur le paclitaxel ont jggé la faible absorption de certaines
molécules actives résultait de la P-gp en dimindaat accumulation intracellulaire par leur
expulsion hors de la cellule (Sparreboetral, 1997; Kruijtzeret al, 2002). D'autres principes

actifs sont quant a eux inhibiteurs de la P-gp,e@mple le vérapamil (Levequ al, 1995).
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Afin d'évaluer l'influence de la pompe d'efflux darpassage du Fpx, le vérapamil a été choisi
comme inhibiteur de la P-gp et a été ajouté du sétéux. L'étude a montré une augmentation
significative du flux net du Fpx en présence deapéamil (Chapitre 4). A partir de cette étude, une

hypothése a pu étre posée: la P-gp est-elle img®iglans la faible absorption orale du Fpx ?

A partir de cette hypothése, l'explication de lébléa absorption orale du Fpx pourrait étre
expliguée par i) sa dégradation enzymatique adiflesa forte charge anionique et son poids
moléculaire éleve et iii) I'influence de transpareemembranaires dont la P-gp sur son passage a
travers la muqueuse intestinale. Ces résultatsodevétre complétés par dautres études

complémentairem vitro etin vivo.

2.7.3. Etude du passage des nanoparticules

L'étude du mécanisme de passage du Fpx encapsugdaetaNPs squalénisées a également été
abordée (Chapitre 4). Les étudiesvivo ont montré une augmentation de I'absorption oralEpx
avec les NPs Fpx:Sct ont été confirmées par les étudesitro. En effet, dans les expériences
en chambre d’Ussing réalisées a 37°C, le flux nefpx est augmenté d'un facteur de 9,6 en
présence des NPs Fpx’S&n revanche, le mécanisme de passage des NPfessimbaire a
celui du Fpx sous forme libre. Une saturation deolacentration en Fpx a environ 20 pg/mL ainsi
gu'une faible proportion de Fpx (1 %) traversantnembrane intestinale sont observées aprés 2h

d'expérience (Figure 7).

Plusieurs hypotheses peuvent expliquer ces résultat premiére est la dégradation des NPs
Fpx:Sd dans le milieu physiologique utilisé (tampon SoeenpH 6,8) aprés 3 h. Les études de
stabilité réalisées a pH 6,8 ont montré un débagrépation traduit par une augmentation de
I'indice de polydispersité et du diametre moyen MBs aprés 3 h (Chapitre 4). Afin d'infirmer
cette hypothése, les expériences en chambre diJssinété réalisées a 37°C en renouvelant la
suspension aqueuse des NPs FpxaPegs 75 min par une nouvelle suspension aqueaisbdrde

NPs Fpx:S{ dans le compartiment muqueux. A partir de cettalétla proportion de Fpx
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traversant la muqueuse intestinale a été légereaugmentée (1,25 %) apres changement de la
suspension aqueuse des NPs Fpx(&igure 7). Cependant, la concentration en Fpierggs

faible (25 pg/mL) et saturable apres 2 h.

Une deuxiéme hypothése pour expliquer le faiblesgges du Fpx et la saturation & 1 % aprés 2 h
est le stockage tissulaire du Fpx. En effet, l@ses études, la surface du tissu intestinal p¥élev
est de 0,75 cm? et la concentration en Fpx desMpRsSd est de 2 mg/mL. Dans la réalité, la
surface intestinale du rat est d'environ 40 cmg 58ifois plus élevé que la surface intestinale
utilisée lors de I'étudm vitro. De plus, la dose administrée chez le rat lorsétedesn vivo est

de 10 mg/kg en Fpx dans les NPs, ce qui correspo@¢b mg de Fpx administré. Ainsi, la
concentration en Fpx des NPs FpX:Suput étre considérée comme élevée (2 mg/mL) en
comparaison a la surface du tissu intestinal ét{gs75 cm?), ce qui entrainerait la saturatiotade
membrane intestinale. Pour confirmer ce stockageiltaire, le dosage du Fpx devrait étre réalisé

dans le tissu.

La troisiéme hypothése est que les NPs Fpx:&iise un transport actif pour traverser la
mugqueuse intestinale. Comme démontré ci-dessuadizarhe?.7.2), le Fpx utilise un transport
actif pour traverser la muqueuse intestinale. Lespge des NPs étant saturable, il pourrait donc
étre influencé par le Fpx. Par ailleurs, les étudesvo etin vitro ont montré une amélioration
significative de I'absorption orale et intestindleFpx encapsulé dans le systeme nanoparticulaire
(Chapitres 3 et 4). Cela laisse considérer queple dst toujours lié au SgAinsi, le mode de
passage est également lié au §gi dispose d'une trés bonne absorption oralelyK&D99).
Cependant, actuellement, aucune technique ne ryosepde doser les dérivés squaléniques. Les
expériences a 4°C ont confirmé I'hypothése de pamsctif des NPs Fpx:SqChapitre 4). La
concentration en Fpx des NPs est diminuée d'urta@ a 4°C apres 2 h (Chapitre 4). Cela peut

expliquer la saturation de la concentration en &@0 pug/mL apres 2 h.
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Par ailleurs, comme cela est montré au paragraphg, le passage du Fpx est influencé par la
présence du vérapamil du coté séreux. Des expésemalisées en présence du vérapamil ont
montré également I'effet de cette molécule surdssage des NPs FpxiSden effet, le Fpx
associé au Sgsous forme nanoparticulaire a une concentratienviton 45 pg/mL (Figure 7)

avec son flux net augmenté d'un facteur 3 en peésaga vérapamil (Tableau 2).

50=
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Figure 7. Etude du passage des NPs Fpx:%§7°C en absence de vérapamil (vert), apres
renouvellement de la suspension aqueuse de NRg @ilen présence de vérapamil (rouge)

Formulation et
(mmol/h/cm?)
Fpx 0,05 + 0,03
Fpx + vérapamil 0,34 £ 0,04
NPs Fpx:S{§ 0,48 +0,17

NPs Fpx:S¢+ vérapamil 1,43 +0,21

Tableau 2.Flux net (Je) du Fpx sous forme libre ou nanoparticulaire (Nps.5q)

en présence ou non de vérapamil

Selon ces résultats, le Fpx sous forme libre e$ $oume nanoparticulaire présente un transport
actif & travers la barriere intestinale avec urspgs significativement amélioré en présence du

vérapamil. Ceci laisse supposer a une influenca &edp sur son passage intestinal. Ces résultats
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pourraient expliquer la variabilité inter-individles observée entre les rats aprés administration
orale des gélules gastrorésistantes des NPs FpX\¥éanmoins, ces études ne nous permettent
pas d'affirmer que I'amélioration des parametregadsage du Fpx sous forme libre et sous forme
nanoparticulaire soit liée a la P-gp. Des étuidesitro complémentaires doivent étre réalisées

avec d'autres inhibiteurs de la P-gp et avec du tigtestinal de souris déficientes en P-gp.

Par ailleurs, une expériende vivo préliminaire a été réalisée en administrant oratgndes
gélules gastrorésistantes de Fpx sous forme libreercapsulé dans des NPs FpX:8grés
prétraitement avec du vérapamil (5 mg/kg) pendaet demi-heure selon le protocole décrit par
Choiet al (Choiet al, 2005). De cette expérience, dans les deux easolption orale du Fpx a
été retardée et des concentrations plasmatiquEp>en’ont pu étre observées qu'a partir de 4 h et
5 h. Malheureusement, aucun résultat concluanété'diré de cette expérience en raison de la
durée de I'expérience qui avait été fixée a 5 hpiatocolein vivo doit étre optimisé et réalisé
dans différentes conditions de coadministratiorcdgevérapamil pour évaluer son influence sur

I'absorption orale du Fpx.

Pour conclure, ces étudisvitro en chambre d’Ussing ont permis de confirmer lededin vivo.

En effet, les NPs Fpx: S@méliorent significativement le passage du Fpragers la muqueuse
intestinale et par conséquent son absorption qiEdbleau 2). Ces études nous ont permis
également de donner des premieres éléments desegoant au mécanisme de passage du Fpx
sous forme libre et sous la forme de NPs Fpx:8msi, le Fpx et les NPs Fpx:5qrésentent un
transport actif saturable lié a des transporteussnbranaires. Les images de microscopie
confocale ont permis de visualiser la présence mu dprés passage des NPs Fpk:@q coté
séreux confirmant ainsi son passage (Chapitre A)rdvanche, des études complémentaires
doivent étre réalisées afin de déterminer le trartepr membranaire responsable du passage
intestinal du Fpx. Cependant, grace a ces étudess mpouvons affirmer que le Fpx est
complétement dissocié des NPs et dil &iyés passage dans le compartiment séreux. Enlesfe

deux méthodes de dosage (biologique et spectropiédtioque) ont donné des résultats de
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concentration en Fpx identiques dans le compartimemeveur. Or, lors de la mise au point de ces
deux méthodes de dosage, il a été démontré quésdanxe d'une faible quantité de @gsociée
au Fpx contribuait a sous-estimer la concentragiofirpx avec le dosage biologique et non avec le
dosage spectrophotométrique (Chapitre 4). Aindgiteque les deux méthodes de dosage donnent
des concentrations en Fpx identiques prouve gEpxeserait complétement dissocié du Sprés

son passage a travers la muqueuse intestinale.

Compartiment mugueux

Protéine d’efflux (P
(Pap) I Transporteur transmembranaire

y
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,Z\%;
\
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Compartiment séreux ~ ,t f}; Energie
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~  Fpx
4 Sq

N
’7’\,

Figure 8. Hypothéses de passage des NPs Fpxa8dravers du tissu intestinal
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3. Conclusions

Ce projet de recherche nous a permis de dévelgppeouveau systeme nanoparticulaire basé sur
la formation de paires d'ions entre une moléculgvacchargée et un dérivé squalénique
cationique. La preuve du systeme a été démontrda paemiere molécule active étudiée, le Fpx.
Cette approche a en effet, montré un avantage mageu comparaison au concept de
« squalénisation » dans le cas des molécules aatha@gées ou leurs groupements fonctionnels
sont nécessaires a leur activité biologique. L'absale couplage covalent n'induit pas de perte
d'activité et en plus, limite le nombre d'étapéss pu moins longues, de synthése chimique. Dans
le cas du Fpx ou ces groupements fonctionnelsrgam@ssaires pour son activité anticoagulante et
également de ces propriétés physicochimiques,uplage covalent avec un dérivé squalénigue
s'est révélé problématique car se présentent gamda difficulté de la synthése, et d'autre fart

perte de l'activité biologique de la molécule.

Dans la littérature, toutes les formes développ@es I'amélioration de I'absorption orale du Fpx
utilisent des systemes d'administration par co@plagn covalent. Le Tableau 3 répertorie les
principales caractéristiques de la formulation roptée de notre systeme nanoparticulaire en le
comparant aux systemes d'administration déja dppeékpour I'amélioration de I'absorption orale

du Fpx.

Ce nouveau systeme nanoparticulaire a montré sma@fé dans I'amélioration de I'absorption
orale du Fpx. Des concentrations plasmatiques en dgmt obtenues a des concentrations
prophylactiques pour le traitement de la thromboaiebveineuse. Cependant, en comparaison
des NCs lipidiques cationiques développées par Ranet al, la biodisponibilité absolue orale
et la Gnax sont plus faibles avec nos NPs Fpx:S&fin d'améliorer la biodisponibilité orale de
notre systeme, ce projet a également permis dexntiemnprendre le mécanisme de passage du

Fpx & travers la barriére intestinale. Comme déraquair Moazedt al, le Fpx présente comme

257



Discussion générale

les HBPM un transport actif dépendant de transpmtenembranaires. Ce transport actif est

conservé par les NPs FpxiSq

De nombreuses étudsvitro et/ouin vivo doivent cependant étre réalisées pour : i) éludel(s)
transporteur(s) membranaire(s) responsable(s) dsapga intestinal du Fpx sous forme libre et
sous forme nanoparticulaire, i) mettre au poirg tfehniques de dosage du $qur comprendre
son rdle dans le passage du Fpx sous forme naiopeaire, iii) évaluer I'action pharmacologique
des NPs Fpx:Sgpar la mesure de la variation de la taille d'umrnibus chez I'animal et iiii)
déterminer la toxicité du dérivé squalénique cadjoe et des nanoparticules de la formulation

optimale.

Parameétres

Systémes développés physicochimigues

Parametres pharmacocinétiques

d =180 nm Gavage oral ades rats
_ z=-50 mV Dose en Fpx = 10 mg/kg
NPs Fpx:Sq PDI < 0,15 Fabs=9 + 2 %
TE=75%-TC=39% Cmax= 0,43 pg/mL
d =50 nm Gavage oral a des rats
NC lipidiques cationiques z=4mV Dose en Fpx = 5 mg/kg
(Ramadaret al, 2011) PDI =0,15 Fabs=21+6 %
TE=80%-TC=5% Crmax= 1,31 pg/mL
Injection intraduodénale a des
Microémulsions GIPET TC=0,5% chiens
(Merrion Pharmaceuticals - Dose en Fpx =5 mg/kg
Leonardet al, 2011)) Frel=19+6 %
Cmax=1,8 £ 0,5 pg/mL
Microémulsions Gavage oral a des chiens
(Endotis Catalent- TC=0,9% Dose en Fpx = 0,8 mg/kg
Meissonnieeet al, 2011) Fabs=39+ 12 %
Comprimés a base de Gavage oral a des rats
thiomeres associés au - Dose en Fpx = 5 mg/kg
glutathione et au décanoate ¢ Fabs=4 %
sodium (Vetteet al, 2010) Cmax = 0,23 pg/mL

Tableau 3.Principales caractéristiques des NPs FpXeBgcomparaison a la littérature
Abréviations: d: diamétre moyen; PDI: polydispsarsitdex (indice de polydispersité); z: potential
zéta; TE: taux d'encapsulation; TC: taux de charfabs: biodisponibilité absolue; rél:

biodisponibilité relative; G, concentration plasmatique maximale
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Par ailleurs, deux autres dérives squaléniquesrigties, le mésylate et le chlorure de
diméthyléthanolammonium de trisnorsqualényle (DMASant été synthétisés (Figure 9).
Cependant, le chlorure de DMASQ a été abandonnéisan de la non-reproductibilité et du
faible rendement de la réaction. Les premiers gstaiformulation réalisés avec le mésylate de
DMASQ ont montré que ce dernier s'auto-assemhbfaliies en absence et en présence de Fpx en
milieu aqueux avec des diametres moyens d'envidOne? 150 nm, respectivement. Les NPs ont
également montré une bonne stabilité sur deux semai 4°C. Ainsi, il serait pertinent de réaliser
des expériences équivalentes a ce projet sur ceecaoudérivé squalénique cationique afin de

comparer les deux SqC et de sélectionner le mesligsiéme nanoparticulaire.

Mésylate diméthyléthanolammonium de Chlorure de diméthyléthanolammonium de
trisnorsqualényle trisnorsqualényle

Figure 9. Structures chimiques du mésylate et du chlorurdiméthyléthanolammonium de
trisnorsqualényle (DMASQ)

Ce nouveau systeme nanopatrticulaire basé surrfeafmn de paires d'ions a prouve son efficacité
pour son application a des (macro)molécules chargatén d'améliorer leur potentiel
thérapeutique sans modifier leur activité biologigDans le cas de la premiére molécule étudiée,
le Fpx, anticoagulant avec une biodisponibilitdefianitée, ce nouveau systeme nanoparticulaire
a permis d'améliorer considérablement I'absorpirate de la molécule. De plus, en comparaison
a la littérature dans le cas des formes oralesmifastration, cette approche présente de
nombreux avantages tels que la facilité de la tegciende formulation facilement transposable
industriellement, I'emploi d'un seul excipient'ebtention de charges élevées en Fpx. Gréace a ces

caractéristiques, un brevet est actuellement erscridépot.
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RESUME

Le fondaparinux (Arixtra®), anticoagulant de la classe des pentasaccharides de synthese, est le
premier inhibiteur d'origine synthétique, spécifique et indirect du facteur Xa de la coagulation. Il
résulte de la synthese chimique de l'unité pentasaccharidique des héparines, capable de se lier a
I'antithrombine, une protéine endogene, inhibitrice de la coagulation. Cependant, son utilisation
reste limitée par son administration uniquement possible par voie parentérale.

L'objectif de ce travail de thése est de développer une forme orale du fondaparinux en l'associant a
un dérivé squalénique. Le squaléne, terpénoide naturel précurseur de la syntheése du cholestérol,
possede une trés bonne absorption orale (supérieure a 60 %). Dans ce contexte, deux stratégies
d'association ont été développées: la premiere consistant a associer par liaison covalente le
fondaparinux a un dérivé squalénique selon le concept de la « squalénisation » et la deuxieme a
associer par interactions non covalentes le fondaparinux a un dérivé squalénique cationique.

Les travaux expérimentaux ont montré que la premiere stratégie était délicate a mettre en oeuvre en
raison d'une part de la difficulté a synthétiser un bioconjugué fondaparinux-squaléne et d'autre part
de la perte de I'activité anticoagulante du fondaparinux. En raison de ces obstacles, le concept de la
« squalénisation » n'est pas adapté a ce type de molécule active. En revanche, la deuxieme stratégie
s'est montrée trés prometteuse. Elle a consisté a formuler des nanoparticules par association non
covalente du fondaparinux, chargé négativement, a un dérivé squalénique cationique. Cette
approche a permis de mettre en évidence I'excellente capacité d'auto-assemblage en milieu aqueux
de ces deux composés, liée a I'établissement de deux types d’interactions, électrostatiques et
hydrophobes (entre les molécules de squaléne). L'absorption orale du fondaparinux a été
considérablement augmentée grace a ce nouveau systeme nanoparticulaire. Cette nouvelle approche
a base de squaléne a ainsi montré son efficacité dans I'amélioration de l'administration orale du
fondaparinux et pourrait représenter un systeme thérapeutique potentiel dans le traitement des
maladies thromboemboliques.
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Fondaparinux, squaléne, liaison covalente, interaction non covalente, nanoparticules, voie orale,
biodisponibilité
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